IHMISEN PARVOVIRUKSEN (B19) ELINKIERTO JA
AUTOFAGOSYTOOSIN ROOLI

Pro Gradu — tutkielma
Jyvéskyléan Yliopisto

Bio- ja ymparistotieteiden laitos
Biokemian osasto

Elokuu 2007

Laura Immonen



ALKUSANAT

Tama Pro gradu-tutkielma tehtiin Jyvaskylan yliopiston bio- ja ympéristétieteiden laitoksella
biokemian osastolla kev&an 2007 aikana. Tutkimusprojekti oli osin The Schwartz
Foundationin (Leona Gilbert) rahoittama.

Haluan Kiittaa professori Matti Vuentoa ja FT Leona Gilbertia mahdollisuudesta tydskennella
osana biokemian tutkimusryhmaa. Kiitokseni myos Stanley J. Naidesille MD. (Quest
Diagnostics, Nichols Institute, San Juan Capistrano, CA, USA), joka tarjosi B19-positiiviset

seerumit tdhan tutkimukseen.

Suuret kiitokset FT Sanna Kirjavaiselle erittdin hyvasta ohjauksesta. Kiitos myos kaikille
biokemian tutkimusryhman jasenille avoimen ja kannustavan ilmapiirin luomisesta, seka

lukuisista neuvoista tutkimuksen tekemisen aikana. Kiitos laboratoriomestarillemme Pirjo
Kauppiselle korvaamattomasta avusta laboratorion arkipaivéisten ongelmatilanteiden

selvittelyssa.

Lopuksi haluan vield kiittda kaikkia laheisiani ja ystaviani tuesta ja kannustuksesta naiden
vuosien aikana. Rakkaimmat kiitokseni Antille karsivallisyydesta ja avusta lukuisten

ongelmatilanteiden edessé.

Helsingissa 13.8.2007

Laura Immonen



Jyvéskylan yliopisto Pro gradu-tutkielman tiivistelméa
Matemaattis-luonnontieteellinen tiedekunta

Tekija: Laura Immonen

Tutkielman nimi: Ihmisen parvoviruksen (B19) elinkierto ja autofagosytoosin rooli
English title: Life cycle of human parvovirus and role of autophagy
Paivamaara: 13.8.2007 Sivumaara: 54 +5

Laitos: Bio- ja ympéristotieteiden laitos

Oppiaine: Kemiallinen biologia

Tutkielman ohjaaja(t): FT Sanna Kirjavainen

Tiivistelma:

Ihmisen parvovirus B19 on maailmanlaajuisesti levinnyt ihmispatogeeni, joka lisdantyy ensisijaisesti punasolujen
esiasteissa, kantasoluissa. B19-virus aiheuttaa lukuisia sairauksia, joista yleisin on parvorokko, Erythema
infectiosum. IThmisen parvoviruksen kapsidi muodostuu p&dosin kahdesta virusproteiinista, VP1 ja VP2, seka
kahdesta pienemmaéstéa proteiinista, 7.5 kDa ja 11 kDa. Viruksen ei-rakenteellinen proteiini, NS1, aiheuttaa
apoptoosia, ohjelmoitua solukuolemaa, sekd estéa solukasvua pysayttdmalla solusyklin G,/M-vaiheeseen. Soluille
B19-infektio on yleensé lyyttinen. On kuitenkin I8ydetty todisteita B19-infektoitujen solujen selvidmisesta
solunsiséisen autofagosytoosin avulla. Autofagosytoosi on eukaryoottisolujen tapa hajottaa solunsisaisia
proteiineja vasteena nalkiintymiseen ja muihin solun kohtaamiin stressitekijéihin. Autofagosytoosi kierrattaa
pitkaikaisié sytoplasman makromolekyyleja seké poistaa vahingoittuneet tai ylimaaraiset organellit suojellen
soluja vadranaikaiselta apoptoosilta. Virusinfektiossa autofagosytoosin rooli on tapauskohtainen, virus voi
inhiboida proteiiniensa avulla autofagosytoosia, tai hyddyntéé sita replikaatiossaan. Ihmisen parvoviruksen
infektoimista soluista on 16ydetty mitokondriaalista autofagosytoosia ja se on liitetty infektoituneiden solujen
selvidmiseen. Autofagosytoosin biologista tarkeyttd ei ole kuitenkaan viel& osoitettu.

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli selventdd B19-viruksen solunsisaistd reittié ja kartoittaa missé vaiheessa
infektiota autofagosytoosilla on mahdollisesti rooli permissiivisissa (MBO02) ja semipermissiivisissé (HepG2)
soluissa. Tutkimme myds onko autofagosytoosin rooli tuottoisan infektion kannalta merkittavé eli vaikuttaako
autofagosytoosin inhibointi tai aktivointi merkitsevasti B19-infektion etenemiseen. B19-viruksen solunsisdistéa
reittid tutkittiin konfokaalimikroskoopilla kayttaen erilaisia solumarkkereita. Kokeet suoritettiin kolmella
solulinjalla: NLFK, MBO02 ja HepG2. Autofagosytoosin roolia B19-virusinfektiossa tutkittiin erilaisilla
autofagosytoosia inhiboivilla aineilla (rapamysiini, wortmanniini ja 3-MA) ja saatuja tuloksia tulkittiin
tilastotieteellisesti T-testin avulla. Analysoimme myds autofagosomisten vesikkelien lukumaaraa ja tilavuutta
selvittddksemme indusoiko B19-infektio autofagosomien muodostusta tai muuttaako se niiden morfologiaa esim.
kasvattamalla niit4. Tuloksena saatiin selville, ett4d B19-virus ei kayta klatriinivalitteisti endosytoosia
tunkeutuessaan soluun. Tulevaisuudessa asiaa tulee tutkia eri reittien, esim. makropinosytoosin, solumarkkereilla.
Kolmen tunnin kuluttua infektion alkamisesta virus kolokalisoi golgimarkkerin kanssa, joka vahvisti aikaisemmin
saatuja tuloksia muilla parvoviruksilla. 12 tuntia infektion jélkeen virus kolokalisoi LC3-positiivisten rakenteiden
kanssa. TAma osoittaa, ettd virus on replikaationsa jalkeen sisalld autofagosomeissa, mutta sen tarkempaa
tehtévaa ei pystytty osoittamaan. Autofagosytoosin rooli virusinfektiossa osoittautui olevan kaksijakoinen;
rapamysiinilla suoritetut kokeet osoittivat autofagosytoosin hillitsevan virusinfektiota permissiivisissa soluissa,
kun taas wortmanniinilla suoritetut kokeet viittasivat viruksen tarvitsevan autofagosytoosia jo ennen viruksen
replikaatiota. Tuloksia tulee kuitenkin tarkastella varauksella rapamysiinin ja wortmanniinin epéspesifisyyden
takia. Jatkotutkimuksia tulisi tehdd pidemmilld infektioajoilla ja solumdéran tulisi olla suurempi.
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Abstract:

Human Parvovirus B19 is a worldwide spread human pathogen and it replicates primarily in erythroid
(progenitor) cells. B19 virus causes several diseases, most common of which is Erythema infectiosum. The capsid
of human parvovirus consists mainly of two major capsid proteins, VP1 and VP2 and two minor ones, 7.5 kDa
and 11 kDa. Virus’s non-structural protein NS1 causes apoptosis, programmed cell death, and inhibits cell growth
by stopping cell cycle to G,/M phase. B19-infection is usually lytic to cells. However, there is some evidence that
B19-infected cells can survive by cellular autophagy. Autophagy is a way for eukaryotic cells to degrade cellular
proteins as a response to starving and cellular stress. Autophagy recycles long-lived cytoplasmic macromolecules
and removes damaged or excess organelles. This protects cells from apoptosis taking place at an incorrect time.
In an infection the role of autophagy depends on the virus, some use their proteins to inhibit autophagy and others
use it when they replicate. Mitochondrial autophagy has been found from B19-infected cells and it has been
related to survival of infected cells. Biological importance of autophagy has not yet been shown.

In this research we investigated the endocytotic route of human parvovirus with a confocal microscope and
different cell markers. Experiments were done with three different cell lines: NLFK, MB02 and HepG2. The role
of autophagy in B19-viral infection was examined with different drugs that inhibit autophagy (rapamycin,
wortmannin and 3-MA) in permissive (MB02) and semipermissive (HepG2) cell lines. Results were interpreted
statistically with T-test. We also investigated if the role of autophagy was significant in productive infection and
if inhibition or activation of autophagy had an effect in progressive infection. The amount and size of
autophagosomal vesicles was analysed to see if B19-infection induces formation or changes morphology of
autophagosomes. As a result, we discovered that B19-virus is not using chathrin mediated endocytosis while
entering the cell. In the future this has to be investigated with other endocytotic, e.g. macropinocytosis, markers.
Three hours post infection the virus was colocalizating with golgi-marker, which supported earlier findings with
other parvoviruses. After 12 hours the virus was colocalizating with LC3 positive structures. This shows that the
virus enters autofagosomes after it has been replicated, but we were not able to indicate its function there.

In this research autophagy turned out to have two roles; experiments done with rapamycin showed that autophagy
inhibits B19-infection in the permissive cell line while experiments done with wortmannin showed that the virus
needs autophagy before replication. However, the results should be interpreted with reservation due to the non-
specific nature of rapamycin and wortmannin. Follow-up investigation should be done with higher amount of
cells and longer infection times.

Keywords: Human parvovirus (B19), endocytosis, autophagy, LC3
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LYHENTEET

AAV
Atg
BEVS
BSA
B19
CsCl,
D
DMEM
DNA
EEA-1
Egfp
EM

ER
EtOH
FBS
GM-CSF

(Adeno-associated virus) adeno assosioitunut virus
(Autophagy-related gene) autofagosytoosiin liittyvé geeni
(Baculovirus expression system) bakulovirustuottosysteemi
(Bovine serum albumin) naudan seerumin albumiini

(Human parvovirus) ihmisen parvovirus

Cesiumkloridi

Dalton, molekyylipainoyksikko

Dulbeccon modifioitu Eagle- kasvatusmedium

(Deoxyribonucleic acid) deoksiribonukleiinihappo

(Early endosomal antigen 1) Varhaisen endosomin antigeeni 1
(Enhanced green fluorescent protein) vahvistettu vihrea fluoresoiva proteiini
Elektronimikroskopia

(Endoplastic reticulum) endoplastinen kalvo

Etanoli

(Fetal bovine serum) syntymattomén naudan seerumi

(Granulo macrophage colony-stimulating factor) granulaarisia
magrofagikolonnoja stimuloiva tekija

(Human hepatocyte cell line) ihmisen maksan syopéasolulinja
(Human stem cell factor) ihmisen kantasolutekija
Immunoglobuliini

Immunoglobuliini G

(Inverted terminal repeats) palindromiset lopputoistot

(Kilobase) kiloemas

(Lysosome-associated membrane protein) lysosomaalinen kalvoproteiini
(Microtubulus associated protein 1 light chain 3) mikrotubulaarinen
1-proteiinin kevyt ketju 3

(3-methyladenine) 3-metyyliadeniini



MB-02 (Mekakaryotic leukemia cell line) mekakaryoottinen ihmisen
leukemia solulinja
MPR (Mannose-6-phosphate receptor) mannoosi-6-fosfaatti reseptori
NLFK (Norden laboratory's feline kidney cells) Nordisk laboratoriossa tuotetut kissan

munuaissolut /sekvensoinnissa paljastuneet minkin soluiksi

NLS (Nuclear localization signal) tumakuljetussignaali

NS1 (Non-structural protein-1) ei-rakenteellinen proteiini-1

p.i. (Post infection) infektion jalkeen

PI3 (Phosphatidyl inositol 3) fosfatidyyli-inositoli 3

PBS (Phosphate buffered saline) fosfaattipuskuroitu fysiologinen suolaliuos
PCD (Programmed cell death) ohjelmoitu solukuolema, apoptoosi
PCR (Polymerase chain reaction) polymeraasiketjureaktio

PFA Paraformaldehydi

PLA, (Phospholipase A;) fosfolipaasi A

RNA (Ribonuleic acid) ribonukleiinihappo

RPMI RPMI-mediumi

SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel elektrophoresis)
natriumdodekyylisulfaatti polyakryyliamidi geelielektroforeesi

Sf9 Spodoptera frugiperda-solut

SLE (Systemic Lupus erythematosus) systeeminen lupus erythematosus

TENT (Tris-, NaCl-, EDTA-buffer) Tris-puskuroitu fysiologinen suolaliuos

Tor ("Target of Rapamycin”) "Rapamysiinin kohde”, séételee autofagosytoosia
uT7 (Human erythroleukemia cell line) ihmisen punasoluleukemia solulinja
VLP (Virus-like particle) viruksen kaltainen partikkeli

VP Virusproteiini



1. JOHDANTO

1.1. Parvoviridae

Parvoviridae- heimoon kuuluvat kaikki pienet, vaipattomat DNA-virukset, joilla on
lineaarinen ja yksijuosteinen genomi. Jokaisen virionin siséltdma genomi on kooltaan 4-6 kb
ja paattyy lyhyeen palindromi-sekvenssiin, joka voi itsestdan kaantyé takaisin muodostaen
hiusneulamaisen rakenteen. Talla rakenteella on elintérkeé rooli viruksen epéatavallisessa
replikaatiossa ja sitd voidaan kayttaa tdamén heimon tuntomerkkind. Parvoviridae- heimo
voidaan jakaa kahteen alaheimoon isantaspesifisyyden perusteella. Parvovirinae- alaheimoon
kuuluvat virukset infektoivat nisékkaita ja Densovirinae- virukset hyonteisia ja muita
niveljalkaisia. (Tattersall, 2006)

1.1.1. Parvovirinae, Parvovirukset

Parvovirinae- alaheimoon kuuluvat Parvo-, Dependo-, Erythro-, Amdo- ja Bocavirus sukujen
virukset. Parvo-, Erythro-, Amdo- ja Bocavirus — sukuihin kuuluvat virukset lisdantyvét
soluissa itsendisesti, Dependo- sukuun kuuluvat virukset tarvitsevat auttajaviruksen.
Parvovirukset ovat erittain kestavia ja yksinkertaisia rakenteeltaan ja kykenevat
replikoitumaan itsendisesti. Parvoviruksiin kuuluu useita eldinpatogeenejd, jotka infektoivat

mm. koiria, kissoja, jyrsijoitd, nautoja ja sikoja. (Tattersall, 2006)

Dependovirukset ovat pienimpid tunnettuja viruksia, kooltaan n. 20 nm. Dependovirukset
infektoivat ihmisia ja muita nisékkaita. Pystyédkseen infektioon ne tarvitsevat auttajaviruksen
(adeno-associated virus), joka tarjoaa niille tarpeellisia proteiineja replikaation
aikaansaamiseksi. Auttajaviruksena toimii joko adenovirus tai herpesvirus. AAV-viruksia on
talla hetkelld pystytty tunnistamaan 7 erilaista (AAV1-6 ja AAV3b). AAV kykenee

paasemaan soluun sisaan ilman auttajavirusta. Solussa se integroituu tiettyyn paikkaan



isantasolun kromosomissa ja jaa sinne odottamaan auttajaviruksen tuloa. Koska
dependovirukset eivét yksindén ole infektiivisia, parvoviruksista niitd on helpoin kayttaa

geeniterapiavektoreina. (Bowles ym. 2006)

Erythroviruksiin kuuluva ihmisen parvovirus (Human Parvovirus, B19) on ainoa
Parvoviridae-heimoon kuuluva ihmispatogeeni. Erythro-liite tulee virusten spesifisyydesta
lisadntyéa ensisijaisesti punasolujen esiasteissa. B19 aiheuttaa useita sairauksia ihmisilla,
rokkotaudeista keskenmenoihin. (Brown, 2006) Amdo- ja Bocavirukset ovat uusia sukuja
Parvovirinae- alaheimossa. Niiden on todettu infektoivan mm. kissoja, koiria ja nautakarjaa
(Tattersall, 2006).



10

Taulukko 1.1. Parvovirinae-alaheimoon kuuluvia viruksia (Muokattu Heegaard ja Brown, 2002; Tattersall,

2006)

(* mahdollisia jasenia)

Suku Virus (lyhenne) Isantd Kliiniset oireet
Parvovirus Aleutian mink disease virus Minkki, haisunaaté, hilleri, Immuunitaudit, sikion
(AMDV) pesukarhu kuolema
Canine parvovirus (CPV) Koira Suolitulehdus,
sydéanlihastulehdus
Minute virus of mice (MVM)  Hiiri, rotta Ei tunnettua sairautta
Porcine parvovirus (PPV) sika Abortti, sikion kuolema
Dependovirus Adeno-associated virus 1-6, Ihminen Ei tunnettua sairautta
3b (AAV)
Avian adeno-associated virus  Linnut Ei tunnettua sairautta
(AAAV)
Canine adeno-associated Koira Ei tunnettua sairautta
virus (CAAV)
Bovine adeno-associated Lehmé Ei tunnettua sairautta
virus (BAAV)
Erythrovirus Parvovirus B19 (B19) Ihminen Parvorokko, aplastinen kriisi,
niveloireet, keskenmeno ym.
Parvovirus V9" Ihminen Aplastinen Kriisi?
Simian parvovirus® (SPV) Apina Anemia
Pig-tailed macaque Makaki Anemia
parvovirus® (PTPV)
Rhesus parvovirus® (RHPV)  Rhesusapina Anemia

Amdovirus

Bocavirus

Chipmunk parvovirus”

Aleutian mink disease virus
(AMDV)

Bovine parvovirus type 1
(BPV-1)
Canine minute virus (CnMV)

Maaorava

Pesukarhu, haisunaata

Nauta

Koira

Ei tunnettua sairautta

Aleutian tauti, keuhkokuume,
immuunijarjestelmén hairiot
Suolitulehdus, ripuli

Ripuli, anoreksia,
hengitysvaikeudet
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1.2. Ihmisen parvovirus B19

Ihmisen parvovirus B19 on merkittava ihmispatogeeni, joka l6ydettiin terveen
verenluovuttajan seerumista Englannissa vuonna 1975 (Cossart ym. 1975). Aluksi virusta ei
pystytty yhdistimaan mihink&én sairauteen, mutta jo muutaman vuoden kuluttua raportoitiin
ensimmaisista tautitapauksista, ja 1980-luvun kuluessa paljastui virusinfektion yhteys useisiin

ihmissairauksiin (Brown, 2006).

1.2.1. Genomi

Parvovirus B19 on pieni, yksijuosteista DNA:ta siséltdva vaipaton virus, jonka genomin pituus
on 5596 nukleotidia. Genomin pdissa sijaitsevat 383 nukleotidin pituiset ITR:t (inverted
terminal repeats, palindromiset lopputoistot), joista kauimmaiset 365 nukleotidia muodostavat
epéataydellisen palindromirakenteen. B19 genomin transkriptiota saddellaan yhdella
promoottorilla (p6), joka kontrolloi kaikkien transkriptiotuotteiden synteesid. Yksi naista
transkriptiotuotteista koodaa ei-rakenteellista proteiinia (NS1) ja loput kahdeksan koodaavat
kahta kapsidiproteiinia (VP1 ja VP2) seka kahta pienempaa proteiinia, joiden tehtava on viela

osin tuntematon. (Zhi ym. 2006)

1.2.2. Kapsidi

Parvoviruksen kapsidi muodostuu p&éosin kahdesta proteiinista VP1 (83 kDa) ja VP2 (58
kDa). Kapsidin rakenne noudattaa ikosaedraalista T=1 symmetriaa ja se on halkaisijaltaan
noin 22-24 nm. Kapsidin 60 proteiiniyksikdstd VP2-proteiini muodostaa 95% ja VP1 5%.
VPI- ja VP2-proteiineja voidaan ekspressoida bakteeri-, hydnteis- ja nisakassoluissa. Nisékas-
ja hyonteissoluissa tuotetut VP2:t kykenevat muodostamaan tyhjia kapsideja, joita kutsutaan
viruksen kaltaisiksi partikkeleiksi (VLPs) sek& sitoutumaan P-antigeenireseptoriin, joka toimii

reseptorina B19-virusproteiineille. Virusproteiini-1, jonka aminohappokoostumus eroaa
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VP2:sta sen aminopééssa olevan 227 aminohapon verran (VP1-uniikki alue, VP1u) vastaa
B19-viruksen infektiivisyydesté. Hiljattain on I6ydetty parvoviruksille tyypillinen fosfolipaasi
A (sPLA,)- aktiivisuudesta vastaava alue B19:sta VP1-uniikista osiosta. (Zhi ym. 2006)

Ei-rakenteellinen proteiini NS1 (71 kDa) on ratkaisevassa roolissa virusinfektiossa ja sita
voidaan pitad B19-infektion tunnusmerkkina (Poole ym. 2006; Nakashima ym. 2006). Vaikka
suurin osa ihmisen kudoksista ei salli B19-replikaatiota, monet sallivat viruksen NS1:n
transkription ja translaation. NS1:n sytotoksisuus verisoluille vaikeuttaa sen ekspressointia
soluviljelmissa. (Poole ym. 2006) NS1 aiheuttaa apoptoosia, ohjelmoitua solukuolemaa (Poole
ym. 2006) seké saa solusyklin pysdhtymaéan G,/M-vaiheeseen, joka johtaa solukasvun
estymiseen (Morita ym. 2003; Morita ja Sugamura, 2002). B19-genomin koodaamat kaksi
pienempéé proteiinia (7.5 kDa ja 11 kDa) ovat tunnusomaisia vain B19-virukselle. Naiden
proteiinien tarkkaa toimintaa ei vield hyvin tunneta, mutta inhiboimalla proteiinin ekspressiota
todettiin 11 kDa proteiinin vaikuttavan merkittavasti viruksen infektiivisyyteen. Sen
huomattiin myds olevan tarkeéssa roolissa VP2 kapsidin muodostuksessa seka solun sisélla

tapahtuvassa kuljetuksessa. (Zhi ym. 2006)

1.2.3. Patogeneesi

B19-virus infektoi ainoastaan ihmisia ja lisddntyy luuytimen punasolujen esiasteissa
(kantasoluissa) seké sikion maksakudoksessa. Soluille infektio on yleensé lyyttinen. (Morita ja
Sugamura, 2002) On kuitenkin viitteita siita, ettd B19-infektoidut solut pystyvét selvidmaan
solunsiséisen autofagosytoosin avulla (Nakashima ym. 2006). Useimmat B19-infektioon
liittyvat sairauksien ilmenemismuodot liittyvat punasolujen esiasteiden vaurioitumiseen. Tdma
johtuu B19-viruksen sytotoksisuudesta sekd kyvysté inhiboida punasolujen erilaistumista.
(Morita ja Sugamura, 2002) B19-virus kayttaa ainakin kolmea solun reseptoria soluun
Kiinnittymisessa ja sisédnmenossa. Solun pinnalla sijaitseva reseptori on glykolipidi, globosidi,
joka tunnetaan myds veriryhman P-antigeenina. (Brown ym. 1993; 1994) P-antigeeni on lasn&

punasolujen esiasteissa, erythroplasteissa ja mekakaryosyyteissa, sekd monissa muissa soluissa
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(Cooling ym. 1995). P-antigeenin olemassaolo on virukselle valttdmatonta, mutta tuottoisan
infektion aikaansaamiseksi B19-virus tarvitsee ko-reseptoreita apuna soluun Kiinnittymisessa
ja sisddn menossa. Ndité ko-reseptoreita on tunnistettu 2 erilaista: a5p1-integriini, joka
ekspressoituu verisolujen esiasteissa sekd Ku80-autoantigeeni. (Weigel-Kelley ym. 2001;
2003; Munakata ym. 2005)

1.2.4. Taudinkuva

Parvovirus B19 on levinnyt maailmanlaajuisesti. Immuunivaste ihmisilla kasvaa ian myota,
niin ettd 15 % lapsista, 50 % nuorista aikuisista ja 85 % vanhuksista on sairastanut B19-
viruksen aiheuttaman infektion. Virus tarttuu yleensa hengitysteitse mutta se voi myds siirtya
elinsiirtojen ja verituotteiden vélityksell& sek& suoraan &idilta sikioon. (Katsausartikkelissa
Broliden ym. 2006) Parvovirus B19 on kestéva useissa kudoksissa ja aiheuttaa siksi
monimuotoisia sairauksia (Poole ym. 2004). Yleisin néista on parvorokko (Erythema
infectiosum), jonka oireina on kohonnut ruumiinlampé ja punaista laiskdmaista ihottumaa.
Muita sairauksia ovat mm. aplastinen Kkriisi, maksan vajaatoiminta sekd akuutit ja krooniset
niveloireet. Infektio voi myos olla kliinisesti taysin oireeton, noin 50 % lapsista ja 25 %
aikuisista sairastaa parvovirusinfektion tietaméattaan. (Katsausartikkelissa Broliden ym. 2006;
Kerr ja Modrow, 2006)

Niveloireet esiintyvét yleisemmin keski-ikaisilla naisilla ja voivat muistuttaa reuman kaltaisia
oireita. Infektio ei aiheuta nivelissa eroosiota ja on todennakdisesti immuunivalitteinen, koska
se ilmenee samanaikaisesti veressa kiertavien vasta-aineiden kanssa. B19-viruksella on
osoitettu olevan yhteyksid autoimmuunisairauksiin kuten nivelreumaan (rheumatoid arthritis)
ja SLE:n (systeeminen lupus erythematosus, Systemis lupus erythrematosus). Raskaana
oleville naisille B19-infektio voi aiheuttaa keskenmenon, jolloin kuolleen sikitn
tyyppildydoksena on sikidpoho (Hydrops fetalis). Potilaille, joilla on heikentynyt
immuunivaste, parvovirusinfektio voi olla hengenvaarallinen ja aikaisen diagnoosin teko on

tarkeda. Infektio voi myds jaada pysyvéksi, jolloin se aiheuttaa kroonista anemiaa, hepatiittia
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ja autoimmuunisia oireita. (Katsausartikkelissa Broliden ym. 2006 ; Peterlana ym. 2006; Kerr
ja Modrow, 2006)

B19-infektio todetaan testaamalla B19 positiivisten 1gG- ja IgM-vasta-aineiden lasndolo
verestd ja/tai madrittdmalla PCR:n avulla B19 DNA veresta tai kudosnéytteestd. IgM- vasta-
aineet, jotka on kohdistettu VVP2:sta vastaan, ovat havaittavissa 10-12 pdivaa infektion jalkeen
ja yleensé havidvat 3-4 kuukauden kuluttua infektiosta. IgM korvataan 1gG:ll4, joka on
kohdistettu molempia kapsidiproteiineja (VP1 ja VP2) vastaan ja valittaa elinikaista
immuniteettia B19-infektiota vastaan. B19-infektiota vastaan ei ole olemassa antiviraalista
la&ketta ja terveelld ihmiselld infektio ei normaalisti vaadi hoitoa. Potilaita, joilla on
heikentynyt immuunivaste (esim. HIV-infektiopotilaat, sydpapotilaat ja elinsiirtopotilaat)
voidaan hoitaa antamalla suonensiséisesti 1gG-vasta-aineita. Raskaana oleville naisille
viikoittaiset ultradéniseurannat ovat yleensa suositeltavia. (Katsausartikkelissa Broliden ym.
2006)
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1.3. Endosytoosi

Nisdkassolut kayttavat useita eri tapoja viedékseen solun ulkopuolista materiaalia soluun
sisdan. Naita eri tapoja kutsutaan yhteisesti endosytoosiksi. Endosytoosi voidaan jakaa
fagosytoosiin (ns. solusyonti) ja pinosytoosiin (ns. solujuonti). Fagosytoosi on menetelma,
jossa solu nielaisee sisddnsa isoja partikkeleja, kuten bakteereja. Pinosytoosissa pieni alue
solukalvoa kuroutuu sytoplasmaan pdin ja ottaa sisadnsé solukalvon pinnalla oleva nesteen ja
siihen liuenneet molekyylit. Muodostunut endosomi (halkaisijaltaan n. 0.1 um) irtoaa
solukalvolta ja kuljettaa sitomansa molekyylit syvélle sytoplasmaan. Pinosytoosi voidaan
jakaa neljaan eri perusmekanismiin: makropinosytoosi, klatriini-valitteinen endosytoosi,
kaveoli-valitteinen endosytoosi seka klatriinista ja kaveolista riippumaton endosytoosi.
(Conner ja Schmid, 2003) Endosytoottiset mekanismit palvelevat tarkeitd solun toimintoja,
esim. solun ulkoisten ravintoaineiden sisd&nottoa, reseptoriekspression saatelya ja antigeenien
ilmenemista. Myos virukset, myrkyt ja mikro-organismit kéyttavat endosytoottisia reitteja

paastékseen soluun sisaan. (Mukherjee ym. 1997)

1.3.1. Klatriinivalitteinen endosytoosi

Klatriinivalitteinen endosytoosi on pééreitti solun ulkopuolisten ligandien ja solukalvon
komponenttien kierrattdmiseen. Sitd tapahtuu kaikissa nisékéssoluissa ja se vastaa
valttamattomien ravintoaineiden jatkuvasta sisaanotosta. Reseptorivalitteisessd, Klatriinista
riippuvaisessa endosytoosissa molekyylit sitoutuvat soluun spesifisten reseptorimolekyylien
avulla. Muodostunut reseptori-ligandikompleksi saa aikaan klatriinipaéllysteisen kuopakkeen
kuroutumisen irti solukalvolta. Klatriinipaallyste on kolmihaarainen rakenne, joka muodostuu
kolmesta Kklatriinin raskaasta ja kevyesta ketjusta. Ketjut muodostavat hakkiméisen rakenteen,
jonka kokoamisessa avustavat kokoajaproteiinit (AP, assembly proteins).

(Conner ja Schmid, 2003)
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Klatriini avustaa kuopakkeen muodostuksessa seké kuljetettavien molekyylien valitsemisessa.
Muodostunut vesikkeli fuusioituu aikaisen endosomin kanssa, jonka jalkeen reseptorit voidaan
Kierrattaa takaisin solukalvolle. Aikaisten endosomien siséltd kuljetetaan mydhaisille
endosomeille mikrotubulusten avustamana, jonka jalkeen myohé&inen endosomi fuusioituu
lysosomin kanssa. Jos reseptoria ei ole kierratetty aikaisilta endosomeilta, se hajotetaan
lysosomilla muun hajotettavan materiaalin mukana. (Flint ym. 2000) Klatriinivalitteinen
endosytoosi on elintarkea solun siséiselle kommunikaatiolle kudosten ja elinten kehityksen
aikana. Sen lisdksi se vaikuttaa kontrolloimalla solun pinnan signalointireseptorien maaréa ja

aktiivisuutta seké saatelemalld erilaisten kalvopumppujen toimintaa. (Conner ja Schmid, 2003)

1.3.2. Kaveolivélitteinen endosytoosi

Kaveolit ovat solukalvosta muodostuneita pyoreitd kuopakkeita, jotka ovat kooltaan 50-80 nm.
Niiden koostumus, ilmeneminen ja toiminta ovat solutyypisté riippuvaisia. Kuopakkeita
peittdd kaveoliini-1 niminen markkeriproteiini (21 kDa), joka sitoo kolesterolia, muodostaa
silmukan solukalvon sisapuolelle ja peittdd kuopakkeen juovamaisella rakenteella.
Kaveolivélitteistd endosytoosia kayttavat mm. solukomponentit (esim. glykosfingolipidit),
solun ulkoiset ligandit (esim. albumiini), bakteerimyrkyt sek& monet vaipattomat virukset
(esim. Simian virus 40). (Pelkmans ja Helenius, 2002) Kaveolin irrottua solukalvolta se

vaeltaa ER:44n, josta sen sisalto jatkaa edelleen méaranpaahansa. (Flint ym. 2000)

1.3.3. Klatriinista ja kaveolista riippumaton endosytoosi

Klatriinista ja kaveolista riippumaton endosytoosi on vield huonosti tunnettu. Endosytoosiin
liittyvat rakenteet, “lautat” ovat pienid, 40-50 nm halkaisijaltaan ja sijaitsevat hajanaisesti
solun pinnalla. Klatriinista riippumatonta endosytoosia tapahtuu mm. neuroneissa ja

imusoluissa. (Conner ja Schmid, 2003)
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1.3.3. Makropinosytoosi

Makropinosytoosi alkaa useissa solutyypeissa vasteena kasvutekijéihin tai muihin
signaaleihin, jotka laukaisevat aktiini-vélitteisen kalvon ulostydntymisen.
Makropinosytoosissa kalvo ei kuitenkaan kuroudu ligandin ympérille vaan tyontyy ulos ja
painuu kasaan, samalla sulautuen solukalvoon. Muodostuvia suuria endosytoottisia vesikkeleja
kutsutaan makropinosomeiksi. Makropinosytoosi toimii mm. signalointimolekyylien
aktivaation sdénnostelyssa, soluvaelluksessa ja osana hermosolujen immuunipuolustusta.
Jotkut bakteerit injektoivat/erittavat myrkkya, joka aktivoi makropinosytoosia, ja ndin
varmistavat paéasyn soluun sisédén. (Conner ja Schmid, 2003)

1.3.4. Viruksen elinkierto solussa

Virukset replikoituvat eldvissa soluissa ja kayttavét solun koneistoa hyvéksi syntetisoidessaan
genominsa ja muita komponentteja. Viruksen sisaédnmeno alkaa sitoutumisella solun pinnan
reseptoriin, joka on yleensa spesifinen ko. virukselle. Joissain tapauksissa virus tarvitsee
my0s ko-reseptorin avuksi, joko erottamaan viruksen kohdesolun muista reseptoria
ilmentévista soluista tai lisédmaan reseptorin antigeenin sitomiskykyé. (Katsausartikkelissa
Smith ja Helenius, 2004; Flint ym. 2000)

Menestyksellista infektiota varten viruksen on lapéistava solukalvo seka replikoituessaan
tumassa tumakalvo. Vaipalliset virukset voivat fuusioitua solukalvolle ja vapauttaa genominsa
soluun siséén. Solukalvo ei ole itsesséan lapaiseva viruksille, joten vaipattoman viruksen tulee
kayttda solun omia kuljetusmekanismeja (endosytoosi) paastakseen soluun sisaan.
Endosytoottisen vesikkelin sisalla virus péésee ohittamaan kaikki solun normaalit esteet seka
piiloutumaan immuunipuolustukselta. Viruksesta riippuen sen reitti voi kulkeutua
endosomaalisissa rakenteissa, lysosomeissa, ER:ssa (endoplastic reticulum, endoplastinen
kalvosto) ja toisinaan myds golgin laitteessa. (Katsausartikkelissa Smith ja Helenius, 2004;
Flint ym. 2000)
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Jotta viraalinen genomi saadaan sytoplasmaan (RNA-virukset) tai vaihtoehtoisesti tumaan
(DNA-virukset), tulee viruspartikkelien purkautua. Esim. alhainen pH tai tiettyyn reseptoriin
sitoutuminen saa aikaan viruksessa konformaatiomuutoksia, jotka johtavat partikkelin
hajoamiseen ja genomin vapautumiseen suojaavasta proteiinikuorestaan tai lipidivaipasta.
Viruksen on my0s saatava targetoitua nukleiinihapponsa oikeaan osaan solua (tuma tai
sytoplasma). Tumassa replikoituvat virukset kéyttavat apunaan tumankuljetussignaalia (NLS,
nuclear localization signal) ja ankkuroituvat reseptorin avulla tumakalvolle. Kalvolta virukset
joko injektoivat viraalisen genominsa tumahuokosen lapi tai padsevat kokonaisina tumaan.
Tumahuokonen l&pdisee partikkeleja, joiden halkaisija on korkeintaan 39 nm. Parvovirukset
ovat pienimpié ikosaedrisia viruksia (halkaisija 18-24 nm) ja niiden arvellaankin paasevén
tumaan vahingoittumattomina. (Katsausartikkelissa Smith ja Helenius, 2004; Flint ym. 2000)
Uusien viruspartikkelien kokoaminen tapahtuu viruksesta riippuen tumassa tai sytoplasmassa.
Rakenneyksikot muodostetaan yksittéisista virusproteiineista. Viraalinen nukleiinihappo ja
muut tarkeat viruskomponentit (esim. entsyymit, proteiinit, NS1) pakataan koottavan
proteiinikuoren siséén, jonka jalkeen viruspartikkelit vapautuvat solusta. Vaipalliset virukset
tunkeutuvat ulos solukalvosta saaden samalla kalvon ymparilleen. Monet vaipattomat virukset
aiheuttavat solun lyysin ja kuoleman ja sita kautta oman vapautumisen. Osa viruksista voi

vapautua myds ilman solun lyysid, joka hyodyttaa seka solua etté virusta. (Flint ym. 2000)
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Makropinosytoosi Kaveollsta ja Klatriin- Kaveoli- Fagosytoos!

klatriinista vilitteinen  valitteinen
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Lysosomi {

Enchaplastinen
kahvosto

Kuva 1.1. Virusten k&yttdmié endosytoottisia reitteja (toteutettu Marsh ja Helenius, 2006; Conner ja Schmid,
2003 mukaan)
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1.4. Autofagosytoosi

Solun sisdista tasapainoa sédadellaén proteiinien biosynteesin ja hajotuksen vélisella
tasapainolla. Eukaryoottisolut kayttavat kolmea eri tapaa hajottaakseen solunsisaisia
proteiineja: ubiquitiini/proteasomi-, lysosomi- ja autofagosomi-vélitteinen hajoitus. Suurin
osa lyhytikaisista proteiineista leimataan ubiquitiiniketjulla ja kohdistetaan proteasomien
hajotettavaksi, kun taas proteiinit, joilla on suhteellisen pitka elinik, lajitellaan solunsisaisiin
vesikkeleihin (endosomit ja lysosomit) ja hajotetaan sielld proteaasien avulla. (Nakashima
ym. 2006)

Solun kohdatessa erilaisia stressitekijoitd, kuten ravintoaineiden loppuminen tai patogeeni-
infektio, kolmas hajotusreitti, autofagosytoosi, aktivoituu. (Wang ja Klionsky, 2003)
Autofagosytoosi kierrattad pitkéikaisia sytoplasman makromolekyyleja (esim. proteiineja)
tukeakseen solun anabolisia tarpeita ja elinkykya nalkiintymisen aikana. Autofagosytoosi
poistaa vahingoittuneet tai ylimaaraiset organellit (esim. mitokondrio, peroksisomi, osia
golgista tai tumasta (Katsausartikkelissa Cuervo, 2004b)) ja siten suojelee soluja vé&aran
aikaiselta apoptoosilta (Deretic, 2006). Autofagosytoosi toimii nisakassoluille tarkeana
selviytymismekanismina ja sitd sd&dellaén ravintoaineiden ja hormonien avulla. (Deretic,
2006; Mizushima ym. 2001)

Autofagosytoosilla on myds rooli ohjelmoidussa solukuolemassa (PCD, programmed cell
death). Kaspaasista riippumattomassa solukuolemassa (tyyppi 2, PCDII) tunnusmerkking on
autofagosomisten vesikkeleiden kasautuminen. Autofaginen solukuolema on ei-apoptoottista,
jossa golgin laite, polyribosomit ja endoplastinen kalvosto hajotetaan ennen tuman hajotusta.
Erona apoptoosiin on solun tukirangan sailyminen suurilta osin ehjand. Inhiboimalla kaspaasi-
aktiivisuutta on my0s saatu viitteita siit, ettd molemmat, PCDI ja PCDII, hyddyntavét
autofagosytoosia ja joskus molemmat PCD:n tyypit voivat sijaita samaan aikaan samassa

solussa. (Nakashima ym. 2006; Katsausartikkelissa Cuervo, 2004b)



21

Autofagosytoosi osallistuu solun homeostaasiin lihaksissa, maksassa ja haimassa seka on
osallisena kehityksessd, kasvun saatelyssa ja kestdvyydessd. Ennen autofagosytoosia pidettiin
soluille haitallisena reittind, mutta uudet tulokset osoittavat myos sen suojelevan roolin,
johtuen siitd, etta autofagosytoosin hairinta johtaa sairauksiin. Autofagosytoosin induktiolla
on jopa osoitettu olevan syovéltd suojaava seka elinikda pidentava vaikutus.
(Katsausartikkelissa Eskelinen, 2005) Autofagosytoosi on osallisena synnynnéisessa ja

hankitussa immuniteetissa (Deretic, 2006).

Virusinfektiossa autofagosytoosin rooli on viruksesta riippuva, toiset virukset (esim. Herpes
simplex virus 1) inhiboivat proteiiniensa avulla autofagosytoosia, kun taas toiset virukset
(esim. polio) kayttavat autofagosytoosia viraalisen replikaation apuna. Ihmisen parvoviruksen,
B19, infektoimista soluista on 16ydetty mitokondriaalista autofagosytoosia ja se on liitetty
infektoituneiden solujen selvidmiseen. B19-infektoituneet solut on kooltaan suurentuneita,
joka nahdaan infektion edettyé 48 tuntia. Autofagosytoosin biologista tarkeytté ei ole
kuitenkaan vield osoitettu. On mahdollista, ettd solut inhiboivat B19-virusta eristamalla
viraalisen komponentin tai etta solut selvidvat mitokondriaalisen hajotuksen ja

ravintoaineiden jakamisen avulla. (Nakashima ym. 2006)

Solun sisdisen materiaalin (soluneste ja organellit) eristys alkaa vasteena autofagosytoosia
induktoivaan signaaliin, jonka jalkeen kalvo kaariytyy materiaalin ympérille, muodostaen
kaksoiskalvosta rakentuneen suljetun vakuolin (halkaisija 300-900 nm). Tama vakuoli on
nimeltd&n autofagosomi ja se ei siséllé lainkaan lysosomaalisia proteiineja. Kehittyvan
autofagosomin kypsyminen tapahtuu asteittaisesti ja siséltda fuusioitumista endosomaalisten
ja lysosomaalisten vesikkelien kanssa. Kypsymisen aikana eristetty sytoplasma kuljetetaan
endosomaaliselle/lysosomaaliselle kalvolle, jonka jalkeen sytoplasma ja sitd ympéroiva kalvo
hajotetaan lysosomaalisten hydrolaasien avulla. Alun perin neutraali pH muuttuu kypsymisen
aikana happamaksi. (Katsausartikkelissa Eskelinen, 2005; Yorimitsu ja Klionsky, 2005)
Autofagosytoosin tuloksena substraatit pilkkoutuvat alkuperéisiin rakenneosiinsa (esim.
proteiinit aminohapoiksi) (Katsausartikkelissa Cuervo, 2004b), jonka jalkeen hajotustuotteet

kierratetaan takaisin sytoplasmaan, josta ne voidaan kayttad uudelleen aineenvaihdunnan
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tarpeisiin (Katsausartikkelissa Eskelinen, 2005). Autofagosytoosin aloituksen saatelyssé
merkittdvin komponentti on proteiinikinaasi Tor ("target of rapamycin”), joka inhiboi
autofagosytoosia normaaleissa ja ravintorikkaissa olosuhteissa (Klionsky 2005). Kun
ravintoaineet eivat stimuloi Tor:ia tai tietyt inhibiittorit (esim. rapamycin) inhiboivat sen
toimintaa, autofagosomien muodostuminen kasvaa.

Autofagosytoosi voidaan jakaa kolmeen eri tapaan, riippuen reitista, jota kaytetdan
sytoplasmisen materiaalin kuljetuksessa lysosomaaliselle kalvolle: makroautofagosytoosi,

mikroautofagosytoosi ja esiliina”-vélitteinen autofagosytoosi. (Cuervo, 2004a)

1.4.1. Makroautofagosytoosi

Makroautofagosytoosista kaytetdan usein vain nimed autofagosytoosi. Siina hajotettava
sytoplasman osa kiedotaan ensin kaksoiskalvoisen autofagosomin sisaan, joka sen jélkeen
fuusioituu endosomaalisten ja lysosomaalisten vesikkelien kanssa (Katsausartikkelissa
Eskelinen, 2005) ja muodostaa néin autolysosomin. Lysosomaaliset hydrolaasit hajottavat
autofagosomin sisallon ja kalvon (Mizushima ym. 2001). Makroautofagosytoosi aktivoituu
ravintoaineiden puutteen aikana ja toimii aminohappojen ja muiden elintérkeiden
makromolekyylien (esim. lipidit, sokerit, nukleotidit) tarkeimpana lahteena nalkiintymisen
aikana (Cuervo, 2004a).

1.4.2. Mikroautofagosytoosi

Mikroautofagosytoosi ei aktivoidu vasteena mihink&an stressitekijaan, vaan toimii solussa
jatkuvasti. Mikroautofagosytoosin suurimpana erona autofagosytoosiin on, etté kalvo jonka
avulla eristetddn ja hajotetaan sytoplasman osia, on itse lysosomaalinen kalvo. Prosessi
muistuttaa fagosomin tai pinosomin “nipistysta” kalvolta. Mydskéan valiaikaisia vesikkeleja

ei tarvita tassa prosessissa. (Katsausartikkelissa Eskelinen, 2005; Cuervo, 2004a)
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1.4.3. ”Esiliina”-valitteinen autofagosytoosi

“Esiliina” (chaperoni) - vélitteinen autofagosytoosi on valikoiva prosessi, joka aktivoituu
vasteena nélkiintymiseen tai muuhun solun stressiin (Klionsky, 2005). Siind sytoplasmasta
eristetddn vain proteiinit, joilla on tietty sekvenssisignaali. Proteiinit sitoutuvat
lysosomaaliseen kalvoreseptoriin, joka valittaa proteiinien kuljetuksen lysosomaaliselle
lumenille lysosomaalisen kalvon kautta, ilman véliaikaisten vesikkelien muodostumista.
Substraatin paikallistamiseen tarvitaan toisen, spesifisen, chaperonin lasnéolo

lysosomaalisella lumenilla. (Katsausartikkelissa Cuervo, 2004b; Cuervo 2004a)

1.4.4. Autofagosytoosiin liittyvat geenit ja proteiinit

Autofagosytoosiin liittyvat geenit nimetaén Atg (autophagy-related)— etuliitteella.
Nisakassoluissa Atg12-Atg5 konjugaatti on lasna kalvoissa, jotka ovat muodostamassa
autofagosomeja, mutta kun vakuoli on sulkeutunut, konjugaatti havida. (Mizushima ym.
2001)

Beclin-1 geenié (ihmishomologi Atg6:sta) ja LC3:ta (mikrotubulus associated protein 1 light
chain 3) tarvitaan autofagosomien muodostumisprosessissa (Katsausartikkelissa Eskelinen,
2005; Cuervo, 2004b). Ennen liittymistd autofagosomiseen kalvoon, LC3:n tulee konjugoitua
lipidiin, fosfatidyylietanoliamiiniin, jolloin se hajotetaan LC3-1 muodosta LC3-II lipidoituun
muotoon. LC3-11/LC3-I suhde korreloi muodostuneiden autofagosomien lukumaarén kanssa.
(Nakashima ym. 2006) Kun autofagosomi sulkeutuu, ulkopuolella oleva LC3 irtoaa ja
voidaan luultavasti uudelleen kayttad, mutta autofagosomin sisdén jaava LC3 pystytaan
havaitsemaan immunofluoresenssin avulla ennen kuin lysosomaaliset entsyymit hajottavat sen
(Katsausartikkelissa Eskelinen, 2005).
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Pieni GTPaasi Rab7 tarvitaan autofagosomin kypsymiseen. Autofagosomin fuusio endosomin
kanssa ei hdiriinny, jos Rab7 poistetaan, mutta fuusio lysosomin kanssa estyy.
Lysosomaalisen kalvoproteiini LAMP1:n ja LAMP2:n puute aiheuttaa aikaisten ja
myo6hdisten autofagisten vakuolien kasautumisen seké estaa autofagosomin fuusiota
lysosomiin. (Katsausartikkelissa Eskelinen, 2005) Myds t-SNARE ja v-SNARE-proteiineilla

on todettu olevan osuutta autolysosomin muodostumisessa (Cuervo, 2004a).

1.4.5. Autofagosytoosin yhteys sairauksiin

Autofagosytoosi on elintérked soluille auttaen niit4 sopeutumisessa seké selviamisessé
aarimmaisista oloista. Autofagosytoosin aktivaatio voi suojella monelta sairaudelta niiden
alkuvaiheessa. Sairauden aikana autofagosytoosi voi toimia soluissa seké suojelevana etta
tuhoavana mekanismina, riippuen sairauden vakavuudesta, solun ympéristosta ja kaytetyista
la&kehoidoista (Katsausartikkelissa Cuervo, 2004b). Autofagosytoosi on osoitettu osalliseksi
mm. sydpaan, hermoston rappeuma-sairauksiin (Huntingtonin- ja Parkinsonin tauti),
lihasoireisiin, maksasairauksiin seka normaaliin ikaantymiseen. (Shintani ja Klionsky, 2004;
Cuervo, 2004a)

Autofagosytoosilla on rooli synnynndisesséd immuniteetissa. Se poistaa solunsisaisia
patogeeneja samalla mekanismilla, jolla se pyydystéa ja hajottaa solunsisdisia organelleja.
Autofagosytoosi aktivoituu l&hes aina bakteeri-infektion aikana. Toisaalta autofagosytoosi voi
myos tukea patogeenin selvidmisté solun sisalla, tarjoten suojaa ja energiaa selvidmisen
tueksi. Patogeeni voi myds hyodyntéa autofagosytoosia replikoitumalla autofagosomin sisalla
ennen sen fuusioitumista lysosomiin. Taméa kuitenkin edellyttaa patogeenilta sopeuttavia
mekanismeja autofagiaa vastaan sek& kykya valjastaa se omiin tarpeisiinsa. (Deretic, 2006;
Katsausartikkelissa Cuervo, 2004b).
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Syovéssa autofagosytoosi voi toimia seka edistamélla ettd estamalla syopakasvaimen kasvua.
Autofagosytoosin inhibointi sallii esisyopésolujen jatkuvan kasvun ja néin tukee syévén
kasvua. Kasvaimen suurentuessa syopasolut tarvitsevat autofagosytoosia, jotta ne selvidisivat
vahéravinteikkaista ja vah&happisista olosuhteista. Tdma on erityisen tarke&é kasvaimen
sisdosissa, jossa huono verisuonitus ei pysty tarjoamaan tarpeeksi ravinteita kasvaimelle.
Autofagosytoosi voi myos suojella joitakin syopasoluja séteilylta poistamalla sédehoidon
takia vahingoittuneet organellit ja valttdmalla ndin solun tuhoutumisen solun ohjelmoidun

kuoleman, apoptoosin, avulla. (Katsausartikkelissa Cuervo, 2004b)
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2. TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd ihmisen parvoviruksen elinkiertoa seké
autofagosytoosin roolia virusinfektiossa. B19-viruksen elinkiertoa solussa ei ole aiemmin
kuvattu ja siksi tutkimus oli tarpeellinen. Aikaisemmissa tutkimuksissa oli osoitettu, ettd B19-
infektoituneet leukemiasolut (UT7) selvidisivat autofagosytoosin avulla (Nakashima ym
2006). Taman tutkimuksen tarkoituksena oli selvent&dd B19-viruksen solunsisdista reittia ja
kartoittaa missé vaiheessa infektiota autofagosytoosilla on mahdollisesti rooli permissiivisissa
(MBO02) ja semipermissiivisissa (HepG2) soluissa ja toisaalta, onko autofagosytoosin rooli
tuottoisan infektion kannalta merkittava eli vaikuttaako autofagosytoosin inhibointi tai

aktivointi merkitsevasti B19-infektion etenemiseen.
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3. MATERIAALIT JAMENETELMAT

3.1. Soluviljely

NLFK

Kokeissa kaytettiin kolmea eri solulinjaa, joista NLFK (Norden Laboratory Feline Kidney) —
solulinja toimi negatiivisena kontrollina. Soluja kasvatettiin DMEM-kasvatusmediumissa
(PAA Laboratories GmbH), johon liséttiin 10% syntyméattdmén vasikan seerumia (Fetal
Bovine Serum, Gibco) , 1% aminohapposeosta (MEM non-essential amino acids, Gibco) ja
1% antibioottiseosta (10 000 U/ml penisilliini, 10 mg/ml streptomysiini, 25 pl/ml
amfoterisiini B, Gibco). Soluja kasvatettiin 50 cm?n kasvatuspulloissa (Nalge Nunc
International, Rochester, NY, USA), +37° C inkubaattorissa, jossa hiilidioksidipitoisuus oli
5%. Solut siirrostettiin kaksi kertaa viikossa ja konfokaalimikroskoopilla suoritettavia

tutkimuksia varten niita kasvatettiin halkaisijaltaan 13 mm:n peitinlaseilla.

HepG2

HepG2 (Human hepatocyte) soluja kéytettiin tutkimuksissa semi-permissiivisend solulinjana.
HepG2-solut sallivat B19-viruksen NS1:n tuoton, mutta ei uusien partikkelien tuottoa. Soluja
kasvatettiin Hepatocyte Wash Medium-mediumissa (Gibco), johon oli lisatty 10%
syntymaéttoman vasikan seerumia (Fetal Bovine Serum, Gibco), 1% antibioottiseosta
(penisilliini 10 000 U/ml, streptomysiini 10 mg/ml ) ja 1% L-glutamiinia (200 mM, Gibco).
Soluja kasvatettiin 50 cm?:n kasvatuspulloissa, +37° C inkubaattorissa, jossa hiilidioksidi-
pitoisuus oli 5%. Solut siirrostettiin 2 kertaa viikossa ja mikroskooppisia tutkimuksia varten
soluja kasvatettiin 13 mm:n peitinlaseilla.
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MB02

Tutkimuksissa ainut B19-virukselle permissiivinen solulinja oli MBO02 (Mekakaryotic
leukemia). Soluja kasvatettiin suspensioviljelmana RPMI 1640-mediumissa (Gibco), johon
lisattiin 5% antibioottiliuosta (10 000 U/ml penisilliini, 10 mg/ml streptomysiini, Gibco) seka
1% L-glutamiiniliuosta (200 mM, Gibco). Soluja kasvatettiin 24-kuoppalevylla (Nalge nunc
International, Rochester, NY, USA), jossa niiden tilavuus oli 1,5 ml/kuoppa. Solut tarvitsevat
eladkseen mediumin lisdksi GM-CSF (granulaarisia makrofagikolonnoja stimuloiva tekijé,
granulo-macrophage colony-stimulating factor, Sigma) sekd B19-vasta-aine negatiivista
ihmisseerumia, joka on inaktivoitu kuumentamalla 30 min, +56° C. Nama lisattiin
tarvittavaan maarédan mediumia siten, ettd GM-CSF:n pitoisuudeksi tuli 200 U/ml ja seerumin
10%. Solut jaettiin noin kaksi kertaa viikossa 0,8-1,0 x 10 °tiheyteen. Soluja kasvatettiin
+37° C inkubaattorissa, jossa CO; pitoisuus oli 5%. Konfokaalikuvauksia ja inhibiitiokokeita
varten soluja erilaistettiin eryhtroidaalisuuntaan, jolloin kasvatusmediumiin liséttiin
erytropoetiinia (epoetin-alfa, Janssen-Cilag) 4 U/ml sek& kantasolukasvutekijaa (hSCF, Stem

cell factor, R&D Systems) 25 ng/ml. Erilaistumisen annettiin tapahtua > 5 vrk.

3.2. Viruksen puhdistus

B19-positiviset humaaniseerumit (1-3 ml) ajettiin 20% sakkaroosipatjan paalld, Beckman
ultrasentrifuugilla, SW41Ti-roottorilla (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA) 27 000
rpm, 6 h, + 8° C. Supernantti poistettiin ja viruksesta muodostunut sakka liuotettiin 100-300
ul:aan PBS (phosphate buffered saline, pH 7.4) (riippuen puhdistettavasta seerumimaarasta)
+ 4° C, yon yli ravistuksessa. Liuennut virus siirrettiin ohutseindisiin putkiin (Beckman
Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA) ja sentrifugoitiin CsCl,- gradientissa, Beckman

ultrasentrifuugilla, SW55Ti swing-out roottorilla, 46 000 rpm, 4 h, + 4° C. Gradientti
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purettiin neulalla kahteen eri fraktioon (heavy ja light) ja fraktiot sentrifugoitiin erikseen
Beckman ultrasentrifuugilla SW55Ti swing-out roottorissa 45 000 rpm, 2 h, + 4° C.
Fuugauksen jélkeen supernantti poistettiin ja viruksesta muodostunut sakka liuotettiin 100-
200 ul:n PBS:ssg, +4° C, yon yli ravistuksessa. Puhdistetuista fraktiosta méaritettiin
viruspartikkelien pitoisuus elektronimikroskopialla (JEOL JEM-1200EX) negatiivivarjayksen
avulla. Partikkelien méara laskettiin seuraavasti: Ikm elektronimikroskopiakuvasta (1/10 hilan

aukosta) x 10 x 200 (hilan aukkojen kokonaislkm). Virusta kaytettiin kokeisiin n. 50 virusta /

solu (1-2 ul / solu).

Kuva 3.1. Elektronimikroskopiakuva B19-viruspartikkeleista
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3.3. Viruksen kaltaisten partikkelien (VLP) tuotto ja puhdistus

Viruksen kaltaisia partikkeleja (VP1/VP2, VP2, Egfp-VP2) tuotettiin baculovirusekspressio-
systeemilld (BEVS) sf9-soluissa. Solut infektoitiin ko. proteiinia tuottavalla baculo-
viruksella, ja infektion annettiin vaikuttaa 48 tuntia. Optimaalinen aika infektiolle oli aiemmin
testattu kerddmalla naytteita 24 tunnin valein infektion edetessa ja ajamalla naytteet SDS-
PAGE:ssa seka immunoblottauksessa. Infektioajan paatyttya solut sentrifugoitiin 1500 rpm, 3
min, Hermle Z 513 K- sentrifuugilla (MidSci, St.Louis, MO, USA) ja muodostunut
solupelletti suspensoitiin 4 ml:aan kylmaa TENT-puskuria.

Suspensiota sulatettiin ja jdadytettiin 3 kertaa nestetypessé ja +25° C vesihauteessa.
Suspensioon lisattiin TRITON-X100, siten ettd TRITON-pitoisuudeksi tuli 0.2%. Suspensiot
fuugattiin 10 000 g, +4° C, 1 tunnin ajan Sorwall RC5C (Sorwall Instruments, Du Pont)
sentrifuugilla, SS-34-roottorilla. Supernantit konsentroitiin 20 ml:n konsentrointiputkissa,
joissa oli 50 000 D:n kalvo (Vivascience AG, Hannover, Germany) 4000 g, 15 min ajan, +4°
C, Hermle Z 513 K- sentrifuugilla. Konsentroidut proteiinit ajettiin sakkaroosigradientissa
(valmistettu 10% ja 40% sakkaroosista gradientinsekoittajalla) Beckman ultrasentrifuugilla,
SWA41Ti-roottorilla, 26 000 rpm, +4° C, 4 tunnin ajan. Gradientit purettiin neulalla ja fraktiot
konsentroitiin konsentrointiputkissa (Vivascience, kalvo 10 000 D) 3000 g, +4° C, 4 x 20 min
Hermle Z 513 K-sentrifuugilla. Konsentroidut VVLP:t liuotettiin 200 ul:n PBS.
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3.4. Naytteiden valmistus konfokaalimikroskooppisia tutkimuksia
varten

NLFK ja HepG2-soluja kasvatettiin 13 mm:n peitinlaseilla tutkimuksia varten, n. 20 000
solua/lasi. Solut infektoitiin ko. VLP:114 tai viruksella, n. 75 partikkelia/solu. Virusten
annettiin edetd 5 min, 30 min, 1 tunti, 3 tuntia, 6 tuntia ja 12 tuntia +37° C inkubaattorissa,
jossa CO pitoisuus oli 5%. B19-viruksella tehdyisté infektiokokeista 3 h, 6h ja 12h
aikapisteet tehtiin myos cykloheximidin (myrkky, joka estéa proteiinisynteesia) lasné ollessa.
Cykloheximidin pitoisuus kokeissa oli 50 ug/ml. Infektioajan paatyttya solut huuhdeltiin
PBS:ll4 ja fiksattiin 3% PFA:lla (paraformaldehydi, Merck) 30 min. Solukalvo l&pdistiin
0.01% Triton, 1% BSA-puskurilla 3 x5 min, jonka jalkeen solut késiteltiin primééarivasta-

aineella 45 minuuttia.

Vasta-aineet oli testattu aiemmin kahdella eri laimennoksella, jotta tiedettiin oikea laimennos
kokeita varten. Solut pestiin lapéisypuskurilla 3 x 5 min ja inkuboitiin sekundaarivasta-
aineessa 45 minuuttia. Yliméardinen vasta-aine pestiin PBS:II4 ja solut pedattiin
objektilaseille Mowiol-DABCO:n (20 mg/ml Mowiol; 25mg/ml DABCO, Sigma).

MB-02 soluja pipetoitiin eppendorf-putkiin 250-750 ul kokeita varten. Yhdessé putkessa
oleva solumadra oli n. 200 000. Suspensiona kasvavat MB02 solut sentrifugoitiin (Eppendorf
Centrifuge 5415D, Eppendorf AG, Hamburg, Germany) pelletiksi (5000 rpm, 10 min)
varjayksien ja pesujen vélilld. MBO02 solujen kanssa ei kédytetty sekundaarivasta-aineen
tumavérind Hoechst:a vaan solut pedattiin Vectashield mounting mediumiin (Vector
Laboratories, Inc. Burlingame, CA), joka sisalsi DAPI:n (H-1200). Néaytteitd tarkasteltiin
Olympus Fluoview-konfokaalimikroskoopilla (FVV10-Asw, Olympus Europa GMBH,
Hamburg, Germany) 60x objektiivilla. Nadytteista otettiin leikkelekuvia (3D) ja kolokalisaatio-

kuvaajat sekd maaritettiin Pearsonin vakio.
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3.5. Inhibiitiokokeet

Autofagosytoosin osuutta B19-infektioon tutkittiin kayttdmalla autofagosytoosia inhiboivia
aineita. Inhibiitiokokeet suoritettiin HepG2- ja MBO02-soluille. Kokeissa kdytetyt aineet, ja
niiden konsentraatiot:

- Wortmannin (Sigma-Aldrich), 100 nM (Rich ym. 2003)

- 3-Methyladenine (Sigma-Aldrich), 5 mM (Nakashima ym. 2006)

- Rapamycin (Sigma-Aldrich), 100 nM (Takeuchi ym. 2005)

Beclin 1 Rapamycin | —@ | mTor
Wortmannin Atg
3-Methyladenine
y ° /
Autofagosytoosi

kuva 3.2. Autofagosytoosin inhibiitioon osallistuvat aineet (kuva toteutettu Klionsky ja Shintani 2004 mukaan)

Soluja esi-inkuboitiin myrkylla 30 min, jonka jalkeen liséttiin virus (50 partikkelia/solu) ja
infektion annettiin edetd 24 tuntia, +37° C. Wortmanniinilla k&sitellyille soluille vaihdettiin
medium 6 tunnin vélein, koska Wortmanninin on todettu hajoavan inkubaation edetessé.
Inkubaation jéalkeen solut fiksattiin 3% PFA:lla ja kasiteltiin 1apéisypuskurilla (0.01% Triton,
1% BSA) 3 x 5 min. Soluja inkuboitiin primadrivasta-aineen kanssa, 45 min RT, jonka
jalkeen solut pestiin lapaisypuskurilla 3 x 5 min. Sekundéérivasta-aineen kanssa inkubointi 45
min RT, jonka jalkeen solut pestiin 3 x 5 min PBS. Peitinlasit pedattiin Mowiol-Dabkoon

(HepG2-solut) ja Novacastraan (MB02-solut) objektilaseille.
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Laseilta laskettiin infektioprosentit fluoresenssimikroskoopin (Leitz DMRBE, Leica Nilomark

Oy, Espoo) avulla. Laskuissa huomioitiin B19-kapsidin ldsndolo tumassa sekda NS1:n

olemassaolo solussa.

Taulukko 3.1. Kokeissa kéytetyt primadrivasta-aineet:

Antigeeni Vasta-aine konsentraatio Vasta-aineen lahde
tuotettu
EEAl Hiiri 2 pl (1:100) Abcam, Cambridge, UK
B19 Kani 1 ug/ml (1:200) Dako, Carpinteria, CA
MPR Hiiri 0.1 nM (1:200) Invitrogen
LAMP-1 Hiiri 1:500 Developmental Studies
Hybridoma Bank, The
University of lowa, lowa City,
1A
LC3 Hiiri 2 ug/ml (1:100) Immuno Diagnostic Oy
Golgin97 Hiiri 0.1 pg/ml Molecular Probes
(1:2000)
NS1 Hiiri 1:500 Colin Parrish
Taulukko 3.2. Kokeissa kaytetyt sekundaérivasta-aineet:
Antigeeni Vasta-aine Konsentraatio Vasta-aine Vasta-
tuotettu konjugoitu aineen lahde
Hiiri 19G Vuohi 6.6 ug/ml (1:300) Alexa fluor-488  Molecular
10 pg/ml (1:200) Probes
Kani IgG Vuohi 10 png/ml (1:200)  Alexa fluor- 633  Molecular
Probes
Kani IgG Vuohi 10 png/ml (1:200)  Alexa fluor-594  Molecular
Probes
Hoechst 33258 1 pg/ml (1:1000) Sigma-

Aldrich
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4. TULOKSET

4.1. B19-viruksen solun sisaisen reitin tutkiminen

Ihmisen parvoviruksen (B19) solun siséisté reittia tutkittiin konfokaalimikroskoopilla.
Soluista méaritettiin viruksen ja tutkittavan rakenteen (EEA-1, MPR. LAMP-1, LC3, Golgi)
mahdollinen kolokalisaatio sekd Pearsonin vakio, joka kuvaa kahden muuttujan (virus ja
rakenne) valistd yhteyttd. Pearsonin vakio (r) voi saada arvoja -1—1, jolloin arvo 1 kuvaa
lineaarista riippuvuutta muuttujien valilla ja arvo 0 kertoo, ettd muuttujien vélilla ei ole
lineaarista riippuvuutta.

ZZny

(n-1)

r=

Kuvien analysointivaiheessa niista jatettiin huomioimatta tumaleima (DAPI), koska
varjaytyminen oli suurilta osin erittdin epéspesifista ja hairitsi kuvien tulkintaa. Viruksen ja
rakenteen vélista yhteyttd analysoitaessa huomioitiin vain ne Pearsonin vakiot, jotka ylittivat
arvon 0.7. MB02-soluista otetuista kuvista ei voitu osoittaa miten ihmisen parvoviruksen
solun siséinen reitti alkaa. Kun infektio oli edennyt 3 tuntia, nahtiin kolokalisaatiota MPR-
positiivisten rakenteiden kanssa (mydhaiset endosomit) (r = 0.77). Infektion edettya 12 tuntia
kolokalisaatiota nahtiin autofagosomien kanssa (r = 0.75). Cykloheximidill& suoritettiin
vastaavat kokeet ja huomattiin ettd cykloheximidilla ké&sittely ei aiheuttanut eroa virusmaarén
kanssa. Viruksen solun sisdinen reitti oli sama, joten voimme olettaa ettd soluissa tuotetut

uudet partikkelit eivat hdirinneet reitin tutkimista.

NLFK- ja HepG2- soluilla suoritettiin samat kokeet, samoilla aikapisteilld&. NLFK- soluissa
néhtiin B19-virusta, paikoitellen runsaastikin, joka todettiin voimakkaana fluoresenssina.

Kolokalisaatiota ei todettu minkaan tutkitun markkerin ja viruksen vélilla (p < 0.2).
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HepG2-soluissa virusta oli solun sisélla tai se oli jadnyt solun ulkopuolelle. Virusta ei néhty
tumassa, vaan se oli tuman ympérille kerdéntyneend. Mahdollinen kolokalisaatio nahtiin
infektion edettyd 30 minuuttia, MPR-positiivisten rakenteiden kanssa (r = 0.7). Kun infektio
oli edennyt 12 tuntia, ei nadhty kolokalisaatiota minkaan rakenteen kanssa ja virus sijaitsi solun

ulkopinnalla.

Taulukko 4.1. Rakenteen ja viruksen kolokalisaatiota kuvaavat Pearsonin vakiot (MB02-solut)

Pearsonin vakiot

0.9

EEA-1
@ \IPR

LAMP-1

LC3
= Golgi

5 min 30 min 1h 3h 6h 12h
Aikapisteet



4.1.1. Kolokalisaatiokuvaajat

4,000

1,500

1,000

Kuva 4.1. MB02 5 min p.i.
ch2=LC3, ch3=B19
Hieman kolokalisaatiota

Kuva 4.3. MB02 3h p.i.
ch2=MPR, ch3=B1
Vahaista kolokalisaatiota
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4,000
3,500

1,500
1,000 4

Kuva 4.2. MB02 1h p.i.
ch2=golgi, ch3=B19
Kolokalisaatio

4,000

Kuva 4.4. MB02 6h p.i.
ch2=EEA, ch3=B19
Ei kolokalisaatiota
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4.0004-- - - Az tmatio : 4,000
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1,000 4+ ;
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Kuva 4.5. MB02 12h p.i. Kuva 4.6. MB02 12h p.i.
ch2=LAMP-1, ch3=B19 ch2=LC3, ch3=B19
Vahaista kolokalisaatiota Vahaista kolokalisaatiota
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4.1.2. Konfokaalimikroskooppikuvat

Kuva 4.7. B19-virusproteiinin lokalisaatio suhteessa organellimarkkeriin (golgi) PFA-fiksoiduissa soluissa
1h p.i. golgi = vihred, B19 = punainen, kolokalisaatio = keltainen. Mittajana 10 pum.

Kuva 4.8. B19-virusproteiinin lokalisaatio suhteessa organellimarkkeriin (EEA-1) PFA-fiksoiduissa soluissa
3h p.i. EEA-1 = vihred, B19 = punainen, kolokalisaatio = keltainen. Mittajana 10 pm.



39

Kuva 4.9. B19-virusproteiinin lokalisaatio suhteessa organellimarkkeriin (LAMP-1) PFA-fiksoiduissa
soluissa 3h p.i. LAMP-1 = vihred, B19 = punainen, kolokalisaatio = keltainen. Mittajana 10 pum.

Kuva 4.10. B19-virusproteiinin lokalisaatio suhteessa organellimarkkeriin (LC3) PFA-fiksoiduissa soluissa
3h p.i. LC3 = vihred, B19 = punainen, kolokalisaatio = keltainen. Mittajana 10 pm.



40

Kuva 4.11. B19-virusproteiinin lokalisaatio suhteessa organellimarkkeriin (golgi) PFA-fiksoiduissa soluissa
3h p.i. golgi = vihred, B19 = punainen, kolokalisaatio = keltainen. Mittajana 10 pm.

Kuva 4.12. B19-virusproteiinin lokalisaatio suhteessa organellimarkkeriin (EEA-1) PFA-fiksoiduissa
soluissa 12h p.i. EEA-1 = vihred, B19 = punainen, kolokalisaatio = keltainen. Mittajana 10 pm.
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Kuva 4.13. B19-virusproteiinin lokalisaatio suhteessa organellimarkkeriin (MPR) PFA-fiksoiduissa soluissa
3h p.i. MPR =vihred, B19 = punainen, kolokalisaatio = keltainen. Mittajana 10 um.

Kuva 4.14. B19-virusproteiinin lokalisaatio suhteessa organellimarkkeriin (LAMP-1) PFA-fiksoiduissa
soluissa 12h p.i. LAMP-1 = vihred, B19 = punainen, kolokalisaatio = keltainen. Mittajana 10 um.
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merge

Kuva 4.15. B19-virusproteiinin lokalisaatio suhteessa organellimarkkeriin (LC3) PFA-fiksoiduissa soluissa
12h p.i. LC3 = vihred, B19 = punainen, kolokalisaatio = keltainen. Mittajana 10 pum.

Kuva 4.16. B19-virusproteiinin lokalisaatio suhteessa organellimarkkeriin (golgi) PFA-fiksoiduissa soluissa
12h p.i. golgi = vihred, B19 = punainen, kolokalisaatio = keltainen. Mittajana 10 pm.
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Autofagosytoosin inhibiitiokokeet suoritettiin MB02- ja HepG2- soluille kolmella eri
autofagosytoosiin vaikuttavalla aineella: wortmannin, 3-MA ja rapamysiini. Rapamysiini
vaikuttaa séateleméllad autofagosytoosin aloitusta proteiinikinaasi Tor:n (“target of
rapamycin”) vélityksella. Normaaleissa olosuhteissa Tor inhiboi autofagosytoosia, mutta
Tor:n inhiboiminen saa aikaan autofagosomien kasaantumisen. (Klionsky 2005)
3-metyyliadeniini (3-MA) inhiboi sisésyntyisten proteiinien hajotusta toimien erityisesti
autofagosomaalisella/lysosomaalisella hajotusreitillé (Seglen ja Gordon, 1981; Nakashima
ym. 2006). Wortmannin on biologisessa tutkimuksessa laajasti kaytetty penisilliini, joka
inhiboi mm. P13-kinaaseja. Sit4 voidaan kdyttad inhiboimaan solun sisdisen materiaalin
eristysta ja estdmaan autofagosomin muodostusta. (Rich ym. 2003) Infektioprosenteista
piirrettiin pylvasdiagrammit, joihin laskettiin myos tulosten keskihajonnat. Keskihajonta
kuvaa havaintoarvojen ryhmittymista keskiarvonsa ymparille; mité pienempi hajonta, sité
ldhempénd havaintoarvot ovat toisiaan. Tuloksia analysoitiin vertaamalla infektioprosentteja
kontrolliarvoihin. Kuvaajasta néhtiin, ettd 3-MA inhiboi virusinfektiota vdhentamalld B19-
kapsidiproteiinien tuottoa MB02-soluissa ja NS1:n tuottoa molemmissa solulinjoissa.
Wortmannin lisési B19-kapsidiproteiinien maarda molemmissa solulinjoissa ja vahensi NS1:n
tuottoa HepG2 soluissa. B19-kapsidiproteiinien mééran kasvu HepG2-soluissa merkitsi
myrkyn lisddvan soluun sisadn padsevien kapsidien méérad, koska vain MB02-soluissa voi
tapahtua uusien kapsidien tuottoa. MB02-soluissa NS1:n tuotto lisdantyi hieman
wortmanniinilla k&sittelyn jalkeen. Rapamysiini véhensi huomattavasti NS1:n ja B19-
kapsidiproteiinien tuottoa MB02-soluissa. HepG2-soluissa B19-kapsidiproteiinien tuotto

lisddntyi ja NS1:n tuotto pysyi ennallaan rapamysiinin vaikutuksesta.

Tuloksia analysoitiin tilastotieteellisesti T-testin avulla ja saaduista p-arvoista tulkittiin
tuloksen merkittavyys (raja-arvo 0.05). T-testissa tutkittavina olivat kaksi riippumatonta
otosta, joilla on erisuuruinen varianssi. T-testissa verrattiin ko. myrkyn ja kontrollin valista
yhteyttd molemmilla solulinjoilla. HepG2-soluilla merkittavyytta (p < 0.05) havaittiin B19-
kapsidiproteiinien maarassa, kun soluja oli k&sitelty wortmanniinilla. MB02-soluilla
merkittavyyttd B19-kapsidiproteiinien ja NS1:n maardén aiheutti solujen késittely

rapamysiinilla.
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Taulukko 4.2. Autofagosytoosin inhibiitio; infektioprosentit ja niiden keskihajonnat
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Taulukko 4.3. T-testin p-arvot (t-testit liitteend)

B19 kontrolli NS1 kontrolli

HepG2 p-arvo  MBO02 p-arvo
B19 Rapamycin 0.1071  B19 Rapamycin 0.02477
B19 Wortmannin 0.0357 B19 Wortmannin ~ 0.8271
B19 3-MA 0.0681 B19 3-MA 0.2174
NS1 Rapamycin 0.7002 NS1 Rapamycin 0.005849
NS1 Wortmannin 0.8374  NS1 Wortmannin  0.7048
NS1 3-MA 0.2426  NS1 3-MA 0.1126

M HepG2
B MB-02
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Autofagosomisten vesikkelien tilavuutta (um?®) analysoitiin Image J-ohjelman particle
analysis-sovelluksen avulla. Tarkoituksena oli selvittaa kasvaako LC3-positiivisten
vesikkelien tilavuus ja lukumaard B19-virusinfektion jalkeen. Analyysissa infektoituneiden
MBO02- ja HepG2-solujen LC3-positiivisten vesikkelien tilavuutta verrattiin kontrollisoluihin.

Analysoitavien vesikkelien lukuméaérat MB02-soluissa erosivat huomattavasti: B19-
infektoituneessa solussa vesikkeleja oli keskimaarin 8 kpl/solu, kontrollisolussa 36 kpl/solu.
HepG2-soluissa ei ollut yhtd huomattavaa eroa, B19-infektoituneessa solussa vesikkeleja oli
24 kpl/solu ja kontrollisolussa 30 kpl/solu. B19-infektoituneissa HepG2-soluissa LC3-
positiivisten vesikkelien tilavuus vaihteli 21-282 pm?® valilla ja tilavuuksien keskiarvo oli 87
um?®. HepG2-kontrollisolujen LC3-positiivisten vesikkelien tilavuus vaihteli valilla 21-680
um? ja keskiarvo oli 106 pm?. B19-infektoituneissa MB02-soluissa autofagosomisten
vesikkelien tilavuus vaihteli 27-279 pm?® valilla ja tilavuuksien keskiarvo oli 105 pm?®.

Vastaavat arvot olivat MB02 kontrollisoluilla 20-570 um?® ja 84 pm?®.
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5. TULOSTEN TARKASTELU

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd ihmisen parvoviruksen solun sisdista reittia
sekd autofagosytoosin mahdollista roolia virusinfektion etenemisessé. Ihmisen parvoviruksen
solunsiséista reittia ei ole aiemmin néin laajasti tutkittu, joten tulokset olivat mielenkiintoisia.
Oletuksena oli, ettd MB02-soluissa B19-virus replikoituu ja tuottaa uusia viruspartikkeleja
mutta HepG2-soluissa tapahtuu vain ei-rakenteellisen proteiinin, NS1:n, tuottoa. NLFK-solut
otettiin tutkimukseen mukaan kontrollisolulinjaksi, koska niissa ei oletettu tapahtuvan
viruksen sisédanottoa. Kuitenkin tulokset osoittivat oletuksemme NLFK-soluista vaaréaksi ja

niiden rooli negatiivisena kontrollina muuttui tutkimusten edetessé.

B19-viruksen solunsisaista reittid kartoitettiin kolmoisleimatuilla néytteillg, joita tutkittiin
konfokaalimikroskoopilla. Visuaalisen tarkastelun apuna kéytettiin kolokalisaatioanalyysia
virusproteiinin paikannuksessa. Konfokaalimikroskoopilla kuvatuissa MB02-solujen 3D-
kuvissa B19-virus nahtiin rakenteissa, jotka olivat mahdollisesti I&hella LC3-positiivisia
rakenteita (autofagosomit) ja golgin laitetta, kun virusinfektio oli edennyt 5 minuuttia.
Pearsonin vakio molemmille rakenteille oli 0.5. Taté ei kuitenkaan pidetty merkittavana,
koska kolokalisaatiota tarkoittavaksi Pearsonin vakion rajaksi oli aiemmin méaritelty 0.7.
HepG2-soluissa virus oli solun ulkopuolella 5 minuuttia infektion alkamisesta. NLFK soluissa
virus oli paassyt soluun sisddn. Tasta voidaan paatelld, ettd B19-virus padsee NLFK-soluihin
todenndkdisesti epaspesifisen endosytoosin seurauksena, koska NLFK- soluilta puuttuu
vaadittava reseptori viruksen normaaliin sisdadnottoon. Misséén tutkituista kolmesta
solulinjasta ei havaittu kolokalisaatiota viruksen ja varhaisten endosomien markkerin (EEA-1)
kanssa. Nama tulokset osoittavat, ettd B19-virus ei kayta klatriinivélitteistd endosytoosia
(markkeri EEA-1) soluun sis&an menossa. Ihmisen parvoviruksen sisdénoton alkuvaihetta

tulee tulevaisuudessa tutkia eri markkerien avulla.



47

Infektion edettyd 30 minuuttia MBO02-soluissa ei ndhty kolokalisaatiota mink&én rakenteen ja
viruksen vélilla. HepG2-soluissa kolokalisaatiota havaittiin myohéisten endosomien (MPR,
r=0.7) kanssa ja siitd voitiin paatella viruksen kéayttavan endosytoottista reittia HepG2-
soluihin sisdédn menossa. NLFK-soluissa virus ei kolokalisoinut minkaan rakenteen kanssa 30
minuutin jalkeen. Tunti infektion aloituksesta virus ei kolokalisoinut mink&an rakenteen
kanssa ja tulos oli kaikilla solulinjoilla sama. 3 tuntia infektion alkamisesta MB02-soluissa
kolokalisaatiota nahtiin MPR-positiivisten rakenteiden kanssa, joka voi tarkoittaa myohéisia
endosomeja tai trans-golgia. Tama tukee tuloksia, joita on saatu aiemminkin parvovirusten
kanssa; AAV-5-viruksen on nghty kasautuvan 3 tuntia infektion jalkeen golgin laitteen
alueelle. (Bantel-Schaal ym. 2002) NLFK- ja HepG2-soluissa ei havaittu kolokalisaatiota.

6 tuntia infektion aloituksesta, virus ei kolokalisoinut minkaan rakenteen kanssa mill&aan

kolmesta solulinjasta.

12 tuntia infektion alkamisesta B19-viruksen néhtiin kolokalisoivan LC3-positiivisten
rakenteiden kanssa MB02-soluissa. HepG2- ja NLFK-soluissa kolokalisaatiota ei ollut.
Autofagosytoosin eri muodoista makroautofagosytoosissa tapahtuu autofagosomien ja
lysosomien fuusioitumista. (Katsausartikkelissa Cuervo 2004b; Eskelinen 2006) Aiemmissa
tutkimuksissa (UT7-solut) oli havaittu B19-viraalisen DNA:n lasn&olo sytoplasmisissa
rakenteissa sekd tumassa 2 tuntia infektion jalkeen. Kolokalisaatio tumarakenteiden kanssa
vahvistui kun infektion annettiin edeté 6 tuntia. (Gallinella ym. 2000) Saamamme tulokset
osoittivat, etta virus oli padssyt/joutunut autofagosomien sisdan permissiivisen MB02-
solulinjan soluissa, mutta semipermissiivisissé (HepG2) soluissa ja non-permissiivisissa
(NLFK) soluissa viruksen kerd&ntymista autofagosomaalisiin rakenteisiin ei havaittu. Tulos
viittaa siihen, ettd virus kulkeutuu autofagosomeihin vasta replikaatiovaiheen jalkeen, mita
semipermissiivisissa ja non-permissiivisisséa soluissa ei tapahdu. Virus saattaa olla
autofagosomeissa piilossa solun omalta immuunipuolustukselta tai se voi olla tulossa solusta
ulos autofagosomien sisélla. On my6s mahdollista, ettd solu on eristdnyt B19-viruksen
autofagosomin sisaan ja hajottaa sen siell& lysosomaalisten hydrolaasien avulla. (Nakashima
ym. 2006).
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Autofagosytoosin roolia B19-infektiossa tutkittiin k&sittelemalla HepG2- ja MB02-soluja
autofagosytoosia inhiboivilla aineilla. Soluista méaritettiin B19-kapsidiproteiinin ja NS1:n
lasnaolo ja tuloksia verrattiin kontrollisoluihin. Infektioprosenteista laskettiin keskihajonnat,

joiden avulla maaritettiin tuloksen merkittavyys (raja-arvo 0.05) T-testill&.

Rapamysiini vaikuttaa sédatelemélld autofagosytoosin aloitusta proteiinikinaasi Tor:n (target
of rapamycin”) vélityksella. Normaaleissa olosuhteissa Tor inhiboi autofagosytoosia, mutta
Tor:n inhiboiminen saa aikaan autofagosomien kasaantumisen (Klionsky 2005).
Infektioprosenteista piirretystd kuvaajasta voidaan nahdd NS1:n ja B19-kapsidiproteiinien
tuoton véhentyneen MBO02-soluissa rapamysiinilla kasittelyn jalkeen. T-testistd saadut p-arvot
(B19 0.02 ja NS1 0.005) tukevat myos tuloksen merkittavyyttd. Tésta voidaan paatella
autofagosytoosin hillitsevan/véhentdvan B19-virusinfektiota. On kuitenkin hyva huomioida,
ettd rapamysiini ei ole kovin spesifinen ja voi vaikuttaa my6s jossain muussa vaiheessa

endosytoottista reittia.

3-metyyliadeniini (3-MA) inhiboi sisésyntyisten proteiinien hajotusta toimien erityisesti
autofagosomaalisella/lysosomaalisella hajotusreitilld. Tutkimuksissa 3-MA:ta voidaan kdyttaa
autofagosytoosin spesifisend inhibiittorina. (Seglen ja Gordon, 1981; Nakashima ym. 2006)
Tutkimuksissamme 3-MA véhensi B19-kapsidiproteiinien tuottoa MB02-soluissa sekd NS1:n
tuottoa molemmissa solulinjoissa. Tulosta ei kuitenkaan voitu pitdd merkittdvana. Kuvaajasta
néhtiin molempien solulinjojen NS1:n ja B19-kapsidiproteiinien keskihajontojen sijoittuvan
paallekkain vastaavien kontrolliarvojen kanssa. Tasta jo voitiin péatelld, etta tuloksilla ei ole

merkittdvyytta ja tdmad tulos vahvistui T-testin suorituksen jalkeen (p-arvot > 0.05).

Wortmannin on biologisessa tutkimuksessa laajasti kdytetty penisilliini, joka inhiboi mm. P13-
kinaaseja. Autofagosytoosin tutkimuksissa sitd voidaan kayttad inhiboimaan solun sisdisen
materiaalin eristysta ja siten estdmaan autofagosomin muodostumisen. (Rich ym. 2003)
MBO02-soluissa ei havaittu merkittavyyttd wortmannin-kasittelyn jalkeen. HepG2-soluissa

wortmanniinilla kasittely aiheutti tumassa olevan B19-kapsidiproteiinin maarén rajun
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vahenemisen. Tuloksen analysointi T-testill& vahvisti tuloksen merkittdvyyden (p=0.0357).
Tasta voidaan péatelld, etté virus tarvitsee autofagosytoosia mahdollisesti jo
sisadntulovaiheessa ennen replikoitumistaan. On myos tietenkin mahdollista, ettd Wortmannin
vaikuttaa johonkin muuhun vaiheeseen viruksen soluun tunkeutumisessa ja siten estaa

viruksen paasya tumaan.

Autofagosytoosin manipulaatiokokeen tulokset viittaavat siihen, etta autofagosytoosilla
saattaa olla rooli tuottoisan B19-infektion synnyssé permissiivisissa soluissa. Toisaalta, koska
vain rapamysiini esti sekd NS1-tuoton ettd virusproteiinin keradntymisen tumaan ja vain
wortmanniini vaikutti semipermissiivisissa soluissa viruksen tumalokalisaatioon, eivét
tulokset anna suoraa vastausta autofagosytoosin tarpeellisuudesta virusinfektiossa. Liséksi on
muistettava, ettd rapamysiini ja wortmanniini ovat epaspesifisia myrkkyja autofagosytoosille,
joten nédiden myrkkyjen virusinfektiota hillitseva vaikutus voi kohdistua myos toisaalle
solunsiséisessa kuljetuskoneistossa. Koska autofagosytoosille spesifisimman 3-MA:n
vaikutus infektioon jai melko merkityksettomaksi tilastotieteellisen analyysin seurauksena, jaa

autofagosytoosin tarpeellisuus B19-infektiossa vieléd epaselvéksi ndiden kokeiden jéalkeen.

Selvittddksemme indusoiko B19-infektio autofagosomien muodostusta tai muuttaako se
niiden morfologiaa esim. kasvattamalla niitd analysoimme autofagosomisten vesikkelien
lukumé&éraa ja tilavuutta Image J-ohjelman avulla. Aiemmissa tutkimuksissa oli huomattu
autofagosomisten vesikkelien koon ja lukumaarén kasvavan 5 péivaa B19- infektion jalkeen.
Vastaavaa ei tapahtunut kontrollisoluissa. (Nakashima ym. 2006) Tassé tutkimuksessa soluja
tutkittiin 12 tuntia infektion jalkeen. B19-infektoiduissa HepG2-soluissa LC3-positiivisten
vesikkelien tilavuuksien keskiarvo (87 um?®) oli pienempi kuin kontrollisoluissa (106 pm?®), eli
koon kasvua ei ndhty. MB02-soluissa tilanne oli pdinvastainen, B19-infektoiduissaa soluissa
vesikkelien tilavuuksien keskiarvo (105 pm?) oli suurempi kuin kontrollisoluissa (84 pm?®).
Tulokseen tulee kuitenkin suhtautua varauksellisesti, koska analysoitavien vesikkelien
lukuméara, joista keskiarvo laskettiin, oli eri B19-infektoituneissa soluissa (8 kpl) ja

kontrollisoluissa (36 kpl). Tama johtui B19-infektoituneiden MB02-solujen mahdollisesta
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hajoamisesta tutkimuksen eri vaiheiden aikana seka vaikeudesta pedata ja sdilyttaa solut
objektilasilla.

Halusimme my0s tietdd, kuinka monta autofagosomia l6ytyy infektoiduista soluista verrattuna
ei infektoituihin (vesikkelid/ solu). B19-infektoiduissa MB02-soluissa LC3-positiivisten
vesikkelien méara oli huomattavasti pienempi (8 kpl) kuin kontrollisoluissa (36 kpl). HepG2-
soluissa ero oli pienempi, infektoiduissa soluissa oli 24 kpl LC3-positiivista vesikkelig, ja
kontrollisoluissa 30. Autofagosomien maaré nayttaisi laskevan B19 permissiivisissa soluissa,
mutta pysyvén ldhes samana semipermissiivisissa soluissa 12 h inokulaation jalkeen. Tdma
Voisi viitata autofagosomien hajoamiseen, fuusioitumiseen muihin kalvorakenteisiin tai
autofagosomien tuoton vahenemiseen B19-infektion seurauksena. Koska vain permissiiviset
solut reagoivat infektioon, voidaan olettaa, ettd autofagosomien maarén vaheneminen seka
autofagosomien koon suureneminen liittyvat viruksen replikaatioon ja uusien
viruspartikkelien tuottoon, eivat pelkkadn NS1-tuottoon tai viruksien lasndoloon solussa.
Aiemmat tulokset (Nakashima ym. 2006), jotka osoittivat autofagosomien mééran kasvaneen,
oli saatu paljon pidemmilla infektioajoilla (2 ja 5 paivad). Taméan kokeen tuloksena nahtiin
B19-infektion kasvattavan autofagosomien kokoa, mutta autofagosomien lukumaaré ei
suurentunut B19-infektion seurauksena. Mielenkiintoista olisi tutkia soluja pidemmilla
infektioajoilla ja verrata kasvaako autofagosomien koko edelleen ja toisaalta, vaikuttaisiko se
autofagosomien lukumé&araa kasvattavasti. Tulevaisuudessa kokeita suorittaessa solujen maaré

olisi myos hyva olla suurempi.

Y hteenvetona tdman tutkimuksen tuloksista havaittiin, ettd ihmisen parvovirus ei kayta
klatriinivalitteista endosytoosia soluun sisdéédn menossa, koska viruksella ei havaittu
kolokalisaatiota EEA1-markkerin kanssa. Viruksen kolokalisaatio 3 tunnin jalkeen MPR-
positiivisten rakenteiden kanssa, sekéd 12 tunnin jalkeen LC3-positiivisten rakenteiden kanssa
osoittaa viruksen kulkeutuvan mahdollisesti myohéisten endosomien kautta soluihin ja
paatyvan replikaation jalkeen autofagosomaalisiin rakenteisiin, mika vahvistaa aiemmissa
tutkimuksissa saatuja tuloksia. (Bantel-Schaal ym. 2002; Nakashima ym. 2006) Viruksen

solun sisainen reitti, etenkin alku, jai kuitenkin viel& osittain selvittdmatta ja siksi
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lisatutkimukset ovat tarpeellisia. Autofagosytoosin rooli virusinfektiossa osoittautui olevan
kaksijakoinen, rapamysiinill& suoritetut kokeet osoittivat autofagosytoosin hillitsevéan
virusinfektiota permissiivisissa soluissa, mutta toisaalta wortmanniinilla seka 3-MA:lla ei
nayttanyt olevan vaikutusta B19-infektiivisyyteen permissiivisissa soluissa. Sen sijaan
wortmanniinilla suoritetut inhibiitiokokeet semipermissiivisissé soluissa, joissa havaittiin
kapsidien tumalokalisaation véheneminen, viittaavat viruksen tarvitsevan autofagosytoosia jo
ennen viruksen replikaatiota. Virusten kyky manipuloida ja kayttda hyvéksi autofagosytoosia
on tunnistettu jo aiemmissa tutkimuksissa, mutta B19-viruksen kohdalla aihe vaatinee viela
paljon lisaa tutkimuksia. Autofagosytoosiin vaikuttaminen ladkekeinoin voisi mahdollisesti

olla osana vahentamassa tulevaisuuden B19-infektioita.
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LIITTEET

Liite 1. Autofagosytoosin inhibiitiokokeiden T-testit

Student t Test for unpaired data with unequal variance

Group 1: HepG2 Rapamycin B19
Group 2: HepG2 ei myrkkyéa B19

Count
Mean
Variance
Std. Dev.
Std. Err

Mean Difference
Degrees of Freedom
t Value

t Probability

Group 1
3

9.9
26.17
5.11566
2.95353

7.96667
2
2.6221
0.1071

Group 2
3
1.93333
1.52333
1.23423
0.712585

Student t Test for unpaired data with unequal variance

Group 1: HepG2 Rapamycin NS1
Group 2: HepG2 ei myrkkya NS1

Count
Mean
Variance
Std. Dev.
Std. Err

Mean Difference
Degrees of Freedom
t Value

t Probability

Group 1
3

61.3667
123.213
11.1002
6.40867

-6.63334
2
-0.42703
0.7002

Group 2
3

68
600.67
24.5086
14.15
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Student t Test for unpaired data with unequal variance

Group 1: HepG2 3-MA NS1
Group 2: HepG2 ei myrkkyd NS1

Count
Mean
Variance
Std. Dev.
Std. Err

Mean Difference
Degrees of Freedom

t Value
t Probability

Group 1
3

45.0333
34.1633
5.84494
3.37458

-22.9667
2
-1.5788
0.2426

Group 2
3

68
600.67
24.5086
14.15

Student t Test for unpaired data with unequal variance

Group 1: HepG2 Wortmannin NS1
Group 2: HepG2 ei myrkkyd NS1

Count
Mean
Variance
Std. Dev.
Std. Err

Mean Difference
Degrees of Freedom

t Value
t Probability

Group 1
3

63.3333
759.063
27.5511
15.9066

-4.66667
3
-0.2192
0.8374

Group 2
3

68
600.67
24.5086
14.15

Student t Test for unpaired data with unequal variance

Group 1: HepG2 3-MA B19
Group 2: HepG2 ei myrkkyéa B19

Count
Mean
Variance
Std. Dev.
Std. Err

Group 1
3
5.03333
2.86333
1.69214
0.976957

Group 2
3
1.93333
1.52333
1.23423
0.712585
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Mean Difference
Degrees of Freedom
t Value

t Probability

3.1

3
2.5636
0.0681

Student t Test for unpaired data with unequal variance

Group 1: HepG2 Wortmannin B19
Group 2: HepG2 ei myrkkyéa B19

Count
Mean
Variance
Std. Dev.
Std. Err

Mean Difference
Degrees of Freedom
t Value

t Probability

Group 1
3

16.9667
29.7633
5.45558
3.14978

15.0333
2
4.6552
0.03573

Group 2
3
1.93333
1.52333
1.23423
0.712585

Student t Test for unpaired data with unequal variance

Group 1: MB02 Rapamycin B19
Group 2: MBO02 ei myrkkya B19

Count
Mean
Variance
Std. Dev.
Std. Err

Mean Difference
Degrees of Freedom
t Value

t Probability

Group 1
7
15.1286
63.739
7.98367
3.01755

-33.5339
7
-2.7642
0.02477

Group 2
8

48.6625
1104.55
33.2347
11.7503
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Student t Test for unpaired data with unequal variance
Group 1: MB02 3-MA B19
Group 2: MBO02 ei myrkkya B19

Group 1 Group 2

Count 6 8

Mean 32.0167 48.6625
Variance 113.822 1104.55
Std. Dev. 10.6687 33.2347
Std. Err 4.35549 11.7503
Mean Difference -16.6458

Degrees of Freedom 8

t Value -1.3283

t Probability 0.2174

Student t Test for unpaired data with unequal variance
Group 1: MB02 Wortmannin B19
Group 2: MBO02 ei myrkkya B19

Group 1 Group 2

Count 7 8

Mean 52.5714 48.6625
Variance 1184.97 1104.55
Std. Dev. 34.4233 33.2347
Std. Err 13.0108 11.7503
Mean Difference 3.90893

Degrees of Freedom 12

t Value 0.22297

t Probability 0.8271

Student t Test for unpaired data with unequal variance
Group 1: MB02 Rapamycin NS1
Group 2: MBO02 ei myrkkya NS1

Group 1 Group 2

Count 5 8

Mean 10.26 61.525
Variance 14.483 1389.32
Std. Dev. 3.80565 37.2735

Std. Err 1.70194 13.1782



Mean Difference
Degrees of Freedom
t Value

t Probability

-51.265
7
-3.8581

0.005849

Student t Test for unpaired data with unequal variance

Group 1: MB02 3-MA NS1
Group 2: MBO02 ei myrkky& NS1

Count
Mean
Variance
Std. Dev.
Std. Err

Mean Difference
Degrees of Freedom
t Value

t Probability

Group 1
6

34.15
482.023
21.955
8.9631

-27.375
11
-1.7177
0.1126

Group 2
8
61.525
1389.32
37.2735
13.1782

Student t Test for unpaired data with unequal variance

Group 1: MB02 Wortmannin NS1
Group 2: MBO02 ei myrkkya NS1

Count
Mean
Variance
Std. Dev.
Std. Err

Mean Difference
Degrees of Freedom
t Value

t Probability

Group 1
7

69.4
1670.94
40.8771
15.4501

7.875
12
0.3878
0.7048

Group 2
8
61.525
1389.32
37.2735
13.1782
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