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1. Ihmisen immuunijérjestelma

Immuunijérjestelmd on monimutkainen kokonaisuus, jonka yksinkertainen tavoite on pitdd meidét
terveend. Tdhén jarjestelméén liittyy useita elimid ja niiden muodostamia vuorovaikutussuhteita,
jossa erilaiset hormonit ja solut toimivat koordinoidusti yhdessé pitden elimiston patogeenejé loitolla.
Meilld jokaisella on luonnostaan niin sanottu synnynnidinen immuniteetti, joka kehittyy jo
sikidaikana. Tdmad immuniteetti ei toimi yksin. Lisdksi ympériston vaikutuksesta johtuen voidaankin
puhua myds hankitusta immuunipuolustuksesta. Téhdn liittyy muun muassa elimiston muistisolujen
kyky adaptoida uusiin taudinaiheuttajiin, joihin pystytddn tulevaisuudessa reagoimaan entisté

nopeammin (Lumio 2018a)

Immuunijarjestelmd voidaan jakaa hankittuun ja luonnolliseen immuniteettiin. Luonnollisella
immuniteetilla tarkoitetaan soluja, jotka ovat kehittyneet ihmisen sikidaikana. Ndméa luonnolliset
immuniteetin solut eivét tarvitse aiempaa kosketusta patogeeniin, toisin kuin hankitun immuniteetin
solut. Hankitulla immuniteetilla tarkoitetaan jo aiemmin patogeeniin reagoinutta solua, josta jai ikdén
kuin muistijalki. Tdmmoisid soluja ovat muun muassa B- ja T-solut. Rokotukset perustuvat myods
nédiden solujen toimintaan, silld T-soluihin kuuluvat muistisolut toimivat tirkedssd asemassa. (Lumio.

2018, Zhao et al. 2012)

1.1 HIV maailmanlaajuisena epidemiana

Ihmisen immuunijdrjestelmén ylldpitdvien solujen infektoiva ihmisen immunikatovirus (Human
Immunodeficiency virus) on aiheuttanut globaalisti suuria terveydellisid ongelmia varsinkin viime
vuosikymmenind. HI-virus tunnetaan parhaiten AIDS:n (aquired immune deficiency syndrome,
suomeksi hankittu immuunivajesyndrooma) aiheuttajana. (Kumar et al. 1997). AIDS on HIV infektion
aiheuttama tauti, jossa ihmisen immuunijdrjestelmad yllapitdvien T-solujen mdird on laskenut
huomattavasti ja henkild6 on ndin alttiimpi muille oheissairauksille, jotka normaali
immuunijérjestelma pystyisi eliminoimaan. Mikili CD4+-solujen méiri laskee alle 200 solua/mm?,
puhutaan jo kuolemanvakavasta tilasta (Ford et al. 2017). 350 solua/mm?® on nykyisin raja, jolloin

ladkehoito tulisi aloittaa (Sabin & Phillips 2009).

HI-viruksen lddkehoito on nykydén mahdollinen, mutta se vaatii jatkuvaa l4ékitysté ja timéa on ollut
maailmanlaajuinen ongelma varsinkin ihmisille kehitysmaissa, jossa terveydenhuollon puute ja

ladkkeiden suuri kustannus on aiheuttanut suuria epidemiapurkauksia viime vuosikymmenind. HIV



kuuluu nykymaailmassa joukkoon virusepidemioista, jolle ei ole kehitetty tdysin toimivaa
ladkehoitoa, mutta HIV-tapausten kasvaessa viime vuosikymmenind on myds lddkehoidot kehittyneet
nopeasti samassa tahdissa (CDC, 2018) Hl-viruksen kanssa arvioidaan eldvan 39 miljoonaa ihmisti,

joista kuitenkin 59%:1la oli vuonna 2017 mahdollisuus ART-hoitoihin (WHO 2018).

1.2 HIV-tartunta

HI-virus on kohtuullisen vaikeasti tarttuva ja se vaatii suoran limakalvokontaktin veren,
siemennesteen, didinmaidon tai vaginallisten eritteiden kanssa. HI-viruksen kohdesoluina toimivat
CD4+ T-solut, joiden rooli ithmisen immuunijérjestelmén ylldpidossa on vitaali. Tarkemmin
sanottuna T-lymfosyyttien pintaproteiinien CCRS5- ja CXCR4 reseptorit, joihin HI-viruksen
pintaproteiineihin kuuluvat rakenteet sitoutuvat, ovat avainasemassa virustartunnan alkuvaiheessa.
CD4" soluista varsinkin tyyppien CD45RA— CD27+ ja CD69+ -muistisolut toimivat HI-viruksen
kohdesoluina (Kivisakk et al. 2002). Infektio johtaa lopulta muistisolujen toiminnan heikkenemiseen
ja ndin ollen epdsuorasti heikentdd ihmisen immuunivastetta, aiheuttaen suuremman

todenndkdisyyden altistua eri taudinaiheuttajille (Joseph et al. 2015).

Reseptorin ja koreseptorin sitoutuessa T-solu ja HI-virus aloittavat fuusion, jossa virus endosytoituu
lymfosyytin sisddn ja viruksen membraani fuusioituu endosomaalisen membraanin kanssa
endosomaalisessa kalvostossa(Uchil & Mothes 2009). Samalla tdimi prosessi vapauttaa viraalisen

RNA:n ja kolme replikaatioentsyymid, jotka toimivat uuden viruksen rakenneaineena (Joseph et al.

2015).



2. Human immunodeficiency virus eli HIV

2.1 Viruksen rakenne

Virus luokitellaan kahteen eri tyyppiin perustuen niiden erilaisiin evoluutiohaaroihin. HIV-1 tyypin
virus on yleisempi ja sen genomi johtaa Keski-Afrikan simpanssilajeilta. Thmiselld harvinaisempi
HIV-2 -tyyppi juontaa taas Lénsi-Afrikan Mangabey-lajin apinoilta. HI-virus on ihmisten
keskuudessa itsessddn melko uusi, silld sen olemassaolo ihmiselld huomattiin vasta 1900-luvun

puolivilissé (Reiner et al. 2016).

HIl-virus on retroviruksiin (Retroviridae) kuuluva, yksijuosteisen RNA-genomin omaava
(pallomainen) lentivirus, jota ympérdi vaippamainen kuori ja lipidimembraani (Lumio 2018b). Itse

membraaniin on ankkuroituneena erilaisia vaippaproteiineja, kuten gp120 ja gp4 (Reiner et al. 2016).
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Kuva 1. HI-viruksen rakenne ja koostumus (Karki 2017). Viruspartikkelin pinnalta 16ytyy
membraani, joka on muodostunut isdntdsolun fuusion aikana. HI-viruksen pinnalla olevat gp120
(ankkuriproteiini) ja gp4l(transmembraani) pintaproteiinit sijaitsevat membraanin pinnalla.
Kuorimainen vaippa koostuu lipidikerroksesta ja membraaniproteiineista kuten (gp120) ja (gp41) -
reseptorityypeistd. Membraanin sisélld sijaitsee viruksen toiminnallisen yksikon siséltima kapseli.
Tama kapseli sisdltdd 3 entsyymid: kddnteiskopioijaentsyymin, proteaasin ja integraasin. Lisdksi

kapseli siséltdad kaksi RNA genomia (Reiner ef al. 2016).
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Kuva 2. HIV-1 -tyypin genomirakenne, josta ndhdédén viruksen rakentuminen. Rakenne koostuu 5'-
pain toistojaksosta, spesifisestd antigeeniryhmaisté (gag), polymeraasijaksosta, ja vaippaproteiinien
geeneistd (env). Genomirakenteeseen kuuluu myos sdidtelygeenit. (Reiner er al. 2016) Niiden
sadteiljoiden ansiosta sopeutuu vaikeaan, uuteen ympdéristoon mm. sdédtelemélld viruksen
lisddntymistd ja infektointikykyi (nef) tai esimerkiksi estéd sitd vastaan toimivia inhibiittoreita (vif)

(Malim & Emerman 2008). Tarkempi kuvaus 10ytyy seuraavan sivun taulukosta.



Taulukko 1. HI-viruksen keskeisimmét rakenneosat ja niiden funktiot. Lisdksi taulukosta ilmenee

viruksen eri sdételijéproteiinit ja niiden tehtdva (Reiner ef al. 2016, Malim & Emerman 2008).

Rakenneosa

Toiminto

RNA

Sisdltdd viruksen genomin, joka kattaa koko viruksen elinkaareen tarvittavan
geneettisen tiedon uusien viruksien transkriptioon. Toimii templaattina

yksijuosteiselle DNA:1le.

ssDNA (Single stranded DNA)

Viruksen RNA:n esimuoto, toimii templaattina kaksijuosteiselle DNA:Ile.

dsDNA (Double stranded DNA)

Viruksen integroitunut muoto, joka voidaan liittda iséntdsolun tuman genomiin.

Vif (viral infectivity protein)

Mabhdollistaa in vivo viruksen infektointikyvyn haittaamalla tapahtumaa

héiritsevid inhibiittoreita.

Vpu (virus protein unique)

Kontrolloi CD4 reseptorien hajoamista ja solunsiséista liikennettd. Huolehtii

my0s infektoivien virusten padsysté solusta ulos.

Nef (negative regulating factor)

Vaikuttaa HIV:n replikaatioon. Parantaa viruspartikkelien infektointikykyd mm.

nopeuttamalla CD4-solujen endosytoosia infektoituneiden solujen pinnalla.

Rev (RNA splicing regualtor)

Saitelee ei-silmukoitujen 14dhetti-RNA:iden solusta poispédsya ja osittain myos

silmukoitujen.

Tat (transactivator protein)

Aktivoi virusgeenien transkriptiota

Gag (protein complex)

Sisdltad rakenteelliset toistojaksot. Viruskapsidin, matriksiproteiinin ja

nukleoproteiinin toistojaksot.

Pol (protein complex)

Toistojakso, joka sisdltdd kddnteiskopioijaentsyymin, proteaasin ja integraasin

toistojaksot

Vpr (Virus protein r)

Viruspartikkelin komponentti. Edesauttaa viruksen tartuntakykyé ja vaikuttaa

solusykliin.




2.2 Viruksen toiminta

Yleisesti, kun kyse on normaalista flunssasta, on niiden aiheuttajana usein esimerkiksi Rhinovirus
(Laurie et al. 2015). Muun muassa vuotuiset influenssat johtuvat erityyppisistd viruskannoista, jotka
ovat padsseet elimistoon ja ovat alkaneet lisddntya isdntdsolujen sisdlld. Nama mutatoituvat virukset
eiviat muuta isdntdsolun periméé, vaan loisivat kohdesolussa, aiheuttaen haittaa sen kasvulle ja
aiheuttaen lyyttisen syklin ja lopulta isédntdsolukuoleman. Esimerkiksi jokavuotinen influenssavirus
mutatoituu helposti ja ndin ollen uusi kanta padsee helposti tartuttamaan, mikali rokotetta ei ole saatu

(Taubenberger & Morens 2008).

Kuten kaikki retrovirukset, myds HI-virus tunnistaa spesifiset reseptorit ja se liitetddn isdntdsolun
DNA:han. Viruspartikkelin fuusioituessa soluun, vapauttaa se oman genominsa, joka toimii
semmoisenaan ldhetti-RNA:na, mutta joka sitten kaddnteiskopioidaan kaksoisjuosteiseksi DNA:ksi,
joka liitetddn osaksi isdntdsolun DNA:ta. Tdm4 johtaa isdntdsolun normaalin toiminnan hiiriéon ja
solu alkaa tuottamaan proteiinisynteesin kautta viruksen proteiineja, jotka kootaan lopulta valmiiksi

viruspartikkeliksi (Hayward 2017).

2.2.1 Viruksen replikaatio ja lisdédntyminen

Infektiivisen HI-viruksen rakenteeseen siséltyy kaksi identtistd kopiota yksijuosteista RNA -
genomia, kdanteiskopioijaentsyymeja (reverse transcriptase), intergraaseja (integrase) ja proteaaseja
(protease). Jokainen entsyymeistd toimii viruksen toiminnan kannalta korvaamattomassa roolissa.
Kaikki viruspartikkelit vapautuvat kohdesolun sytoplasmaan viruksen solukalvon fuusioituessa
soluun ja viruksen toiminta alkaa sill4, ettd kaksi RNA juostetta ohjataan
kadnteiskopioijaentsyymille, joka ensin kdéntdd RNA- juosteen yksijuosteiseksi DNA-juosteeksi.
Tama DNA jakso jilleen muutetaan kaksijuosteiseksi DNA:ksi, joka on valmis siirrettiaviksi ja
liitettdviksi solun DNA:han. Liittdmiseen tarvitaan integraasia, joka kykenee vieméén viraalisen
DNA:n solun tumaan ja liittdmédan sen solun DNA-juosteeseen. Solun toiminta jatkuu normaalisti,

mutta omien geenituotteidensa lisdksi solut tuottavat myos ldhetti-RNA:ta, joka koodaa viruksen



geenejd. Syntyvé virusproteiiniketju pilkotaan osiin proteaasientsyymin avulla ja timé prosessi on
uusien viruksien kannalta erittdin tarked vaihe. Uudet partikkelit kootaan uusiksi viruksiksi, jotka

kypsyessédn infektoivat uusia soluja (Kumar et al. 1997).

2.3 Kehitetyt lddkehoidot ja toimintamekanismit

Vaikka HI-virus on epidemiana suhteellisen uusi, on se globalisaation seurauksena kehittynyt
maailmanlaajuiseksi ongelmaksi. Viime vuosikymmenind viruksen lddkehoitoon on panostettu
entistd enemmain, ja ladkkeiden teho onkin kehittynyt huomattavasti parantaen HIV-positiivisten
ihmisten eldmainlaatua (Clercq 2007). Suurista menestyksellisistd lapimurroista huolimatta viruksen
tdysi poisto elimistostd on osoittautunut vaikeaksi prosessiksi, vaatien potilaille kroonisen sairauden

tapaan jatkuvaa ladkitystd koko loppueldmékseen (CDC 2018).

Mika tekee juuri tdstd viruksesta sitten niin erikoisen, ettei elimistd pysty sitd eliminoimaan? HI-virus
on lentivirus, joka iskee CD+ auttaja-T-muistisoluihin. Ndiden solujen padasiallinen tehtdvd on mm.
reagoida, kun vanha, ennestéén tuttu taudinaiheuttaja on pééssyt elimistdon ja aktivoida adaptiivinen
immuunivaste. Rokotteiden avulla muistisoluja voidaan altistaa heikennetylle taudinaiheuttajalle,
jolloin syntyvd muistijdlki edesauttaa muistisolujen toiminnasta aiheutuvaa valkosolujen
lisddantymistd, kun itse vaarallinen taudinaiheuttaja paisee elimistoon. Pieni altistaminen patogeenille
auttaa jopa vuosikymmenten jdlkeen elimiston valkosoluja jakautumaan nopeammin. Hl-viruksen
infektoidessa nditd muistisoluja, voi viruksen perima jadda passiivisen muistisolun periméén ja jaada
sinne inaktiiviseen muotoon. Jakautuessaan my0s genomiin liitetty virus jakautuu samalla. Juurikin
tama muistisolujen perimissa piilottelu tekee HI-viruksesta erittdin vaikean tapauksen, silld virus elda
inaktiivisessa muodossa muistisolujen periméissd ja pystyy kdynnistiméddn uusien viruksien

replikaation useita vuosia infektion jalkeen (Marsden & Zack 2015).

2.3.1 Laakehoidon historia

Ensimmaisen kerran HI-virus raportoitiin ihmiselld 1980-luvun alussa, jolloin taudin todettiin my0s
aitheuttavan immuunikatoa. Tauti saikin nopeasti stigman, jonka mukaan virus levidd ainoastaan
homoseksuaalien keskuudessa, mikd kuitenkin todettiin vairdksi vain pari vuotta sen jidlkeen, kun
ensimmadinen raportoitu virus ilmeni (Cloete et al. 2008). Kuitenkin kyseinen stigma ilmenee vield
nykypdiviandkin mm. Punaisen ristin toiminnassa Suomessa, missd homoseksuaalit eivit saa

luovuttaa verta HI-viruksen mahdollisuuden vuoksi.

1V



Ensimmadinen HI-virukseen kehitetty lddke lanseerattiin vuonna 1987. (Lumio. 2018) Kyseessa oli
atsidotymidiini  (jatkossa Zidovudine tai AZT), joka on tymidiinianalogin kaltainen,
kaédnteiskopioijaentsyymid inhiboiva lddkeaine (Scruggs & Dirks Naylor. 2008). Léadke osoittautui
aluksi erittdin tehokkaasti, mutta kdénteiskopioijaentsyymin mutatoituminen aiheutti lddkkeen tehon

nopean alenemisen (Boyer ef al. 2015)

Kuva 3. AZT:n rakennekaava
(Kim S et al. 2018. Pubchem)

2.3.2 Nykyajalla kiytetty yhdistelméiterapia

Seuraava ldpimurto lddkekehityksessd saavutettiin vuonna 1996, jolloin kolmen vaikuttavan aineen
kehitelmd ns. HAART -menetelmé (Highly active antiretroviral therapy) otettiin kdytt66n (Lumio.
2018) Kyseinen menetelmd HI-viruksen levidmisen hoidossa on sdilynyt nykypéivddnkin saakka.
HAART-menetelméd perustuu HI-viruksen toiminnan inhibointiin sen jokaisessa eldiménvaiheessa.
Léaédkkeilld voidaan estdd viruksen fuusiota kohdesoluun ja inhiboida viruksen tunnistamiskykyyn
vaikuttavia CCRS -reseptoreja. Tamén lisdksi HI-viruksen omien entsyymien toimintaa ja
aktiivisuutta voidaan hairitd merkittavésti. Yhdistelméterapiaa voidaankin pitdd niin sanottuna
ladkecoctailina, jossa potilaalle etsitddn parhaat toimivat ladkeinhibiittorit, jotka yleensd inhiboivat
viruksen omien entsyymien toimintakykyé estdimélld niiden konformaatiomuutoksen. Namé ladkkeet
yleensd matkivat entsyymeille luonnollisia molekyylejd, jotka esiintyvdat HI-viruksella.
Ladkemolekyylit siis sitoutuvat samalla tavalla kuten HIV:n luonnolliset rakennemolekyylit, mutta
samalla estdd sen toiminnan estden muun muassa post-translatiivisen muokkauksen. Terapian
toimimista mitataan potilastydssd sddnnéllisilli CD4 -solujen lukuméirdn madritykselld (Arts &

Hazuda 2012).
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2.3.3 NRTI ja NNRTI

Jo aiemmin lddkehoidossa kéytetyt nucleoside reverse transcriptase -inhibiittorit (NRTI) antoivat
suunnan kdinteiskopioijaentsyymin toiminnan inhiboimisessa, mutta entsyymin korkean
muuntautumiskyvyn vuoksi, lddke ei osoittautunut tarpeeksi tehokkaaksi yksin. AZT on yksi
esimerkki kyseisten tyyppisesté lddkkeestd (Boyer et al. 2015). Kyseisten lddkeaineiden vaikutus on
ollut elimistélle myos myrkyllistd, varsinkin mitokondriolle, ja on aiheuttanut muita sivuvaikutuksia
potilaissa mm. pahoinvointia ja vatsakipuja. Myrkyllisimpid markkinoilla olleita lddkevalmisteita
ovat olleet Didanosine, Stavudine ja Zalcitabine. Myds aiemmin mainittu Zalcitabine eli AZT oli
havaittu aiheuttavan sivuvaikutuksia potilaille (Margolis et al. 2014) Non-nucleoside reverse
transcriptase inhibiittorit (NNRTI) toimivat my0ds kddnteiskopioijaentsyymid inhiboivasti. NNRTI:n
vaikutusten on huomattu omaavan vihemmaén terveyshaittoja kuin NRTI:t, ja sen vaikutusmekanismi
perustuu sithen, ettd se sitoutuu RT:n hydrofobiseen taskun aktiiviseen kohtaan. Taméi
konformaatiomuutos estdd uusien nukleotidien liittdmisen syntyvéddn virus-DNA:han. Kaupallisiin
NNRTI:hin kuuluu esimerkiksi Nevirapine, Etravirine ja Delavirdine (Margolis ef al. 2014, Steven J
Smith et al. 2016).

12
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Kuva 4. (PDB) Rakennekuva kéénteiskopioijaentsyymistd ja sen kahdesta aktiivisestd keskuksesta
(polymerase active site ja RNase H active site), joihin sekd NTRI:t ja NNRTI:t vaikuttavat
inhiboivasti. Entsyymi on kahdesta alayksikostd (p66 ja p51) koostuva dimeeri jonka tehtdvédnd on
kdinteiskopioida viruksen genomin RNA ensin yksijuosteiseksi DNA:ksi kédyttden solun vapaita
nukleotidejé ja jélleen muuntaa yksijuosteinen DNA kaksijuosteiseksi. NRTI ja NNRTIL:n tehtdva on
sitoutua ylldmainittuihin aktiivisiin kohtiin ja estdd entsyymin toiminnan kannalta valttdmaton

konformaatiomuutos (Steven J Smith ef al. 2016).

2.3.4 Proteaasi-inhibiittorit

Proteaasin pddasiallinen tehtdvd on totetuttaa post-translationaalista muokkausta syntyneelle
viraaliselle 1dhetti-RNA:1le. Kyseisen entsyymin tehtidva korostuu, kun viruspartikkelien gag ja gag-
pro-pol osat erotetaan toisistaan prosessin aikana ja ne kehittyvét omiksi proteiineiksi (Akbar Ali et
al. 2010). Proteaasi on homodimeerinen proteiinikompleksi, jonka tehtivdnd on siis “leikata”
syntyvian gag ja pol polyproteiinint yksittdisiksi proteiineiksi. Kyseinen tapahtumaketju on uusien
viruksien synteesin kannalta vélttiméton ja juuri siksi kyseinen entsyymi onkin ollut toinen
padasiallinen kohde lddkevalmisteisille entsyymeille. (Lv ef al. 2015, Akbar Ali et al. 2010) Yleisid
proteaasia inhiboivia lddkeaineita ovat ritonavir (Norvir), atazanavir/cobicistat (Evotaz) ja

darunavir/cobicistat (Prezcobix) (Pizzocolo ef al. 2011).
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Kuva 5. Proteaasin rakennekuva inhibiittorin sitoutumiskohdassa (Lv et al. 2015). Inhibiittoreiden
toiminta perustuu pitkélti sithen, ettd ne matkivat entsyymin substraattia mahdollisimman tarkasti.
Ongelmana on kuitenkin ollut entsyymin nopeahko mutatoitumiskyky ja sen seurauksena useat
ladkeaineet ovat menettdneet tehonsa. Nykyddn tutkitaankin myds, miten proteaasin toimintaa

voitaisiin estdd enemmin koko solun signaloinnin kannalta (Lv ef al. 2015).

2.3.5 Integraasi-inhibiittorit

Integraasit toimivat eri viruksilla suhteellisen samalla tavalla toimien viraalisen DNA:n
muokkauksessa ja kuljetuksessa isantésolun tumaan ja sen muokkauksessa, joka on tirkeéda viruksen
kyvylle liittdd oma genominsa isdntdsolun DNA:han. Integraatio yleisesti vaatii tietyn kromatiinin
kohdan, jossa liitdntd voi tapahtua. Liitdntd tapahtuu poistamalla kummastakin 3’-pddstd kaksi
nukleotidid, jonka jilkeen liitdntd tapahtuu kun 3’-pddn hydroksyyliryhmé sitoutuu isidntisolun

DNA:n fosfodiesterisidoksien kanssa (Craigie 2012).

Kuten muut entsyymit, myds integraasia voidaan inhiboida osana HI-viruksen toiminnan estdmista.
Integraasille on ollut haastavampaa kehittda ladkekayttoistd inhibiittoria. Kéytetyilld inhibiittoreilla
on matala affiniteetti itse integraasikompleksiin, mutta sen sijaan inhibiittoreita sitoutuvat
tehokkaammin intasomeihin (Craigie 2012). Intasomet ovat nukleoproteiinikomplekseja, jotka
mahdollistavat viraalisen DNA:n integraation isdntdsolun DNA:han integraasin kanssa. Kompleksi
ympérdi viraalisen DNA:n péddtd (Grawenhoff & Engelman 2017). Inhibiittoreilla pyritddnkin
vaikuttamaan viraalisen DNA:n pddhén siten, ettei kompleksi pysty muodostumaan, eikd integraatiota

tapahtuisi (Hare et al. 2010). Yhdysvaltojen elintarvike- ja lddkevirasto (FDA= Food and drug
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administration) hyvédksyi ensimmadisen lddkeainekdyttdisen integraasiinhibiittorin, raltegravin

(Isentress) vasta vuonna 2007 (Craigie 2012).

Kuva 6. Integraasin rakennekaava HI-viruksessa (PDB, HIV Integrase). Inhibiittorien
toimintamekanismi perustuu viruksen DNA:n 3’-péén aktiivisen alueen hiirintdin, joka johtaa siihen,

ettei nukelofiilit kykene hyokkdadmaan DNA:han (Craigie 2012).

3. Kantasoluterapia HI-viruksen hoidossa

Kantasoluilla tarkoitetaan soluja, joilla on kyky erikoistua joksikin spesifisemmaéksi solutyypiksi,
kuten T-soluiksi immuunijirjestelmddn tai veren punasoluiksi. Kantasolut yllipitdvét
erikoistumisellaan ylld elimistdn homeostaasia ja ovatkin niistd erinomaisista ominaisuuksista

johtuen olleet tutkimuksen kohteena (Nadig 2009).

Kantasoluilla on keskeinen merkitys ithmiskehon immuunipuolustuksessa. T-lymfosyytit kuuluvat
nithin soluihin, jotka muodostuvat hematopoieettisista kantasoluista (HSC). T-solujen médird on
normaalissa tilanteessa vakio ja yleisesti alentunut T-lymfosyyttitaso veressé kertoo mm. HI-viruksen
mahdollisesta infektoinnista. HIV tuhoaa T-lymfosyyttien CD4+ ja CCR reseptorityypin soluja

alentaen solujen madrai veressa (Okoye et al. 2012).

Kantasolujen toiminnan ymmairtdiminen on jo luonut uusia ldpimurtoja erilaisten sairauksien
hoidossa. Nykyisin muun muassa leukemian eli verisyovdn hoidossa kaytetddn yleisesti
kantasoluterapiaa, jonka avulla potilaalle ikdén kuin luodaan uusi immuunijérjestelma. Leukemian

aitheuttama verisyopd alkaa usein luuytimen soluista ja levidd veren valkosoluihin heikentden
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immuunijarjestelmééd (Gero Hutter. 2016, Gribben. 2006) Kantasoluhoitoa voidaan harjoittaa joko
potilaan omien kantasolujen siirrolla (autologous transfer), jolloin kantasolut sdilotdin kemoterapian
ja muun hoidon ajaksi tai siten, ettd ulkopuolinen luovuttaja antaa omia terveitd kantasolujaan
sairastuneelle (allogeneic transfer) ja ndistd soluista muodostuu wuusi, voimakkaampi

immuunijarjestelmé (Gero Hutter 2016).

Kantasolujen erilaistumista voidaan kayttdd teoreettisesti HI-viruksen hoidossa. HAART-terapian
aikakautena, ongelmana on ollut se, ettei virusta ole saatu poistettua kokonaan, vaan se jda
piileksimién solujen genomiin. HAART-terapian jatkuessa ldpi eldméan, se on myos suuri kustannus.
Tédmain vuoksi HIV positiivisten ihmisten hoito kehitysmaissa on haastavaa ja johtaa usein AIDS:in
lisddntymiseen. Miten muuten viruksen toiminta voidaan estdd ja mahdollisesti jopa poistaa
kokonaan? On esitetty teorioita, jotka tarjoavat vaihtoehtoisia strategioita HI-viruksen hoitoon
geeniterapian kautta. Geeniterapia ja antiviraaliset ladkkeet tarjoavat myos pitkdaikaishoitoa HIV-

infektion saaneiden eldminlaadun parantamiseksi (von Laer et al. 2006).

3.1 CTL

Solujen tuhoamisessa keskeisessd roolissa toimii luonnolliset tappajasolut. Yleisin tappajasolu, mita
elimistd itse luonnollisesti kédyttdd on CTL (Cytotoxic T lymphocytes), jonka hyddyntdmistd on
tutkittu HIV:n infektoimien solujen spesifisessd tuhoamisessa. CTL:t ovat T-lymfosyyttejd, jotka
erittdvit sytotoksiinia kohdatessaan infektoituneen tai vioittuneen solun. CTL:n lisdksi kdytettdvissd
on luonnollisiksi tappajiksi kutsuttuja solulinjoja. Luonnollisten tappajasolujen hyotynd on se, ettd

niiden kdyttd on turvallisempaa (Liu et al. 2017a).

HI-viruksen infektoimat solut voitaisiin tappaa suoraan kidyttden menetelmid, jotka aktivoisivat
infektoituneiden T-solujen apoptoosiherkkyyttd. Tadma voisi toimia esimerkiksi HIV infektoitujen T-
solujen CD8- ja CD4 -reseptorien tunnistusmenetelmaélld. Tulisi hyddyntédd proteiinia, joka tunnistaa
HIV glykoproteiinivaipan reseptorit infektoituneen solun pinnalta ja johtaa soluviestintdin. CD4-
soluyjen pinnalla olevien CD4zeta fuusioproteiinien hyddyntdminen on ollut yksi tutkimuksen
kohteista, joka kykenee tunnistamaan HIV:n glykoproteiinivaipan infektoituneiden solujen pinnalta
ja valittdmédn ndin viestin CTL-soluille, jotka tuhoavat solun. Vaikka kyseinen menetelma vaikuttaa
lupaavalta, ei se ole valitettavasti aikaansaanut dramaattista vaikutusta virushoidoissa. Syynd on

pidetty liian myO6héistd reagointiaikaa, jossa viruksen replikaatio on edennyt liian pitkille. Ainoana
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hoitomuotona tapaus voisi toimia, mikdli viruksen méédrdd haluttaisiin pienentdd. Eli mitd
aikaisemmin infektoituneet solut tuhoutuisivat, sitd vihemman uusia viruspartikkeleita syntyisi (von

Laer et al. 2006).

3.2 CAR-T/CAR-NK ja luonnolliset tappajasolut

Toinen mahdollisuus liittyisi niin kutsuttuun solun sisdiseen immunisaatioon, jossa kéytetddn
antiviraalisia geenejd vasteena HI-viruksen tartunnalle. Miten tdma sitten toimisi teoriassa? CAR-T
(chimeric antigen receptor) eli niin kutsuttu keinotekoinen T-solureseptori on uusi menetelma4, jota
pidetddn yhtend merkittdvimpand ldpimurtoina soluterapiassa ja muun muassa leukemiatyyppisen
syovin hoidossa (Paszkiewicz et al. 2016). Thmisen omia T-soluja eristimalld niithin voidaan liittda
keinotekoinen, spesifinen reseptori, joka tunnistaa infektoituneen solun pinnalla sijaitsevat
vastereseptorit, tuhoten solun kontrolloidusti ja tehokkaasti. Ideaalinen tapa olisi saavuttaa tilanne,
jossa HI-virus ei kykenisi infektoiman uusia soluja ja T-solujen mddrd pysyisi elimistdssd niin

viitearvoissaan (von Laer ef al. 20006).

CTL:n lisdksi soluissa voidaan kdyttdd luonnollisia tappajasoluja, joiden soveltaminen CAR-solujen
kanssa tarjoaa lupaavia mahdollisuuksia useiden syOpétyyppien ja infektiotautien hoidossa.
Puhutaankin CAR-NK-terapiasta (Liu ef al. 2017). Entd mitkd ominaisuudet tekevit juuri CAR
muokatuista luonnollisista tappajasoluista hyddyllisen? Luonnolliset tappajasolut eli NK-solut
reagoivat kohteisiinsa erittdiin nopeasti ja ilman aikaisempaa patogeenialtistusta, ja NK-solujen
aktivaatiota sddtelee ainoastaan stimuloivan reseptorisignaalin voimakkuus (Liu et al. 2017). NK-
solut eivit mydskédédn vaadi antigeenispesifisid reseptoreja toimiakseen, kuten esimerkiksi TCR:aa (T-
solu reseptori). Kliinisen hoidon kannalta erittdin hyvé etu on my®ds se, ettei NK-solujen kéytolla ole
yhtd dramaattisia sivuvaikutuksia CAR-T hoidolle alttiille kudoksille, joihin lukeutuu keuhkot,
maksa, munuaiset ja lihakset (Curti ef al. 2011, Liu ef al. 2017) Menetelmén kontrollointi on hallittua,

silld tapahtumaketju voidaan pysédyttdd nopeasti inhibiittoreilla. (Liu ef al. 2017, Wang et al. 2015).

CAR-T:n hyodyntdminen HIV-infektion hoidossa keskittyy NK-solulinjojen modifikaatioon ja néin
samalla  kehitettdisiin ~ sisdisen  immuunipuolustuksen = kykyd  reagoida  nopeammin
immuunivasteeseen. NK-solulinjoja voidaan muokata ekspressoimaan CD4zeta reseptoria (Tran et
al. 1995). Tamin linjan uskotaan kykenevdn tuhoamaan yleisesti NK-soluille resistentit solut
pintaproteiinien perusteella. Nditd pintaproteiineja ovat muun muassa HI-viruksen kapselin gp120

reseptorit ja titd voidaan hyodyntdd CAR-muokatuissa reseptoreissa, joiden kohteena voi olla
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kasvainsolujen lisdksi virusinfektoituneet solut. On myods huomattu, ettd CAR modifioidut veren
kantasolut (HSPCs) kykenevit erilaistumaan funktionaalisiksi, HI-virukselle resistenteiksi NK-
soluiksi. Niilld muokatuilla kantasoluilla on potentiaalinen kyky reagoida nopeasti ja spesifisesti

HIV-infektioon (Liu ef al. 2017b).

NK-solujen eristys ja talteenotto verestd on mahdollista nopealla aikataululla ja jatkuvasti jakautuvia
solulinjoja on saatavilla kliiniseen kéayttoon. Yksi lupaavimmista linjoista on NK92, jonka kliiniset

kokeilut ovat tilld hetkelld pisimmélla (Liu ef al. 2017).

3.3 NK-solut ja HIV

Soluterapian avulla ollaan pyritty ratkaisemaan HIV-infektion yhtd ongelmallisinta ominaisuutta,
mihin cART (combination antiretroviral therapy) ja HAART ei kykene. Jotta HI-virus saataisiin
poistettua tdysin, pitdisi myos eliminoida piilotteleva (latentti), replikaatioon kykenevd provirus.
Néama viruspartikkelit piileksivdt infektoitujen T-solujen genomissa passiivisena. NK-soluilla on
useita ominaisuuksia, jotka tekevit niistd potentiaalisen hoitomenetelmédn HIV-infektioon (Liu et al.

2017).

Yksi keskeisimmistd ominaisuuksista, joka NK-soluilla on, on niiden kyky tunnistaa solut, jotka HI-
virus on infektoinut. Tartunnan alkuvaiheessa NK-solujen toiminta estyy ja tdméi edistdd HI-viruksen
levidmistd (McMichael ef al. 2010). Esimerkiksi infektoituneet solut sddtelevat ligandien maaraa,
jotka NK-solut kykenevét tunnistamaan, esimerkkind ULBP-tyypin (Unique long binding protein)
proteiineja (Richard et al. 2010).

IFN-gamma toimii solusignaloinnissa tirkednd vilittdjdaineena, jonka tehtdvind on muun muassa
nostattaa immuunivastetta akuuttien infektioiden alussa (Henrique Borges da Silva et al. 2015)
Kyseinen signalointireitti aktivoituu JAK/STAT (Janus activated kinase/Signal transducer and
activator of transcription) -signaalitien kautta, kun IFN-tyypin ligandi sitoutuu reseptoriinsa. Tdma
aitheuttaa signaalikaskadin, jonka seurauksena STAT-transkriptiotekijdt muuttavat solun koko
transkriptiota vastaamaan akuuttiin infektioon (Platanias. 2005) NK-solut kykenevit tuottamaan IFN-
signaalimolekyylid nopeammin kuin muut immuunisolut tarjoten mahdollisuuden torua

virusinfektiota tehokkaammin (Lisovsky et al. 2015).
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ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) on menetelma, jota NK-solut hyodyntavit
muun muassa tiettyd antigeenid ilmaisevien syopésolujen tuhoamisessa. Ensin antigeenit sitoutuvat
kohdesolun kalvoproteiineihin, jotka NK-solut kykenevit tunnistamaan omilla reseptoreillaan. Tésté
seuraa degranulaatio, joka vapauttaa solun apoptoosiin johtavia aineita (Orange. 2008, Wang et al.
2015). Onkin pohdittu, voisiko ADCC:n hallintaa hyodyntda syopahoitojen lisdksi myos HI-viruksen

infektoimien solujen tuhoamiseen (Liu et al. 2017).

NK-solujen kiyttéd on myds harkittu kiytettivin tuhoamaan auttajasolutyyppid (CD4" PD-1"¢" Tfh
eli auttajasolut, joiden solukuolemaa ohjelmoivien ligandien pitoisuus on suuri), jonka uskotaan
olevan passiivisen HI-viruksen lokaatio, kun se on inaktiivisessa muodossa (El-Far et al. 2009, Liu

etal. 2017).

Jos HIV infektoi yleisesti CD4" T-soluja, niin mikseivdt NK-solut jaa samaa kohtaloa sitten? Tama
voidaan selittdd silld, etteivit kaikki NK-solut syntetisoi CD4 reseptoreita, joita HI-virus kayttaa
tunnistamaan infektoitavan solun (Frleta ef al. 2011). Kliiniseen testaamiseen tarvitaankin siis NK-

soluja, jotka ovat CD4-negatiivisia (Liu et al. 2017).

3.4 CRISPR -Cas9

Genomin mahdollista muokkausta on harkittu useiden geenisairauksien hoitoon, kuten myés HIV-
infektion torjumiseen ja sen lopulliseen eliminoimiseen elimistostd. CRISPR eli Clustered, regularly
interspaced short palindromic repeats on geenin lokus, joka koostuu useista DNA:n toistojaksoista ja
on nykyisin sovellettu useisiin geeniterapiamuotoihin. Cas9 tarkoittaa entsyymid, joka toimii
kompleksissa kuten sakset leikaten palan halutun osan genomia opastaja RNA:n (guideRNA, gRNA)
mukaan (Ophinni ef al. 2018).

CRISPR/Cas9:n avulla kyetddn siis modifioimaan teoriassa HIV:n aiheuttamaa geenimuutosta
solussa vaikuttamalla suoraan viruksen eri sykleihin. Esimerkiksi hdiritsemilla HIV:n genomin
toimintaa ohjelmoimalla gRNA:n sitoutumaan genomin 5° LTR eri kohtiin, joka hiiritsisi

promoottorin aktiivisuutta ja deaktivoisi proviruksen (Saayman et al. 2015).

Toinen harkittu mekanismi olisi kdyttdd tekniikkaa muokkaamaan CCRS5- ja CXCR4-reseptorien
toiminnan muokkaamiseen siten, ettei HIVkykenisi tartuttamaan soluja. Kyseiset reseptorit toimivat
viruksen infektiossa viruksen kannalta elintdrkedssd asemassa ja teoriassa nditd reseptoreja
koodaavan geenin muokkaus tarjoaisi varteenotettavan tavan estdd uusien tartuntojen levidminen.

HIV:n gpl20 reseptorit tarvitsevat juurikin CCR5- ja CXCR4 -tyypin reseptoreja tartunnan
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aloittamiseen. Tédmdn kaltaiseen kohdennettuun geenimutaatioon on kéytetty kustomoituja
endonukleaaseja, kuten sinkkisorminukleaaseja (ZFN) sekd transkriptiotekijoiden kaltaisia
nukleaaseja (TALEN), jotka ovat jo kliinisissi testeissd osoittaneet toimivansa. Kyseisid mentelmié
kaytetddn siis CCR5-lokuksen geenimodifikaatioon. Toinen vaihtoehto olisi myds tuottaa soluja,

joilta puuttuu CXCR4-reseptori, joka suoraan estdisi tartunnan (Yu et al. 2018).
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Kuva 7. CRISPR-Cas9:n toiminta perustuu siihen, ettd poistettavaksi halutulle geenijaksolle tuotetaan
komplementaarinen gRNA. RNA:n avulla Cas9-entsyymi, jolla on kyky leikata DNA:ta, saadaan
ohjattua haluttuun kohteeseen solun tumassa. Cas9 sitten sitoutuu oikeaan kohtaan ja leikkaa halutun

geenijakson pois kohdesolun DNA:sta (Ophinni ef al. 2018, Saayman et al. 2015).
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4. Lopuksi

HIV:n ladketieteellinen hoito ja tutkimus on parantunut merkittdvésti viime vuosikymmenien aikana
johtaen sen akuutin globaalin levidmisen hidastumiseen. HI-viruksen hoidon tulevaisuus nayttiékin
valoisalta siind mielessd, ettd uusia hoitomenetelmié on kehitelty erittdin paljon ja vanhoja sovelletaan
uusien menetelmien kanssa yhteen. HAART on tarjonnut jo potilailleen mahdollisuuden eldd
suhteellisen normaalia eldméé ja HI-virus ei ole kehittyneissd maissa endd varma kuolemantuomio.
Viruksella on vain erittdin vaikeasti poistettava stigma, joka tulisi poistaa lisddmalld tietoisuutta
entistdkin enemmaén. Téarkedd tiedottamistyotd tekee muun muassa WHO, joka jirjestdd vuosittain
HIV/AIDS péivén, jonka tarkoituksena on kerdtd tukea tutkimukselle ja lisdtd tietoisuutta. Liséksi

useat tahot, kuten HIV tukikeskus tarjoavat realistista tukea ihmisille, jotka eldvit viruksen kanssa.

Vaikka useita menetelmid on kehitteilld jatkuvasti, vain harva péddsee kliinisiin testeihin mukaan
johtuen hoitomenetelmien mahdollisista keholle kohdistuvista rasitteista. Tdman vuoksi on erittdin
tirkedd, ettd mahdollisia hoitoja tutkitaan ja niiden ominaisuuksia verrataan toisiinsa, jotta saataisiin

optimoitua hoidon teho ja hyoty.

Meneilld olevan tutkimuksen perusteella huomataan, ettd edistystd on tapahtunut ja varsinkin
ldhiaikoina tulee tapahtumaan entistd enemmaén. Soluterapian keinoja voidaan nykyisin soveltaa niin
syOpésairauksien, kuin myos infektiotautien hoitoon ja ne perustuvat entistd enemmain kehon oman

puolustuksen muokkaamiseen ja sen optimointiin suorien lddkeaineiden kidyton sijaan.

Kisittelin kandidaatin tutkielmassani HI-virukseen nykyddn kéytettdvia lddkehoitomuotoja ja mitd
mahdollisuuksia soluterapian soveltaminen toisi tutkimukselle ja auttaisi vihdoinkin 16ytdméién
lopullisen hoidon télle ithmiskuntaa piinaavalle virukselle. Vaikka HIV:n stigma parantumattomana
sairautena on vaikea poistaa, ollaan sen saavuttamisessa jo erittdin ldhelld. Mielestdni tutkimuksen
tarkeyttd ja sen tuottamien tulosten tietoisuutta on tirked jakaa sekd yhteiskunnalle, ettd varsinkin
ihmisille, jotka kamppailevat viruksen kanssa péivittdin toivoen, ettd joku pdivd lopullinen

parannuskeino 10ytyy.
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