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Seeprakala immunologisena

tutkimusmallina

Ihmisgenomiprojekti ja uudet loydetyt tautien
geeniassosiaatiot lisdavat tarvetta geneettisesti
manipuloitavien mallieldinten kaytoélle. Seepra-
kala on perinteinen kehitysbiologian mallielain,
jonka suosio biolaaketieteellisessa tutkimuksessa
on kasvanut rajahdysmaisesti viime vuosina. Syy
tutkimusmallin suosioon liittyy seeprakalan alkion
lapinékyvyyteen ja nopeaan kehitykseen sekd mo-
nipuolisiin geneettisen manipulaation mahdolli-
suuksiin. Seeprakalan poikasilla yksittaisia geeneja
voidaan vaimentaa helposti morfoliinotekniikan
avulla. Pienen ja nopeasti lisadantyvan seeprakalan
avulla voidaan toteuttaa laajoja geneettisia seu-
lontoja erilaisissa tautimalleissa. Immunologiseen
tutkimukseen seeprakala soveltuu erinomaises-
ti: se on neurofysiologiselta kehitystasoltaan alin
genomiltaan tunnettu selkarankaisiin kuuluva
mallieldin, jolla on tdysin kehittynyt immuunipuo-
lustus — seka synnynnainen etta hankinnainen im-
muniteetti.

Useat synnynniisen immuniteetin mekanis-
mit, kuten fagosytoosi ja sytokiinituotto, ke-
hittyivit 700 miljoonaa vuotta sitten meressa
eliville selkdrangattomille organismeille. Vield
nykyisin kaikki selkirangattomat — noin 95 %
kaikista lajeista — puolustautuvat infektioita
vastaan pelkdn synnynndisen immuniteetin
avulla. Monet immuunipuolustuksen perus-
mekanismit ovat siilyneet evoluutiossa lihes
muuttumattomina selkdrankaisiin ja nisak-
kiisiin asti (Pancer ja Cooper 2006, Kvell

ym. 2007). Niin ollen helposti geneettisesti
muunneltavia mallieldiimid, erityisesti ba-
naanikirpastd, Drosophila melanogasterita, on
kaytetty paljon synnynniisen immuniteetin
tutkimusmallina. Banaanikirpasmallin avulla
on esimerkiksi 16ydetty ihmisen Tollin kal-
taiset reseptorit (Toll-like receptors, TLRs),
ensisijaisen tdrkedt, mikrobeja tunnistavat
reseptorit (Hoffmann ym. 1999, Lemaitre ja
Hoffmann 2007).

Immuunipuolustuksen evoluutiossa seuraa-
va suuri harppaus, hankinnaisen immuniteetin
synty, tapahtui 200 miljoonaa vuotta myo-
hemmin, samaan aikaan, kun kaloille kehittyi
ensimmaisistd kiduskaarista leukaluut. Seepra-
kala, Danio rerio, on leukakala ja kuuluu muun
muassa karpin ja kultakalan tavoin Cyprinidae-
perheeseen. Timin perheen ja nisdkkiiden lin-
jat erosivat 450 miljoonaa vuotta sitten toisis-
taan. Leukakaloilla on ylempien selkdrankais-
ten kanssa samankaltainen tdysin kehittynyt
immuunipuolustus, johon kuuluvat mm. han-
kinnaisen immuniteetin B- ja T-lymfosyytit,
MHC (major histocompatibility complex) ja
immunologinen muisti. Kuten synnynndisen
my6s hankinnaisen immuniteetin mekanismit
ovat siilyneet lihes muuttumattomina synnys-
tddn asti — leukakaloista ihmiseen (Pancer ja
Cooper 2006, Kvell ym. 2007). Vaikka seepra-
kala on immunologisena tutkimusmallina uusi,
on jo onnistuttu luomaan useita malleja im-
munologisten hiiriotilojen kuten leukemian,
lymfooman ja immuunipuutosten tutkimiseksi
seeprakalassa (Meeker ja Trede 2008).
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Seeprakalalla on tehty kehitysbiologista tut-
kimusta 1930-luvulta lihtien, muun muassa
sen alkioiden lapindkyvyyden ja kohdunul-
koisen kehityksen takia. Myohemmin seepra-
kala on osoittautunut erittdin hyviksi malliksi
useilla biolddketieteen osa-alueilla: geneet-
tisissd, toksikologisissa ja farmakologisissa
tutkimuksissa sekd viime aikoina myos infek-
tiobiologiassa ja immunologiassa (Phelps ja
Neely 2005, Meeker ja Trede 2008). Seepraka-
lalla on monia edullisia ominaisuuksia, joiden
vuoksi siitd on nopeasti tullut suosittu bio-
lidketieteellinen mallieldin. Tarkeimmit edut
liittyvit alkionkehityksen ominaispiirteisiin
ja geneettisen manipulaation monipuolisiin
mahdollisuuksiin. Kehitysprosesseja on help-
po seurata, koska alkionkehitys tapahtuu koh-
dun ulkopuolella ja poikanen on ensimmadisen
viikon ajan lapindkyvi. Lisiksi kehitys etenee
erittdin nopeasti: sydan ly6 jo 24 tunnin ku-
luttua hedelmoityksestd ja kaikki elimet ovat

KUVA 1. A) Seeprakalan ruskuaispussipoikasia 48
tuntia hedelmoityksen jalkeen. Yksi poikasista on
kuoriutunut suonikalvon sisalta. B) Aikuisia seepra-
kaloja.
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pddasiallisesti kehittyneet 48 tunnin kuluttua
(kuva 1A). Seeprakalan geneettinen manipu-
lointi on suhteellisen helppoa verrattuna mui-
hin selkirankaisiin mallieldimiin. On olemassa
tehokkaita menetelmid tuottaa satunnaisia tai
kohdennettuja mutaatioita seeprakalan peri-
main. Seeprakalamallin parhaita ominaisuuk-
sia onkin mahdollisuus laajoihin geneettisiin
seulontoihin uusien geenien kartoittamiseksi.
Seeprakalan pieni koko (< S cm) (kuva 18) ja
jilkeldisten nopea tuotto (200-300 poikasta
viikossa) mahdollistavat sellaiset laajat ge-
neettiset seulonnat, joita on aiemmin voitu to-
teuttaa vain selkdrangattomilla mallieldimilla.
Liséksi jo tunnettuja geeneji voidaan vaimen-
taa seeprakalan poikasilla helposti, vaikkakin
lyhytaikaisesti, morfoliino-oligonukleotidi-
tekniikan avulla (kuva 2a). Geneettisille tut-
kimuksille uusia mahdollisuuksia avaa seepra-
kalan genomin sekvensointiprojekti, joka on
jo lihes valmis ja seeprakalatutkijayhteison
saatavilla (www.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/)
(Niisslein-Volhard ja Dahm 2002, Lieschke ja
Currie 2007) (TAULUKKO 1).

Seeprakalan immuunipuolustus

Synnynndinen immuniteetti. Infektion aikana
seeprakalan elimist6on pdidsseen patogeenin
havaitsevat ensimmaiisend hahmontunnistus-
reseptorit, jotka tunnistavat erilaisia konser-
voituneita patogeenien pintarakenteita. Hah-
montunnistusreseptoreista Tollin kaltaiset
reseptorit (TLR) ovat tirkeitd signaloivia re-

TAULUKKO 1. Seeprakalan etuja ja heikkouksia mal-
lieldimena.

+ Laajat mutageneesiseulonnat mahdollisia

+ Neurofysiologiselta kehitystasoltaan alin malli-
elain, jolla on hankinnainen immuniteetti

+ Tuottaa nopeasti paljon jalkelaisia, yksilonkehi-
tys on nopeaa

+ Poikaset ovat lapinakyvia ensimmaisten elinpai-
viensa ajan

+ Morfoliinotekniikat mahdollisia

- Solubiologisten tyokalujen puute, ei jatkuvia so-
lulinjoja eika kaupallisia vasta-aineita saatavilla

— Poikkeaa anatomisesti ihmisesta enemman kuin
nisakasmallielaimet, esimerkiksi keuhkot ja luu-
ydin puuttuvat
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KUVA 2. A) Geenin vaimentaminen morfoliinotek-
niikalla. Morfoliinot voidaan suunnitella estamaan
translaation aloitusta tai esi-RNA:n silmukointia.
Morfoliinot ruiskutetaan 1-4 solun asteella ole-
vaan alkion ruskuaispussiin. B) Geneettinen seulon-
ta. Tehtdessd mutageneesiseulontaa seeprakaloille
perustajapolven (F;) uros kasitellaan kemiallisel-
la mutageenilla (ENU), jolloin toiseen sen periman
DNA-juosteista tulee satunnaisia pistemutaatioita.
Uros risteytetaan villin tyypin (+/+, sininen) naaraan
kanssa, jolloin saadaan mutaation suhteen hetero-
tsygoottinen (+/m, violetti) F,-polvi. Myés F,-polven

kalat risteytetaan villin tyypin kalojen kanssa, ja nain
saadaan F,-polvi, jossa on mutaation suhteen seka
heterotsygootteja etta villityypin yksiléita. F,-polves-
sa sisaruksia risteytetaan keskenaan F;-polveksi, jossa
25 %:ssa poikueista 25 % poikasista on mutaation
suhteen homotsygootteja (m/m, punainen). Muta-
tion suhteen homotsygoottiset yksilot pyritaan 16y-
tamaan sopivalla seulontamenetelmalla, esimerkiksi
poikasten ilmiasun perusteella. Mutatoinut kohde-
geeni voidaan tunnistaa positionaalisen kloonauk-

sen avulla.
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septoreita. Seeprakalalta on 16ydetty vihintiin
yksi vastine ihmisen jokaiselle kymmenelle
TLR-geenille ja lisdksi kaksi kalaspesifistd
TLR-geenid. Hahmontunnistusreseptorit ovat
enimmikseen sdilyneet hyvin evoluutiossa
kaloista ihmiseen (Meijer ym. 2004, Phelps ja
Neely 2005).

Hahmontunnistusreseptorien sitoutuminen
patogeeneihin laukaisee tulehdusvilittdjdainei-
den tuotannon. Seep-
rakalalta on 16ydetty

(Lieschke ym. 2001, Phelps ja Neely 2005).
Virusinfektioita ja solunsisdisid patogeeneja
vastaan seeprakala taistelee sytotoksisilla so-
luilla, joita on kahta eri tyyppid: luonnollisia
tappajasoluja (NK-soluja) ja epispesifisid sy-
totoksisia soluja (nonspecific cytotoxic cells,
NC). NK-solut tunnistavat mikrobeja resep-
torivilitteisesti, mutta seeprakalalta ei ole 16y-
tynyt NK-reseptoreja. Luukaloille ominaisten
NITR-reseptorien (novel immune-type recep-
tors) on ajateltu hoitavan NK-reseptorien teh-

T-solujen toiminta
on seeprakalalla
samankaltaista
kuin ihmisella

tivid mikrobien tunnistamisessa (Trede ym.
2004). NC-soluilla puolestaan on ilmeisesti
tirked tehtava kalan parasiittien tunnistami-
sessa, ja ne muistuttavat morfologialtaan mo-

mm. interleukiini 1B:n
ja tuumorinekroosite-
kijd alfan geenit, jotka
osallistuvat akuutin
vaiheen immuunivas-

teen kiynnistymiseen
samankaltaisesti kuin nisikkdiden vastaavat
tulehduksenvilittijiaineet (Phelps ja Neely
2005).

Tulehduksenvilittdjdaineet saavat aikaan
hetkellisesti akuutin vaiheen proteiinien tuo-
ton huomattavan lisddntymisen. Seeprakalalta
on l6ydetty useiden ihmisen akuutin vaiheen
proteiinien vastineiden kuten CRP:n ja seeru-
min amyloidi A:n lisdksi uusia kalaspesifisid
akuutin vaiheen proteiineja. (Meeker ja Trede
2008). Tulehduksen akuutin vaiheen aikana
tapahtuu my6s komplementin aktivaatio, joka
voi seeprakalalla tapahtua kolmea eri reittid
kuten ihmisellakin: klassista reittid, vaihtoeh-
toista reittid tai lektiinireittid. Komplementti-
systeemi on seeprakalalla tiysin kehittynyt ja
hyvin samankaltainen kuin ihmiselld. Se pyr-
kii tuhoamaan patogeenit rikkomalla niiden
solukalvon tai opsonoimaan ne fagosytoosia
varten (Phelps ja Neely 2005).

Seeprakalalla on bakteereja fagosytoivia
kudosmakrofageja, jotka vastaavat ulkomuo-
doltaan ja toiminnaltaan ihmisen makrofage-
ja (Trede ym. 2004, Phelps ja Neely 2005).
Toisin kuin ihmisilld seeprakaloilla makro-
fagit kypsyvit munuaisissa luuytimen sijaan
(Phelps ja Neely 2005 ). Toista tirkedd akuutin
vaiheen fagosytoivaa solutyyppid granulosyyt-
tejd seeprakalalla on kahdenlaisia: neutrofii-
leja ja nisikkiistd poiketen tuntemattomalla
tavalla toimivia soluja, joilla on sekd eosino-
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nosyytteji enemmin kuin NK-soluja (Phelps
ja Neely 2005) (TAULUKKO 2).

Hankinnainen immuniteetti. Antigeenia
esittelevit solut ovat ensimmadisid hankinnai-
sen immuniteetin soluja, jotka ovat kontaktissa
elimist66n tunkeutuneen patogeenin kanssa.
Seeprakaloilta ei ole 16ydetty dendriittisoluja,
»ammattimaisia>» antigeenid esittelevid soluja,
mutta niilld on sekd monosyyttejd ettd kudos-
makrofageja, jotka pystyvit tihdn tehtdviin.
Antigeenia esittelevit solut fagosytoivat mik-
robin ja prosessoivat sen peptideiksi. Antigee-
nien esittely tapahtuu pernassa, munuaisissa ja
suolessa, jotka toimivat seeprakalan sekundaa-
risina imukudoksina (Phelps ja Neely 2005).

Seeprakalalla ei ole luuydinti eikd ilmeises-
ti imusolmukkeita, joskin imusuonijirjestel-
mi on seeprakalalta 16ydetty vasta hiljattain
(Yaniv ym. 2006). Luuytimen sijaan B-solut
kypsyvit munuaisissa.

T-solujen toiminta on seeprakalalla saman-
kaltaista kuin ihmisell3, ja seeprakalalla onkin
toimiva immunologinen muisti. Toisin kuin
ihmiselld, seeprakalan B-solut erittavit ldhin-
nd IgM-luokan vasta-aineita, ja IgG-, IgD-,
IgE ja IgA-luokan vasta-aineet puuttuvat lihes
kokonaan. Hedelmoityksestd noin neljin vii-
kon ajan seeprakalan poikasten B-solut eivit
vield eritd immunoglobuliineja ja T-solut ovat
kypsymittomid. Sitd ennen immuunipuolus-
tus perustuu pelkkdin synnynniiseen immu-
niteettiin (van der Sar ym. 2004, Trede ym.
2004, Phelps ja Neely 2005, Meeker ja Trede
2008) (TAULUKKO 2).



TAULUKKO 2. Ihmisen, seeprakalan ja banaanikarpasen immuunipuolustus.

Synnynndinen immuniteetti

Tollin kaltaiset reseptorit
(TLR)

Granulosyytit

lhminen

10 erilaista, kaikilla im-
munologinen tehtava

Neutrofiilit, eosinofiilit

Seeprakala

Loydetty vastine jokai-
selle ihmisen TLR:lle,
ligandeissa eroja ihmi-
seen verrattuna

Neutrofiilit ja eosino—-

Banaanikarpanen

Noin 10 Toll-reseptoria,
joista vain yhdella osoi-
tettu immunologinen
tehtava

ja basofiilit
Makrofagit +
Sytotoksiset solut NK-solut
Komplementti +

Hankinnainen immuniteetti

Primaariset imukudokset Luuydin ja kateenkorva

Sekundaariset imukudok- Imusolmukkeet, suoli,
set perna, ym.

MHC-proteiinit +

Antigeenia esittelevat
solut

Lymfosyytit T- ja B-solut

Dendriittisolut, monosyy-
tit, makrofagit ja B-solut

basofiilit
+ Makrofaginkaltaiset plas-
matosyytit
NC-solut ja NK- solut, =
eroja reseptoreissa ver-
rattuna ihmiseen
+ Joidenkin komponenttien

vastineita, ei koko sys-

teemia

Munuaiset ja kateen- -
korva

Perna, munuaiset, suoli -

+ =

Monosyytit ja makro- =
fagit

T- ja B-solut, eroja vasta-
ainetuotannossa verrat-
tuna ihmiseen

MHC = major histocompatibility complex, NK-solut = luonnolliset tappajasolut, NC-solut = epaspesifiset sytotoksiset

solut

Seeprakalan infektiobiologia ja
immunologia

In vivo -kuvantaminen. Seeprakalan poikas-
ten lapindkyvyys ja kohdunulkoinen kehitys
tekevit mahdolliseksi elavin selkdrankaisen
organismin toimintojen ja kehityksen seuraa-
misen ja kuvantamisen helposti ja epdinvasii-
visesti. Kuvantaminen on toistaiseksi rajoit-
tunut pigmentaation muodostumisen vuoksi
alle viikon ikiisiin poikasiin. Tulevaisuudessa
myos aikuisen kalan toimintojen kuvantami-
nen lienee mahdollista lapinakyvini siilyvilla
kalalinjoilla (White ym. 2008).
Seeprakalamallin avulla voidaan kuvantaa
elinten dynaamista kehitysti ja selvittid jopa
yksittdisten solujen alkuperd kuvaamalla ke-
hitysprosessia ja jaljittimalld sitten soluja ajas-
sa taaksepdin videolta (Yaniv ym. 2006). On

mahdollista seurata tulehdussolujen vaeltamis-
ta selkdrankaisen elimistossd esimerkiksi haa-
van paranemisen tai infektion aikana (Redd
ym. 2006). Tulehdussolujen kuvantamisessa
voidaan hyodyntdd lukuisia saatavilla olevia
siirtogeenisid kalalinjoja, jotka ilmentavit
fluoresoivaa merkkiainetta (green fluorescent
protein, GFP) kiinnostuksen kohteena olevis-
sa soluissa. On kehitetty esimerkiksi seepraka-
lalinjoja, jotka ilmentavit GFP:td epakypsissi
T- ja B-soluissa, T-soluissa, neutrofiileissa tai
myeloidilinjan soluissa (Jessen ym. 1999,
Traver ym. 2003, Hsu ym. 2004, Langenau
ym. 2004, Renshaw ym. 2006). Fluoresoivien

Henna Syrjakarin ja Marikki Laihon palkitut

M nro 22/2008: Valketta syvyyksista — kemian
Nobelin palkinto vihrean fluoresoivan
proteiinin keksijoille, s. 2599.
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» Alkioiden lapindkyvyyden ja nopean kohdunulkoi-
sen kehityksen takia seeprakala on suosittu kehi-
tysbiologian mallieldin.

» Seeprakalan geneettiseen manipulointiin on moni-
puolisia mahdollisuuksia.

» Seeprakalamallissa voidaan seka toteuttaa laajoja
geneettisid seulontoja ettd mallintaa useita ihmi-
sen sairauksia.

» Seeprakala on neurofysiologiselta kehitystasoltaan
alin genomiltaan tunnettu mallieldin, jolla on tay-
sin kehittynyt immuunipuolustus.

» Immuniteetin mekanismit ovat hyvin sailyneet evo-
luutiossa kaloista ihmiseen.

isantdsolujen toiminnan lisiksi voidaan seura-
ta fluoresoivien patogeenien toimintaa elimis-
tossd. Saatavilla on valikoima eri aallonpituuk-
silla fluoresoivia bakteereja, jotka yhdistettyi-

na siirtogeenisiin GFP-kalalinjoihin tarjoavat
monenlaisia mahdollisuuksia immuunivasteen
ja infektioprosessin tutkimiseen lapinakyvissa

kalanpoikasissa.
Kiiiinteisen genetiikan (reverse genetics)

tavoitteena on erilaisia menetelmid kiyttien
muuttaa yksittdistd tunnettua geenid ja ndin

mallintaa vastaavan geenimutaation aiheut-

tamaa tautia ihmisessd. Hiirimallissa paljon

kiytetty »knockout>-geeninvaimennusme-
netelmai ei ole toistaiseksi onnistunut seepra-
kaloilla, koska seeprakalojen alkioiden kanta-

soluja ei ole onnistuttu kasvattamaan (Sood
ym. 2006). Sen sijaan seeprakalan poikasilla

on mahdollista vaimentaa nopeasti ja spesifi-
sesti yksittdisid tunnettuja geeneja morfoliino-

oligonukleotiditekniikan avulla (Nasevicius

ja Ekker 2000). Morfoliinot viediin mikroin-

jektiolla alkioiden ruskuaispussiin, misti ne
péasevit alkion kaikkiin soluihin. Morfoliinot
ovat 21-25 emdsparin mittaisia muunneltuja
antisense-oligonukleotideja, jotka sitoutuvat

spesifisesti vastaavaan sekvenssiin kohdegee-
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estimiin joko translaation aloitusta tai lahetti-
RNA :n silmukoimista (KUVA 2A).

Morfoliinotekniikan suurin puute on se, ettd
vaikutus kestdd vain 4-S vuorokauden ajan,
minki jilkeen morfoliinon miari kalanpoika-
sen soluissa ei ole endi riittdvi ja kohdeproteii-
nia alkaa jilleen ilmenty4. Tamén vuoksi mor-
foliinoihin perustuvat tutkimukset rajoittuvat
alle viiden vuorokauden ikiisiin seeprakalan-
poikasiin, ja niinpd esimerkiksi hankinnaista
immuniteettia ei morfoliinotekniikalla voida
tutkia (Nasevicius ja Ekker 2000). Lisiksi tu-
losten tulkintaa vaikeuttavat usein morfoliino-
jen epispesifiset vaikutukset ilmiasuun. Tulos-
ten spesifisyys voidaan varmistaa esimerkiksi
suunnittelemalla samalle geenille kaksi toi-
sistaan riippumatonta morfoliinoa. Toisaalta
geenien vaimennus morfoliinojen avulla on
esimerkiksi »knockout>-hiirten tuottamiseen
verrattuna erittdin halpaa, nopeaa ja helppoa.
Timi mahdollistaa toiminnallisten seulonto-
jen toteuttamisen, kuten tutkimuksessa, jossa
seulottiin 61 ehdokasgeenin joukosta 14 he-
matopoieettisten kantasolujen siitelijad (Eck-
feldt ym. 2005).

Suora genetiikka (forward genetics). Toi-
sin kuin ihmisgenetiikassa, jossa mutaatioita
etsitddn potilaista, malliorganismeissa voidaan
tuottaa suuri midrd mutanttiyksiloitd, joista
tunnistetaan kiinnostuksen kohteena oleva
muuttunut ilmiasu. Ndin on mahdollista etsid
systemaattisesti ennen tuntemattomia geeneja,
jotka ovat valttimattomiad tutkittavalle toimin-
nolle.

Genominlaajuisia immunologisia mutaatio-
seulontoja on tehty hyvin tuloksin mm. suk-
kulamadossa, banaanikirpisessi ja kasveissa.
Laajan mittakaavan mutaatioseulonnan to-
teuttaminen selkdrankaisessa mallieldimessd
on erds houkuttelevimmista seeprakalamallin
tarjoamista mahdollisuuksista. Ensimmii-
set seeprakalan geneettiset seulonnat tehtiin
1990-luvulla Bostonissa ja Tiibingenissa. Niis-
sd kartoitettiin varhaista alkionkehitystd ohjaa-
via geeniverkostoja (Driever ym. 1996, Haffter
ym. 1996). Seeprakalojen nopean kehityksen,
jalkeldisten nopean tuoton ja pienten tilavaa-
timusten vuoksi niilli on mahdollista toteut-
taa laajoja geneettisid seulontoja, jopa saturaa-



tioon asti (tilastollisesti tuotettu mutaatio
jokaiseen geeniin genomissa), miki on ollut
aikaisemmin mahdollista vain selkirangatto-
milla mallielaimilla. Nisiakkailld, esimerkiksi
hiirill3, laajojen geneettisten seulontojen to-
teuttaminen on ongelmallista, koska vaatii
erittdin suuria resursseja kasvattaa ja analy-
soida riittdvin suuri miird mutagenisoituja
eldinlinjoja. Nisdkdsmalleissa varhaisten kehi-
tysvaiheiden prosesseja, kuten synnynniisen
immuniteetin toimintaa ennen hankinnaisen
immuniteetin kdynnistymistd, ei myoskdin
padstd seuraamaan alkioiden kohdunsisiisen
kehittymisen vuoksi (van der Sar ym. 2004,
Trede ym. 2004, Phelps ja Neely 2005, Mee-
ker ja Trede 2008).

Seeprakalojen sukusoluihin voidaan tuot-
taa mutaatioita kolmella tavalla: kemiallisilla
yhdisteilld, esimerkiksi N-etyyli-N-nitroso-
urealla (ENU), insertionaalisen mutageneesin
avulla, esimerkiksi virusvektoreilla, tai gamma-
siteilylld. Kemiallinen mutageneesi ENU:lla
on yleisimmin kiytetty tapa (Pelegri 2005).
ENU-kisittelylld aiheutetaan ensimmadisen su-
kupolven uroskalojen sukusoluihin satunnaisia
mutaatioita. Seulontaa varten tuotetaan mu-
taatioiden suhteen homotsygoottisia yksiloita
risteyttamalld ENU:lla kisiteltyjen kalojen
jalkeldisia keskendidn kolmanteen sukupolveen
asti (kuva 28). Kun seulonnassa on 16ydetty
poikue, jossa esiintyy haluttua ilmiasua, selvi-
tetddn, missd geenissd mutaatio sijaitsee. Talld
tavalla on l6ydetty esimerkiksi useita B- ja T-
lymfosyyttien erilaistumiselle vilttimattomia
geeneji (Schorpp ym. 2006, Trede ym. 2007).

Infektiomallit seeprakalassa. Seeprakalaa
on kiytetty onnistuneesti tutkimusmallina
erilaisille ihmisen infektiotaudeille. Aikuisen
seeprakalan kokeellinen infektio aikaansaa-
daan ruiskuttamalla bakteerisuspensiota joko
verenkiertoon tai vatsakalvon sisddn. Poikas-
ten infektoimiseen riittdd bakteerisuspension
lisidminen veteen. Patogeenin mukaan ongel-
mia voi syntyd epdedullisten limpétilaolosuh-
teiden vuoksi: vaihtolimpoisid seeprakaloja
kasvatetaan +28 °C:ssa, mutta nisikispato-
geenien kasvulle ja toiminnoille optimaalinen
lampétila on +37 °C. Tidstd syystd infektiomal-
leissa pyritddn usein hyddyntimain seepraka-

lan luonnollisia patogeeneja (van der Sar ym.
2004).

Kalapatogeeni Mycobacterium marinum on
liheinen sukulainen ihmiselle tuberkuloosia
aiheuttavalle M. tuberculosis -bakteerille. Thmi-
sen ja seeprakalan

tuberkuloosin tau- Seeprakalamallissa
dinkuvat muistutta- yhdiStyVéit seks

vat toisiaan: -kut.en yksinkertaisempien
M. tuberculosis  ih- . . )
mistuberkuloosissa, etta kehi ttyneempien
M. marinum aiheut- malliorganismien

taa sekd aikuisessa parhaat puolet

kalassa ettd poika-
sessa etenevin kroonisen systeemisairauden,
jossa kudoksiin kehittyy kaseonekroottisia
granulomatoottisia muutoksia (Tobin ja Ra-
makrishnan 2008).

Streptococcus iniae on suuri taudinaiheut-
taja kalankasvattamoissa ja voi aiheuttaa in-
fektion sekid kaloissa ettd ihmisissd. S. iniae
aiheuttaa seeprakalalla systeemisen invasiivi-
sen tulehduksen, jonka oireita on esimerkiksi
aivokalvontulehdus (Neely ym. 2007). Sub-
optimaalisesta limpétilasta huolimatta seep-
rakalaa on kaytetty infektiomallina ihmispa-
togeeneille Salmonella arizonae, Streptococcus
pyogenes ja Salmonella typhmimurium (van der
Sar ym. 2003).

Lopuksi

Seeprakalamallissa yhdistyvit ainutlaatuisella
tavalla sekd yksinkertaisempien ettd kehitty-
neempien malliorganismien parhaat puolet:
mahdollisuus tehokkaaseen geneettiseen seu-
lontaan ja ihmisen sairauksien mallintamiseen.
Yhdistimalld laaja geneettinen seulonta tutkit-
tavaan tautimalliin voidaan 16yt tdysin uusia
patogeneesiin vaikuttavia geeneja.

Seulontaa varten seeprakalojen perimiin
aiheutetaan satunnaisia mutaatioita ja etsi-
tddn taudinkuvaan vaikuttavia geenimuutok-
sia. Seulottaessa infektioalttiuteen vaikuttavia
geenejd voidaan hyodyntdd kalalinjoja, jotka
ilmentavit fluoresoivia merkkiaineita erilai-
sissa tulehdussoluissa tai fluoresoivaa merk-
kiainetta ilmentéviid patogeenia. Néin voidaan
selvittdd infektion etenemisessd tapahtuvia,
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isdnndn ja patogeenin vuorovaikutukseen
perustuvia prosesseja ainutlaatuisella taval-
la. Samassa infektiomallissa seulonta voidaan
toteuttaa vaihtoehtoisesti my6s tuottamalla
mutaatioita bakteerin perimiin, jotta saadaan
tietoa patogeenin virulenssitekijoistd. Saatua
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