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Tuberkuloosi on infektiotauti, joka huolimatta kehittyneistd antibioottihoidoista ja laajalti kdytetystd
rokotteesta, aiheuttaa edelleen 8,6 miljoonan ihmisen sairastumisen ja 1,3 miljoonaa
kuolemantapausta vuodessa. Tuberkuloosin aiheuttaja Mycobacterium  tuberculosis on
solunsisdinen bakteeri, joka aiheuttaa useimmissa terveissd yksilOoissd latentin, oireettoman
infektion. On arvioitu, ettd jopa kolmannes maailman viestOstd kantaa latenttia tuberkuloosi-
infektiota.

Bacillus Calmette-Guérin (BCG-rokote) on télld hetkelld ainoa kédytdssd oleva rokote tuberkuloosia
vastaan. Se suojaa tehokkaasti lapsia M. tuberculosiksen aiheuttamalta aivokalvontulehdukselta ja
disseminoituneelta (laajalle elimistoon levinneeltd) tuberkuloosilta. Silli on kuitenkin varsin
vaatimaton teho aikuisten keuhkotuberkuloosiin eikd se estd tuberkuloositartunnan saamista eikd
latentin tuberkuloosi-infektion uudelleen aktivoitumista.

Seeprakala  soveltuu  hyvin  koe-eldimeksi  pienen  kokonsa, pitkdlle kehittyneen
immuunipuolustuksensa sekd verrattain matalien ylldpitokustannustensa ansiosta. Lisdksi M.
tuberculosiksen sukulainen Mycobacterium marinum on kaloille luontainen taudinaiheuttaja.

Tassd tutkimuksessa selvitettiin BCG-rokotteen tehoa mykobakteeri-infektioon seeprakalamallissa.
Aiemmissa tutkimuksissa seeprakalan on osoitettu soveltuvan sekd aktiivisen, ettd latentin
mykobakteeri-infektion mallintamiseen ja kéytettdviksi myos DNA-rokotteiden tutkimiseen.

Tutkimuksemme osoittaa, ettd BCG-rokote ei kokonaan estd mykobakteeri-infektiota seeprakalassa,
mutta se antaa vaihtelevan asteisen suojan aktiivista infektiota vastaan. Vatsaonteloon annettu
BCG-rokote pienensi kalojen kuolleisuutta suurella bakteeriannoksella aiheutettuun kokeelliseen
mykobakteeri-infektioon. Toisessa koeasetelmassa kéytettiin pientd mykobakteeriannosta, jolloin
BCG:1ld rokotetuilla kaloilla havaittiin parempi kyky rajata infektiota kuin verrokkiryhmalla.
Osoitimme my®os, ettd BCG itsessddn ei aiheuta infektiota kalassa. Lisdksi tutkimuksemme osoittaa,
ettd BCG-rokotteen suojaavaa vaikutusta voidaan tehostaa DNA-rokotteella. DNA-rokoteessa
kiyttimdmme mykobakteerin geenit olivat Ag85B, ESAT6 ja RpfE. Tuloksista voimme péételld,
ettd seeprakala soveltuu kaytettdviksi BCG-rokoteen tehostamiseksi kehitettdvien rokotteiden
prekliinisiin tutkimuksiin.



Kirjallisuuskatsaus: Seeprakala prekliiniseni mykobakteeri-infektio ja
-rokotemallina

Johdanto

Mycobacterium tuberculosis -bakteeri aiheuttaa tuberkuloosia, joka tappaa ldhes kaksi miljoonaa
thmistd vuosittain. Nykyinen Bacillus Calmette-Guérin —rokote (BCG-rokote) ei ole riittdvin
tehokas ja sen kdyttoon liittyy vakavia haittavaikutuksia. Antibiootit ovat tehottomia resistentteji
kantoja vastaan. (1, 2) Tuberkuloosin hoidon ja tutkimuksen haasteellisuutta lisdd taudin
monimutkainen patogeneesi. Tyypillisesti tuberkuloosin eteneminen on jaettu oireettomaan
latenttiin vaiheeseen, jolle ominaista on granuloomien muodostus, sekd taudin reaktivoitumiseen.
Pienelle osalle M. tuberculosikselle altistuneista ithmisistd kehittyy vélittomésti primaari aktiivinen
tuberkuloosi. Jako ndihin kolmeen vaihtoehtoon (primaaristi aktiivinen, latentti ja reaktivoitunut
tuberkuloosi) saattaa olla kuitenkin lilan yksinkertaistava ja tdtd ajattelutapaa joudutaan

mahdollisesti muokkaamaan, kun tieto latentin infektion monimuotoisuudesta lisdéantyy (3).

Mykobakteerit ovat solunsiséisid bakteereja; sen sijaan, ettd makrofagit onnistuisivat tuhoamaan
fagosytoimansa mykobakteerit, mykobakteerit voivat eldd ja lisddntyd makrofagien sisdlld ja
aiheuttavat lopulta isédntdsolun kuoleman (4). Granuloomat muodostuvat puolustussolujen (T- ja B-
lymfosyyttien, fibroblastien sekd makrofagien) kerddntyessd mykobakteereja sisdltivin makrofagin
ympdrille. Granulooman sisdlld makrofagit kuolevat ja mykobakteerit siirtyvit metabolisesti hyvin

inaktiiviseen tilaan, dormanssiin, ja syntyy tuberkuloosille tyypillinen granulooma. (5)

Dna-rokote on yksi mahdollisista tuberkuloosin ennaltachkiisy- ja hoitokeinoista tulevaisuudessa.
Se on nykytiedon mukaan turvallinen tavanomaisiin rokotemenetelmiin verrattuna ja erityisen
toiveikkaasti suhtaudutaan sen mahdollisuuksiin indusoida soluvilitteistd immuniteettia (6).
Nimenomaan soluvilitteinen immuniteetti on keskeisessd roolissa tuberkuloosin torjunnassa (2).
BCG-rokote, joka on ainoa nykyisin kdytossd oleva tuberkuloosirokote, on tyypiltddn eldva,
heikennetty patogeeni: se siséltdd Mycobacterium bovis —bakteeria, joka aiheuttaa tuberkuloosia
nautaeldimissd (7). Koska kyseessd on eldvd, vaikkakin heikennetty, bakteeri, BCG-rokotteen
antamiseen liittyy riskejd, ja erityisesti immuunipuutteisille henkildille se on itsessddn
potentiaalinen taudinaiheuttaja. BCG-rokotetta ei voida turvallisesti kéyttdd esimerkiksi HIV-
positiivisille henkiléille tai elinsiirtopotilaille, mikd tekee sen kéytostd enenevissd maddrin

ongelmallista. (1) DNA-rokotteet eivét toimi taudinaiheuttajina, vaan niiden suojausteho perustuu



yksittdisten  antigeenien = koodaamiseen  hyvéksikdyttden  kohde-elion  solujen  omaa
proteiinisynteesid. Kun DNA-rokote on injisoitu, solut alkavat tuottaa rokotteen koodaamia
antigeeneja ja ndmd saavat elimistdssd aikaan halutun immuunivasteen ilman, etti eliotd tarvitsee
altistaa kokonaisille tautia aiheuttaville organismeille. DNA annostellaan joko sellaisenaan tai
useimmin liitettynd turvalliseen virusvektoriin, joka parantaa DNA:n kulkeutumista isédntdsoluun ja

jolla itselldénkin voi olla immunomodulatorisia vaikutuksia. (8)

DNA-rokotteiden tuottaminen on halpaa ja nopeaa (6), minkd vuoksi ne soveltuvat hyvin uusien
rokoteantigeenien seulontaan. Tutkimuksessa seulottuja antigeeneja voidaan hyodyntdd myds
peptidirokotteiden kehitystydssd (9). DNA-rokotteiden potentiaalia tutkitaan paitsi tautien
ehkdisyssd, niin my0s hoidossa. Erityisesti autoimmuuni- ja syOpétautien saralla terapeuttiset DNA-
rokotteet ovat jatkuvan kehitystyon alaisena. (10) Toimivan; ennaltachkdisevén tai terapeuttisen,
DNA-rokotteen kehittiminen edellyttdd kuitenkin vield paljon tyotd perustutkimuksen tasolla,
vaikka lupaavia edistysaskeleita on otettu monien muiden tautien (esim. HIV, malaria, hepatiitti B)
sekd eldinlddketieteen piirissd (6). Ongelmana on toistaiseksi ollut 1dhinnd rokotteiden riittiméton
teho (6, 9). BCG-rokotuksen tehostaminen (”boosting”) uudella rokotteella, mahdollisesti DNA- tai
peptidipohjaisella, on yksi vaihtoehto tulevaisuuden rokotusstrategiaksi ja onkin aktiivisen

tutkimustyon kohteena (11).

Tassd kirjallisuuskatsauksessa tarkastellaan tutkimuksia, joissa on osoitettu seeprakalan soveltuvan
mykobakteeri-infektion mallinnukseen ja arvioitu seeprakalan kayttokelpoisuutta prekliinisiin

mykobakteerirokotetutkimuksiin.

Koe-elainmallit tuberkuloositutkimuksessa

Koe-eldinmallit ovat ainakin toistaiseksi olleet vélttdimittomid ja  korvaamattomia
tuberkuloositutkimukselle.  Parhaiten  ihmisten  keuhkotuberkuloosia  voidaan  mallintaa
makakiapinoissa (12, 13). Myos lehmit ovat osoittautuneet arvokkaaksi tuberkuloosimalliksi (14).
Suurikokoiset nisdkkéét ovat kuitenkin vaativia ylldpitdd ja soveltuvat ndin ollen huonosti laajoihin

seulontatutkimuksiin, joita esimerkiksi tehokas uusien rokotekandidaattien etsiminen edellyttia.



Hiiri, marsu ja kani ovat laajalti kéytettyjd koe-eldimid tuberkuloositutkimuksissa: niilld on
kaytannolliseltd kannalta huomattavia etuja lehmiin ja kadellisiin nisdkkaisiin verrattuna, silld ne
ovat pienempid sekd helpompia ja edullisempia ylldpitdd. Valitettavasti hiirien, marsujen ja kanien

kayttokelpoisuutta vahentdd niilld saatujen tutkimustulosten rajallinen yleistettdvyys (15, 16, 17).

Seeprakala (Danio rerio) on osoittautunut sopivaksi koe-eldimeksi tuberkuloositutkimukseen (9,
18). Silli on sekd luonnollinen ettd hankinnainen immuniteetti, ja lisdksi Mycobacterium
marinumin  seeprakalalle aiheuttamalla infektiolla on paljon yhteistd Mycobacterium
tuberculosiksen ihmiselle aiheuttaman infektion kanssa (9). Ihmisen tavoin seeprakalalle kehittyy
latentti mykobakteeri-infektio, joka voidaan reaktivoida immunosuppressiivisella kisittelylld,
esimerkiksi gamma-siteilylld (19). Histologisesti thmisen ja seeprakalan infektiot muistuttavat
toisiaan granuloomamuodostuksen osalta. (20) Néiden seikkojen vuoksi seeprakala on rajoitteistaan

huolimatta houkutteleva malli mykobakteeri-infektion tutkimiseen.

Myos eettiset ndkdkohdat on aina huomioitava eldinkokeiden yhteydessé ja eldinten mahdollinen
kdrsimys on aina pyrittdvd minimoimaan. Russell ja Burch esittivit jo 50-luvulla periaatteet, joihin
koe-eldinten tarkoituksenmukainen ja eettinen kiyttd edelleen perustuu. (21) Keskeisimpid niisti
periaatteista on niin kutsuttu 3R, joka viittaa sanoihin korvaaminen (replacement), vihentiminen
(reduction) ja kohentaminen (refinement), ja jonka systemaattisella soveltamisella pyritddn siis
eldinkokeiden korvaamisen muilla menetelmilld silloin, kun se on mahdollista, eldinkokeissa
kéytettdvien eldinten méiirien vdhentdmiseen silloin, kun se on tutkimuksen laatua heikentdmatta
mahdollista sekd koe-eldinten hyvinvoinnin turvaamiseen ja kérsimyksen vidhentdmiseen
parantamalla tutkimusmenetelmid, kéytint6ja ja eldinten elinolosuhteita. Suomen koe-
eldinlainsdddantd pohjautuu EU:n koe-eldindirektiiviin, joka puolestaan pohjautuu vahvasti edelld

mainittuthin periaatteisiin. (22)

Seeprakalamalli ja mykobakteeri-infektion patogeneesi



Seeprakala on tuottanut koe-eldimend lisdd tietoa mykobakteeritautien patogeneesistd, vaikka
tulosten suoraa yleistettdvyyttd toki rajoittavat monet ilmeiset eroavaisuudet kalojen fysiologian

seki kalojen taudinkuvan ja nisdkkédiden tyypillisen keuhkotuberkuloosin vélilla.

Seeprakalamallissa luontaisen ja hankitun immuniteetin vélistd “tyonjakoa” pystytddn arvioimaan
vertaamalla alkioiden ja aikuisten kalojen vasteita toisiinsa, silld alkioilta puuttuu hankinnainen
immuniteetti eli niiden immuunivaste on kokonaan Iluontaisen immuniteetin varassa (23).
Nykytiedon valossa tuberkuloosi-infektion alkuvaiheiden puolustuksella on ratkaiseva merkitys
taudin jatkokehityksen kannalta, joten seeprakalan alkioiden immuunivasteen tutkimisella, ja
erityisesti sen peilaamisella aikuisten seeprakalojen immuunivasteeseen, voidaan tulevaisuudessa
tuottaa hyvin tirkedd tietoa mykobakteerien ja luontaisten immunologisten mekanismien

vuoropuhelusta (24).

Seeprakalalle mykobakteeri-infektiossa syntyvien granuloomien katsotaan mallintavan hyvin
tuberkuloosigranuloomia ithmiselld (20, 25). Granuloomamuodostuksen on perinteisesti ajateltu
olevan taudin kantajaa hyodyttdvd prosessi, silld granulooman sisdlld olevat bakteerit ovat hyvin
inaktiivisia ja on katsottu, ettd granuloomat ovat osoitus terveen elimiston immuunijirjestelmén
kyvysté rajata taudinaiheuttaja mahdollisimman harmittomaan muotoon. On kuitenkin huomattava,
ettd toisaalta granuloomat tarjoavat mykobakteereille turvallisen, immuunijédrjestelmin soluilta
suojatun ympadriston, jonka siséilld taudinaiheuttaja voi hyvin pitkidkin aikoja, jopa vuosikymmeni,

odottaa otollista hetked uudelleen aktivoitumiselle.

My0s seeprakalamallissa on havaittu merkkejd granuloomien edullisuudesta bakteerin kannalta:
granuloomamuodostus aktivoi seeprakalan makrofageissa epiteliaalisia yksikoitd, kun taas
makrofagien epitelisaation esto haittasi granuloomamuodostusta, mikd puolestaan edisti

immuunipuolustuksen muuta toimintaa ja paransi koe-eldinten selviytymistd infektiosta (26).

Rokotekokeet seeprakaloilla

Seeprakala on osoittautunut hyddylliseksi infektiomalliksi ja néyttdd soveltuvan hyvin



rokotetutkimukseen. Tampereen yliopiston kokeellisen immunologian ryhméd on mallintanut
pneumokokki-infektiota (27) seké aktiivista, ettd latenttia mykobakteeri-infektiota seeprakalassa ja
tutkinut DNA-rokotusten potentiaalia mykobakteeri-infektion torjunnassa. Rokotusmenetelma on
optimoitu erikseen DNA-rokoteelle (9) ja BCG-rokotteelle (28): DNA-rokotteet on annosteltu
lihaksen sisdisesti mikroinjektorineulaa kéyttden ja rokotteen ekspressiota on tehostettu
elektroporaatiolla. BCG-rokote on puolestaan annosteltu kalojen vatsaonteloon. Tarkempien

rokotusprotokollien ja muiden metodien suhteen viittaan alkuperdistutkimuksiin.

Tutkimuksissa havaittiin, ettd sekd DNA-rokotteella yksinddn, ettd edeltivésti BCG-rokotetuilla ja
sen jdlkeen DNA-rokotetuilla kaloilla oli paremmat mahdollisuudet selviytyd kokeellisesta
mykobakteeri-infektiosta kuin rokottamattomilla tai lumerokotteen saaneilla kaloilla. (9, 28)
Rokotuksen tehossa oli kuitenkin laajaa variaatiota yksildiden vililld, mikd toisaalta vastannee
tilannetta ithmisten kohdalla, silld erityisesti aikuisilla tehdyissi BCG-rokotustutkimuksissa on
havaittu laajaa vaihtelua rokotteen tuottamassa immuunivasteessa (29). BCG-rokotteen tehoa
seeprakaloissa tutkineen artikkelin qQRT-PCR-analyysissa havaittiin, ettd BCG-rokotetuilla kaloilla
TNF (tuumorinekroositekijd) indusoitui verrokkiryhmdd heikommin (28). Samassa tutkimuksessa
BCG-rokotusta pyrittiin tehostamaan DNA-rokoteella, joka koodasi antigeeneja Ag85B, ESAT6 ja
RpfE. Niistd kaksi ensimmdistd on laajalti tutkittuja potentiaalisia rokoteantigeeneja. Kiinnostus
Ag85-antigeenia kohtaan on runsasta: tdlld hetkelld kdynnissd olevista kolmestatoista kliinisestd
tuberkuloosirokotekokeesta kuudessa on mukana Ag85 —antigeenia (joko Ag85A tai Ag85B) (11).
RpfE on “resuscitation promotion factor” —geeni, jonka ajatellaan nimensd mukaisesti liittyvin

mykobakteeri-infektion reaktivoitumiseen.

Kehitteilla olevat tuberkuloosirokotteet suhteessa BCG:hen

Kaikkiaan 13 rokotekandidaattia on tilld hetkelld edennyt kliinisiin tutkimuksiin. Faasissa III on
ndistd vain yksi rokote; kokonaisia M. vaccae -soluja sisdltdvd immunoterapeuttinen rokote. I ja II
faasin kokeissa on perinteisten, kokonaisten taudinaiheuttajien lisdksi proteiiniadjuvanttirokotteita

ja virusvektoria hyodyntavid DNA-rokotteita. (1, 11)

Kéynnissd olevista kliinisistd kokeista valtaosassa pyritddn aiemmin saadun BCG-rokotuksen



tehostamiseen ja vain neljdn rokotteen kohdalla tavoitteena on kokonaan korvata BCG uudella
rokotteella (11). Kokonaan uuden rokotteen kehittiminen aiheuttaa huomattavia haasteita, silld sen
pitédé olla paitsi tehokas, mutta myos turvallisempi ja laajempi kdyttoprofiililtaan kuin BCG. Taméan
vuoksi on oleellista, ettdi BCG:IlA on voitu osoittaa olevan suojaustechoa my0s prekliinisissd
eldinmalleissa. Seeprakalalla tehdyt BCG-kokeet entisestddn vahvistavat sen kdyttokelpoisuutta

tuberkuloosi- ja erityisesti tuberkuloosirokotemallina.
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