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Syopa on yksi yleisimmista kuolinsyistd maailmassa. Syopaa hoidetaan muun muassa so-
lunsalpaajilla eli sytostaateilla, jotka tuhoavat tehokkaasti sydpasoluja estamalla niiden ja-
kautumisen. Solunsalpaajat vaikuttavat kuitenkin sydpasolujen lisdksi myds normaaleihin
soluihin ja siksi niilla on runsaasti erilaisia haittavaikutuksia. Yleisimpia solunsalpaajien ai-
heuttamia haittavaikutuksia ovat suoliston limakalvovauriot ja niista aiheutuvat vatsaoireet.

Solunsalpaajien aiheuttaman suolen limakalvovaurion kaikkia taustalla olevia syité ei viela
tunneta. Limakalvovauriosta johtuvien oireiden vuoksi potilaan ladkeannosta joudutaan
usein pienentamaan, mika saattaa vaikuttaa myds toipumisennusteeseen. Viime aikoina tut-
kimuksessa on kiinnostuttu tiivislitosproteiinien osallisuudesta limakalvovaurion syntypro-
sessiin. Tiivisliitokset ovat proteiinikomplekseja, jotka liittavat vierekkaiset epiteelisolut tiu-
kasti yhteen. Tiivisliitosten toimintahdiri6t on yhdistetty lisdantyneeseen suoliston la-
paisevyyteen seka erilaisiin tautitiloihin.

Taman tyon tarkoituksena oli tutkia, miten sydvan hoidossa yleisesti kaytetyt solunsalpaajat
vaikuttavat viiden eri tiivisliitosproteiinin, okludiinin, klaudiini-1:n, klaudiini-4:n, ZO-1:n ja
JAM-A:n tasoihin rotan ohut- ja paksusuolessa. Tutkimus suoritettiin Western blot -menetel-
mall&, joka myds optimoitiin kyseisid proteiineja varten. Insin6oritydssa kaytetyt suolindyt-
teet oli keratty kahdesta elédinkokeesta, joissa rotille oli annosteltu kolmea eri solunsalpaa-
jaa: 5-fluorourasiilia, oksaliplatiinia, irinotekaania seka 5-flourourasiilin ja irinotekaanin yh-
distelmaa.

Western blot -menetelma optimoitiin, ja okludiinin, klaudiini-1:n, klaudiini-4:n ja JAM-A:n ta-
sot saatiin maaritetyiksi. ZO-1:n tasoa ei saatu luotettavasti selvitetyksi. Klaudiini-1:n ja JAM-
A:n tasoissa ei tapahtunut tilastollisesti merkitsevia muutoksia. Solunsalpaajien yhdistelma
laski tilastollisesti merkitsevasti klaudiini-4:n tasoa ohutsuolessa. Sytostaatit vaikuttivat eni-
ten okludiinin tasoihin, jotka nousivat ryhmissa, joissa oli havaittu eniten limakalvovaurioita.
Nain ollen voidaan todeta, etté okludiini ja klaudiini-4 ovat yhteydesséa limakalvovaurioihin.
Seuraavassa tutkimuksessa olisi tarpeen selvittaa ajan vaikutusta okludiinin tason muutok-
siin solunsalpaajien antamisen jalkeen. Tutkimuksia tulisi jatkaa myds suuremmalla aineis-

tolla.

Avainsanat Western blot, tiivisliitosproteiinit, okludiini, klaudiini-1, klaudiini-4
Z0-1, JAM-A, solunsalpaajat, irinotekaani, 5-fluorourasiili, ok-
saliplatiini
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Cancer is one of the most common causes of death in the world. The disease is often treated
by chemotherapy. Cytotoxic drugs Kill effectively dividing cancer cells, but they have an ef-
fect also on the normal cells resulting in damage to the mucosa and abdominal symptoms.

The exact mechanisms leading to chemotherapy induced gut toxicity (CIGT) remain un-
known. This condition is an important dose-limiting factor, and it may affect the recovery of
patients. Lately, researchers have begun to become interested in the role of tight junction
proteins in the development of CIGT. Tight junctions are protein complexes that connect
epithelial cells tightly together. Disturbances in tight junctions have been associated with
increased mucosal permeability in the gut and with many diseases.

The aim of this thesis was to investigate how commonly used chemotherapeutics in cancer
treatment affect the levels of five tight junction proteins occludin, claudin-1, claudin-4, ZO-1
and JAM-A in jejunum and colon of rats. The levels were determined by the Western blot
analysis, and the method was optimized for these tight junction proteins. The gut samples
were collected from two animal experiments, where three cytotoxic drugs, 5-fluorouracil, iri-
notecan, oxaliplatin and a combination of 5-fluorouracil and irinotecan were administered to
groups of rats.

The Western blot method was optimized, and the levels of occludin, claudin-1, claudin-4 and
JAM-A were analysed reliably. The only protein that could not be detected was ZO-1. Diffe-
rences in claudin-1 and JAM-A levels were not statistically significant. The combination treat-
ment decreased significantly claudin-4 level in the jejunum. Cytotoxic drugs had the strong-
est effect on the occludin levels, which were increased in groups that had the most mucosal
damage. Therefore, it can be stated that claudin-4 and occludin are connected to mucosal
damages. For future research, the time between the drug administration and gut sample
collection could be further explored as it might affect the occludin levels. The number of
samples should also be increased in order to reduce the uncertainty.

Keywords Western blot, tight junction proteins, occludin, claudin-1, clau-
din-4, ZO-1, JAM-A, chemotherapy, irinotecan, 5-fluorouracil,
oxaliplatin
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1 Johdanto

Sy6pa on yksi yleisimmista kuolinsyista maailmassa. Vuonna 2012 sité sairasti 36,2 mil-
joonaa ihmist4, joista yli kahdeksan miljoonaa menehtyi. (Cancer Fact Sheets.) Syopaa
hoidetaan muun muassa solunsalpaajilla eli sytostaateilla, jotka tuhoavat tehokkaasti
syOpasoluja. Laakkeiden vaikutukset ulottuvat kuitenkin myés terveisiin soluihin, minkéa
vuoksi niill& on runsaasti haittavaikutuksia. Yksi tavallisimpia sytostaattihoidon haittavai-
kutuksia on suolen limakalvovaurio. (McSherry ym. 2013: 2.)

Limakalvovaurion aiheuttamien oireiden, kuten ripulin, vuoksi ladkeannosta joudutaan
usein pienentamaan, mika saattaa vaikuttaa myds potilaan paranemisennusteeseen.
Tutkimuksista huolimatta solusalpaajien aiheuttaman suolen limakalvovaurion kaikkia
taustalla olevia syita ei viela tunneta. Viime aikoina tutkimuksessa on kiinnostuttu tiivis-
litosproteiinien osuudesta suolen limakalvovaurion synnyssa. (Wardill & Bowen
2013:155.) Tiivisliitosproteiinit liittavat limakalvon solut tiukasti yhteen, ja muutokset tii-
visliitoksissa on yhdistetty useisiin tauteihin ja lisdantyneeseen suoliston lapaisevyyteen
(McSherry ym. 2013: 2).

Taman insinddrityon tavoitteena oli selvittda kolmen yleisesti paksusuolen sydvan hoi-
dossa kaytetyn solunsalpaajan 5-fluorourasiilin, irinotekaanin ja oksaliplatiinin vaikutuk-
sia rotan ohut- ja paksusuolen tiivisliitosproteiineihin. Tiivisliitosproteiinien maaritys suo-
ritettiin Western blot -menetelmalla, joka myos optimoitiin tutkittaville proteiineille. Tiivis-
litosproteiineista tutkittiin okludiini, klaudiini-1, klaudiini-4, zonula occludens -1 (ZO-1) ja
JAM-A. Naiden proteiinien tasoja solunsalpaajaryhmissa verrattiin 0,9 %:sta NaCl-liu-
osta saaneeseen verrokkiryhmaan ja siten saatiin tietoa solunsalpaajien vaikutuksesta

suolen vaurioihin.

Tutkimus tehtiin Helsingin yliopiston |&&ketieteellisen tiedekunnan farmakologian yksi-
kossa heindkuun ja joulukuun valisenéd aikana 2017. Insin66ritydn ohjaajina toimivat FT
Richard Forsgard ja FT Aino Siltari, professori Riitta Korpela seka tutkintovastaava Ca-

rola Fortelius.



2 Syopa, solunsalpaajat seka niiden haitat

Sy6péa on yksi yleisimmistd kuolinsyistd maailmassa. Uusia syOpatapauksia kirjattiin
maailmassa vuonna 2012 neljatoista miljoonaa. (Cancer Fact Sheets.) Suomessa vas-
taava luku ylitti kyseisena vuonna ensimmaista kertaa kolmenkymmenentuhannen ta-
pauksen rajan. Uusien syOpatapauksien on ennustettu lisdantyvan vuoteen 2030 men-
nessa noin kolmellakymmenella prosentilla, kun ikaantyneiden osuus vaestosta kasvaa.
(Seppa 2017.)

Sy6pa johtuu solujen hallitsemattomasta jakautumisesta, joka on tarkoituksetonta ja hai-
tallista elimistolle. Pahanlaatuiset sydpakasvaimet pystyvét tunkeutumaan ympardoiviin
kudoksiin ja aiheuttamaan tuhoa niissa. Kasvaimet voivat myos lahettaa etapesakkeita
muualle elimistéon. Sydvan syntyyn vaikuttavat ulkoiset tekijat kuten onkogeeniset vi-
rukset, sateily ja kemialliset karsinogeenit seka geneettiset tekijat. Usein kuitenkin monet
tekijat yndesséa aiheuttavat mutaatioiden synnyn ja kasvaimen kehittymisen. (Isola & Kal-
lioniemi 2013: 10-16.)

SyOvéan synnyn ensimmaisté vaihetta kutsutaan initiaatioksi. Siina sydvan synnyn kan-
nalta tarkeisiin DNA:n kasvunrajoitegeeneihin syntyy mutaatioita. Toisessa vaiheessa,
promootiossa kohdesolukon solut alkavat jakautua tavallista aktiivisemmin ja solukko
vaurioituu. Kolmannessa vaiheessa progressiossa, syopasolukon jakautumisaste kas-
vaa eika se ole enaa riippuvainen kasvunsaatelytekijoista. (Isola & Kallioniemi 2013: 10—
16.)

Sy6péaa hoidetaan kirurgisesti, sddehoidolla seka solunsalpaajilla eli sytostaateilla. Sy6-
van hoitoon voidaan kayttdd myods hormoneja, vasta-aineita ja erilaisia immunologisia
hoitoja. (Joensuu 2015: 2165-2167.) Solunsalpaajat tuhoavat tehokkaasti syopasoluja,
ja ne kulkeutuvat verenkierron mukana kaikkialle kehoon. Elimistossa laékeaineet rea-
goivat kohdesolun yhdisteiden kanssa. Solunsalpaajat vaikuttavat yleensa vain jakautu-
misvaiheessa oleviin soluihin. Yleisid vaikutuskohtia ovat esimerkiksi DNA:n ja RNA:n
synteesi ja toiminta seka kalvorakenteet. Monet solunsalpaajat vaikuttavat myos tiettyi-
hin entsyymeihin esimerkiksi tymidylaattisyntaasiin ja dihydrofoolihapporeduktaasiin.
(Elonen & Bono 2013: 175-177.) Tymidylaattisyntaasi on DNA:n synteesissa tarvittava
entsyymi, joka katalysoi deoksiuridiinimonofosfaatin (dUMP) muuttumista deoksitymidii-
nimonofosfaatiksi (dTMP) (Rose ym. 2002: 220). Dihydrofoolihapporeduktaasi taas on

lAsna puriinin ja tymidylaatin synteeseissa ja se katalysoi dihydrofolaatin muuttumista



tetrahydrofolaatiksi (Lin & Stanton 2014: 379-382). Taulukossa 1 on esitettyna tassa
tutkimuksessa kaytettyjen solunsalpaajien 5-fluorourasiilin, oksaliplatiinin ja irinotekaa-

nin vaikutustavat.

Taulukko 1. Tutkimuksessa kaytettyjen solunsalpaajien vaikutustavat (Mukaillen: Elonen ym.

2011: 707).
Solunsalpaajien vaikutustapa
5-Fluorourasiili Oksaliplatiini Irinotekaani
Antimetaboliitit Platinajohdokset Irinotekaani, Topotekaani
DNA:n ja RNA:n synteesia DNA:ta tai RNA:ta vaurioit- Topoisomeraasi | -entsyymin
estdva vaikutus tava tai niiden toimintaa es- | esto
tava vaikutus

Solunsalpaajien tehoon vaikuttaa kasvainsolujen jakautumisnopeus. Myds laakkeen pi-
toisuudella, hoitoajalla ja jakautumissyklissa olevien solujen osuudella on merkittavasti
vaikutusta asiaan. Osa solunsalpaajista vaikuttaa useissa jakautumiskierron vaiheissa,
ja naita ladkeaineita kutsutaan ei-faasispesifisiksi. Tallaisia solunsalpaajia ovat esimer-
kiksi platinajohdokset ja alkyloivat aineet. Suurin osa solunsalpaajista, esimerkiksi mi-
toosinestajat kuuluvat faasispesifisten laakeaineiden ryhméaén, jotka vaikuttavat vain tie-
tyssa jakautumiskierron vaiheessa. Usein sydvan hoidoissa kaytetaan tehon lisaa-
miseksi erilaisia usean solunsalpaajan yhdistelmahoitoja. (Elonen & Bono 2013: 175—
181.)

Solunsalpaajat eivat pysty erottelemaan terveita ja syopasoluja, ja siksi niilla on runsaasti
haittavaikutuksia. Solunsalpaajien tavallisia haittavaikutuksia ovat muun muassa pahoin-
vointi ja hiusten lahtd. Pahoinvointiin k&ytetdan usein ehkaisevaa laakitysta, joka lievittaa
oireita huomattavasti. Estolaakityksena kaytetddn muun muassa 5-HTj3 -reseptorin sal-
paajia, neurokiini-1:n salpaajia, kortikosteroideja ja bentsodiatsepiineja. Solunsalpaajat
voivat aiheuttaa vaurioita myds keuhkoihin, munuaisiin, sydanlihakseen, luuytimeen,
hermostoon ja limakalvoihin. (Elonen & Bono 2013: 182-189.)

Ruoansulatuskanavan limakalvoissa solujen vaihtuvuus on nopeaa, joten ne ovat erittain
alttiita vaurioille. Solusalpaajahoidon aiheuttama suolen limakalvovaurio onkin hyvin ylei-
nen solunsalpaajien aiheuttama haittavaikutus. Siin& suolen limakalvoon ilmaantuu haa-
vaumia, jotka aiheuttavat ripulia, painon alenemista, tulehduksia ja pahoinvointia. (War-
dill & Bowen 2013: 155-157.) Limakalvovauriossa myds suolen estotoiminto eli kyky

estaa erilaisten mikrobien ja antigeenien paasy elimistéon heikkenee. Tall6in bakteerit



paasevat siirtymaan helpommin limakalvon lapi elimistdon, jossa ne aiheuttavat tuleh-
duksia. (Suzuki 2012: 631-633.) Limakalvovauriosta johtuvat oireet, kuten ripuli, vaikut-
tavat merkittavasti potilaan elaméanlaatuun ja voivat johtaa sairaalahoidon tarpeeseen.
Oireiden vuoksi ladkeannosta saatetaan joutua rajoittamaan, mika voi vaikuttaa hoidon
lopputulokseen. (Wardill & Bowen 2013: 155-157.)

Ohjelmoitua solukuolemaa ja matriksin metalloproteinaaseja (MMP) on esitetty viime ai-
koina suolen limakalvovaurion syntymista edistaviksi tekijoiksi. Tiivisliitosproteiinit yhdis-
tavat suolen limakalvon vierekkaiset solut toisiinsa ja siten estavat molekyylien vapaan
likkumisen puolelta toiselle. Solunsalpaajahoidossa tdhan rajapintaan tulee vakavia
vaurioita. Viime vuosina tutkijat ovat kiinnostuneet erityisesti tiivisliitosproteiinien osuu-
desta solusalpaajien aiheuttaman limakalvovaurion synnyssa. Solunsalpaajahoidon vai-
kutusta tiivisliitosproteiineihin tulee viela tutkia l&hemmin. Huomiota tulee kiinnittaa eri-
tyisesti tiivisliitosproteiinien tasoissa tapahtuviin muutoksiin sek& aikaan, jolloin ne on
maaritetty ladkkeen annon jalkeen. (Wardill & Bowen 2013: 155-161.)

2.1 5-Fluorourasiili

Sydévan hoidossa kaytettava 5-fluorourasiili (kuva 1) kuuluu antimetaboliittien ryhmaan,
jotka hairitsevat solun omaa aineenvaihduntaa. Antimetaboliitit ovat faasispesifisia ja
niilla voi olla yksi tai useampi mekanismi, joilla ne aiheuttavat solujen kuoleman. Yksi 5-
fluorourasiilin vaikutustapa on toimia pyrimidiinianalogina RNA-synteesissa. (Elonen
2013: 1021-1024.)

Laakeaine saapuu soluun kantajamolekyylin avulla, jonka jalkeen se muuttuu useiksi ak-
tiivisiksi aineenvaihduntatuotteiksi. Yksi tarkeimmistd tuotteista on fluorouridiinimo-
nosfaatti (FUMP), joksi 5-fluorourasiili voi muuttua suoraan orotaattifosforibosyylitrans-
feraasin (OPRT) valitykselld. Tasséa reaktiossa kofaktorina toimii fosforibosyylipyrofos-
faatti (PRPP). Ladkeaine voi muuttua FUMP:ksi my6s toista reittia, jolloin uridiinifosfory-
laasi (UP) katalysoi sen ensin fluorouridiiniksi (FUR). Taméan jalkeen FUR muuttuu
FUMP:ksi uridiinikinaasin (UK) vélityksella. Syntynyt aineenvaihduntatuote FUMP fos-
foryloituu fluorouridiinidifosfaatiksi (FUDP), joka voi edelleen fosforyloitua fluorouridiinitri-
fosfosfaatiksi (FUTP). FUTP voi ottaa RNA:ssa urasiilitrifosfaatin paikan ja nain vahin-

goittaa syntyvaa nukleiinihappoa. (Longley ym. 2003: 330-338.)



Toinen ladkeaineen vaikutustapa on estdd DNA:n synteesissa tarvittavan tymidylaatti-
syntaasientsyymin toiminta. Talldin 5-fluorourasiili muuttuu ensin fluorodeoksiuridiiniksi
(FUDR), joka fosforyloituu tymidiinikinaasin (TK) valityksella fluorodeoksiuridiinimo-
nofosfaatiksi (F-dUMP). Syntynyt aineenvaihduntatuote voi ottaa tymidylaattientsyy-
missa luonnollisen deoksiuridiinimonofosfaatin (dUMP) paikan ja nain estaa entsyymin-
toiminnan. (Longley ym 2003: 330-338.)
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5-Fluorouracil Uracil

Kuva 1. Fluorourasiili on samankaltainen aine kuin RNA-synteesissa tarvittava urasiili. 5-Fluo-
rourasiililla on viidennessa hiilessa sitoutuneena fluori-atomi vety-atomin sijasta. (Vale-riote &
Santelli 1984.)

Muun muassa ruonsulatuskanavan ja rintarauhasen sydpia hoidetaan fluorourasiililla.
Laakeaine annetaan useimmiten verenkiertoon laskimoinjektiona tai -infuusiona. Veren-
kierrosta ladke padsee vaikuttamaan tehokkaasti kudoksiin, kun taas ruoansulatuskana-
van kautta annettuna sen imeytyminen on huomattavasti vahaisempaa. 5-fluorourasiili
aiheuttaa runsaasti sivuvaikutuksia, joihin kuuluvat muun muassa ripuli, pahoinvointi,
suolen limakalvon haavaumat, hiustenlahtd, ihottuma ja valkosolujen maaran lasku.
(Elonen & Bono 2013: 195.)

2.2 Oksaliplatiini

Oksaliplatiini (kuva 2) on platinajohdannaisten sytostaattien ryhman jasen. Oksaliplatiini
vaurioittaa DNA:ta ja siten aiheuttaa solun kuoleman. Oksaliplatiini muodostaa ristisidok-
sia DNA-séikeiden vélille ja sisdlle muuttaen nain niiden rakennetta. La&keaine muodos-
taa siltoja myds DNA:n ja proteiinien vdlille, mika estéa solun kahdentumiselle tarkeiden
entsyymien syntymista. Ristisidos voi syntya yhteen juosteeseen tai vastakkaisten DNA-

juosteiden valille. Samaan juosteeseen muodostuvat sidokset asettuvat useimmiten



guaniinien valille, mutta joskus myds guaniinin ja adeniinin valille. Suurin osa oksalipla-
tiinin toksisesta vaikutuksesta perustuu samaan juosteeseen muodostuvaan ristisidok-
seen. (Alcindor & Beauger 2011: 18-19.)

Oksaliplatiini muuttuu plasmassa nopeasti moniksi yhdisteiksi ilman entsyymin kataly-
sointia. Muutoksen aiheuttaa oksaliplatiinissa olevan oksalaatin poistuminen. Syntynyt
aktiivinen diklooriplatina-yhdiste (DACH) siirtyy tumaan, jossa se sitoutuu DNA:n purii-
nieméaksen guaniinin typpiatomiin. Talldin syntyy DNA:n ja kemikaalin komplekseja DNA-
addukteja, jotka vahingoittavat DNA:ta ja estdvét sen kahdentumista. (Alcindor & Beau-
ger 2011: 18-20.)
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Kuva 2. Oksaliplatiinin kemiallinen rakenne (Dospivova 2012: 3073).

Oksaliplatiini annetaan potilaalle verenkiertoon ja sitd kdytetdén padasiassa suolistosyo-
van hoitoon. Se tehoaa erityisen hyvin, kun sita kaytetaan yhdessa 5-fluorourasiilin
kanssa. Oksaliplatiini aiheuttaa monia haittavaikutuksia esimerkiksi pistelya seka tunnot-
tomuutta sormissa ja jaloissa. Se ei kuitenkaan yleensa aiheuta hiustenlahtta. (Laake-
aine: Oksaliplatiini.) Oksaliplatiinin muita haittavaikutuksia ovat pahoinvointi ja ripuli (Al-
cindor & Beauger 2011: 20).

2.3 Irinotekaani

Irinotekaani (kuva 3) kuuluu topoisomeraasi I:n estdjien ryhmaan. DNA:n kaksoisjuos-
tetta avataan sen lukemisen ja kahdentumisen aikana, mika aiheuttaa painetta ja kierty-
mistd DNA:n muille alueille. Topoisomeraasientsyymi vahentaa lukemisesta aiheutuvaa
jannitysta leikkaamalla toisen juosteen poikki ja siirtdmalla katkenneet paét ensimmaisen
juosteen toiselle puolelle. Taméan jalkeen entsyymi liittdd paat takaisin yhteen. Irinote-
kaani estda topoisomeraasia sitomasta paita takaisin yhteen aiheuttaen DNA-juostee-

seen katkeamia, jonka seurauksena solu joutuu apoptoosiin. (Elonen 2013: 1032.)



Laakeaine hydrolysoituu elimistbssa aktiiviseksi aineenvaihduntatuotteeksi SN-38:ksi
karboksyyliesteraasin (CES) katalysoimana. Reaktio voi tapahtua seka solun sisa- etta
ulkopuolella. SN-38 sitoutuu topoisomeraasi I:n ja hairitsee sen toimintaa. Lopulta se
aiheuttaa solun kuoleman. SN-38 poistuu solusta ABC-kuljetusproteiinien avulla. SN-38

inaktivoidaan maksassa glukuronidaatiolla. (Ulrich ym 2014.)

Kuva 3. Irinotekaanin kemiallinen rakenne (Kacprzak 2013.)

Irinotekaania kaytetaan erityisesti paksusuolen ja perasuolen sydpien hoidossa, ja sita
voidaan kayttaa myos yhdessa 5-fluorourasiilin kanssa. Laakeaine annetaan potilaalle
laskimoinfuusiona 2-3 viikon vélein. Irinotekaanin haittavaikutuksiin kuuluu muun mu-
assa vaikea pahoinvointi ja hiustenlahtd. Pahoinvointia voidaan hoitaa ennaltaeh-
kaisevasti SHT3- salpaajilla. Noin viisi paivaa ladkkeen antamisen jalkeen voi esiintya
my0s vaikeaa ripulia, ja sen vuoksi voidaan joutua alentamaan laékkeen annostusta.
Ripulia voi hoitaa loperamidilla, kun oireet alkavat. Oireiden alkaminen on kuitenkin hyvin
potilaskohtaista eikd annoksesta voi paatella oireiden vakavuutta. Irinotekaanin on to-
dettu aiheuttavan myos ruoansulatuskanavan limakalvovauriota eli mukosiittia ja ihottu-
maa. (Elonen ym. 2011: 720-721.)

3 Suolen rakenne

Ruonsulatuskanava koostuu suusta, ruokatorvesta, mahalaukusta, ohut- ja paksu-
suolesta seka perasuolesta. Kanavan paaasiallisena tehtavana on muuttaa ruoasta saa-

dut ravintoaineet elimistblle kayttokelpoiseen muotoon seka siirtdd ne verenkierron



kautta solujen kayttoon. Sylkirauhaset, maksa, sappirakko ja haima edistavat ruoansu-
latusta erittamalla kanavaan entsyymeja ja erilaisia nesteita. Ruoan pilkkominen alkaa
suusta, jossa se pureskellaan ja syljessa oleva amylaasientsyymi aloittaa monimutkais-
ten hiilihydraattien polysakkaridien pilkkomisen. Taman jéalkeen ruokamassa siirtyy ruo-
katorven kautta mahalaukkuun, jossa ruoka varastoidaan ja sita pilkotaan edelleen ma-
hanesteen ja entsyymien avulla. Mahalaukusta ruokasula kulkeutuu ohutsuoleen, jossa
ravintoaineiden imeytyminen tapahtuu. Paksusuolessa ruokasulasta imeytyy elimistoon
vetta ja suoloja ennen kuin ruokamassa poistuu elimistésta perasuolen kautta. (Ward &
Linden 2013: 84-93.)

Ruoansulatuskanavan seinamé koostuu neljasté kerroksesta: limakalvosta (mucosa), li-
makalvon alaisesta kerroksesta (submucosa), lihaskerroksesta (muscularis propria) ja
herakalvosta (serosa) (kuva 4).

Limakalvonalainen
. kerros (Submucosa)

I Lihaskerros
Silealihaskerros j N (Muscularis

Limakalvo
(Mucosa)—|

Sidekudoskerros

Epiteeli

/ Herakalvo
(Serosa)

Kuva 4. Ruonsulatuskanavan seindméan rakenne (Balbi & Ciarletta 2013).

Limakalvo eli mucosa rakentuu edelleen kolmesta erillisesta kerroksesta: epiteelikerrok-
sesta, sidekudoskerroksesta (lamina propria) ja limakalvon lihaskerroksesta (muscularis
mucosa). Ravintoaineiden imeytyminen elimistéon tapahtuu limakalvon epiteelisolujen
lapi, jonka jalkeen yhdisteet kulkeutuvat elimistoon sidekudoskerroksen verisuonten va-
lityksella. (Ward & Linden 2013: 85.) Epiteelikerros toimii mekaanisena esteend, joka
estaa taudinaiheuttajien ja muiden haitallisten aineiden paasyn elimistoon. Epiteeliker-
roksen alla oleva sidekudoskerros sisaltda runsaasti imusoluja, jotka vahvistavat elimis-

ton puolustusta edelleen. (Lopez 2010.)



Limakalvonalainen kerros eli submucosa sisaltda veri- ja imusuonia seka yhden entee-
risen hermoston hermosoluverkoista eli limakalvonalaispunoksen. Submucosan alla
oleva lihaskerros supistelee ja liikuttaa ruokamassaa eteenpéin suolistossa. Lihaskerros
koostuu rengasmaisesta ja poikittaisesta lihaskerroksesta, joiden vélissa on toinen en-
teerisen hermoston hermosoluverkoista, myenteerinen punos. Suolen ulommaisen ker-
ros on nimeltédén herakalvo eli serosa, joka yhdistda suolen sen ympaérilla oleviin raken-
teisiin. Herakalvo muodostuu sidekudoksesta, jonka paalla on kerros levyepiteelia.
(Ward & Linden 2013: 84-85.)

Ohutsuoli on lapimitaltaan noin 2,5 cm leveé ja noin nelja metria pitk& putkimainen elin,
jossa vesi, elektrolyytit, hiilihydraatit, mineraalit, rasvat ja vitamiinit imeytyvéat elimistoon.
Se koostuu kolmesta osasta: pohjukaissuolesta (duodenum), tyhjasuolesta (jejunum) ja
sykkyrasuolesta (ileum), joista kahdessa ensimmaisessa imeytyminen lahinné tapahtuu.
Ohutsuolen suuren imeytymispinnan mahdollistavat sidekudoskerroksesta kohoavat
sormimaiset nukkalisdkkeet eli villukset seka niiden vélissa olevat suolirauhaset eli kryp-
tat. Nukkalisakkeet koostuvat epiteelisoluista, ja ne sisaltdvéat yhden imusuonen seka
hiussuoniverkoston, joiden kautta suurin osa ravintoaineista imeytyy verenkiertoon. Nuk-
kalisékkeiden pinnalla on liséksi mikrovilluksia, jotka lisdévat suolen imeytymispintaa en-
tisestaan. Mikrovillusten muodostamaa kerrosta kutsutaan harjareunukseksi. (Ward &
Linden 2013: 88-89.)

Paksusuoli on lapimitaltaan noin 6—-9 cm levea ja 1,2 pitka putkimainen elin, jossa suurin
osa vedesta ja elektrolyyteista imeytyvat elimistddon. Paksusuoli koostuu umpisuolesta
(caecum), nousevasta koolonista (colon ascendes), poikittaisesta koolonista (colon
transversum), laskevasta koolonista (colon descendes), vemmelsuolesta (colon sig-
moideum), perdsuolesta (rectum) ja perdaukosta. Paksusuoleen tulee paivittain noin 1,5
litraa ruokasulaa, joka viipyy suolessa noin 20 tuntia. Veden ja suolojen imeytymisen
jalkeen tasta maarasta on jaljella 100 grammaa vetta ja 50 grammaa kiintoainetta, joka
poistuu elimistdsta ulosteena. Suurin osa ruoansulatuskanavan bakteereista on paksu-
suolesta, koska muut kanavan osat ovat liian happamia ymparist6ja mikroflooralle. L&-
hes kaikki paksusuolen bakteerit ovat anaerobeja, ja ne osallistuvat K- ja Bi» -vitamiinien
synteesiin. Bakteerit myos hajottavat primaarisia ja sekundaarisia sappihappoja, kole-
sterolia seka laakeaineita. (Ward & Linden 2013: 92-93.)
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4  Tiivisliitosproteiinit

Ruoansulatuksen epiteelilla on kaksi samanaikaista tehtavaa. Se muodostaa imeytymis-
pinnan ravintoaineille, elektrolyyteille ja vedelle seka toimii mekaanisena esteend, jonka
tarkoituksena on torjua patogeenien, toksiinien ja antigeenien paasy elimistéén. Raja-
pinnan epiteelisolut ovat liittyneet tiukasti toisiinsa tiivisliitoksilla, jotka sulkevat solujen
valit. (Suzuki 2012: 631-633.)

Tiivisliitokset ovat proteiinikomplekseja, jotka yllapitavat solujen polaarisuutta ja estavat
apikaalisella ja basolateraalisella pinnalla olevia molekyyleja sekoittumasta. Solun api-
kaalisella puolella tarkoitetaan sita pintaa, joka on kohti suolen sisdosaa. Basolateraali-
nen pinta taas suuntautuu kohti kudosta tai muita soluja. Soluja yhdistavat myds desmo-

somi ja vydliitos, jotka liséksi tukevat solun rakennetta. (Heino & Vuento 2004: 217-219.)

Tiivisliitokset muodostavat solujen valisen valikoivan kanavan, joka saatelee suolen la-
paisevyytta seka liuenneiden aineiden ja ionien virtausta. Tata kanavaa kutsutaan para-
sellulaariseksi reitiksi (kuva 5). Ravintoaineet kuten sokerit, rasvahapot, aminohapot, mi-
neraalit ja vitamiinit kulkevat transsellulaarista reittid solun [api. Taman reitin mahdollis-

tavat apikaalisella ja basolateraalisilla solukalvoilla olevat kantaja- ja kanavaproteiinit.

(Suzuki 2012: 631-633.)

Transsellulaarinen reitti

Parasellulaarinen reitti
Tiivis liitos

/lb*kea‘ nen rrembeaa-rl

Basoiateraainen membraani

Kuva 5. Kaavakuva tiivisliitosten muodostamasta parasellulaarisesta reitista seka solun lapi kul-
kevasta transsellulaarisesta reitista. (Tsukita 2003, muokattu).
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Tiivisliitokset muodostuvat tiivisliitosproteiineista, joista osa ulottuu solukalvon lapi, ja
osa sijaitsee solulimassa (kuva 6). Solukalvon lapaisevat klaudiinit, okludiini ja liitosad-
heesiomolekyylit (JAM-A -proteiinit). Solulimassa sijaitsevat ZO-proteiinit kiinnittavat pro-

teiinikompleksin solun tukirangan aktiinifilamentteihin. (Fromm & Schulzke 2009: 1.)

Tiivislitos |

Kuva 6. Tiivisliitosproteiinit ja niiden sijainti solujen vélissa (Mukaillen: Neunlist ym. 2013).

Hairiot tiivisliitoksissa lisaavat suolen lapaisevyyttd, jolloin haitalliset molekyylit paddsevat
helpommin elimistdon (kuva 7). Molekyylit aktivoivat limakalvon puolustusjarjestelman,
jolloin kudokseen syntyy tulehdus seka vaurioita. Syntyneet vauriot voivat laukaista suo-
listosairauden kehittymisen. Hairi6t tiivislitoksissa onkin yhdistetty useisiin sairauksiin,
kuten tulehduksellisiin suolistosairauksiin (IBD), keliakiaan ja tyypin 1 diabetekseen. (Su-
zuki 2012: 648—-650.) Tulehduksellista suolistosairautta, kuten Crohnin tautia tai haa-
vaista paksusuolentulehdusta sairastavilla, on liséaksi suurempi todennakoisyys sairas-
tua paksusuolensydpaan. Myds muissa syovissa esimerkiksi keuhkosyovassa ja maha-

syobvassa on havaittu muutoksia tiivisliitoksissa. (McSherry ym. 2013: 2.)
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Kuva 7. Kaavakuva normaalisti toimivasta seka vaurioituneesta rajapinnasta (Suzuki 2012: 632).

Epiteelin lapaisevyyteen ja tiivisliitoksiin vaikuttavat monet tekijat kuten suolistossa ole-
vat valittdjaaineet eli sytokiinit ja kasvutekijat. Jotkut sytokiinit kuten tuumorinekroosite-
kija alfa (TNF-a) ja interleukiini-1 beeta (IL-1 B) kasvattavat suoliston lapaisevyyttd, kun
taas transformoivat kasvutekijat (TGF) ja epidermaaliset kasvutekijat (EGF) alentavat
sitd. My0s joidenkin ravintoaineiden on todettu aiheuttavan muutoksia lapaisevyyteen.
Esimerkiksi glutamiinin ja probioottien on todettu tukevan ja suojelevan tiivisliitoksia, kun
taas alkoholi ja jotkut rasvahapot lisdavat suoliston lapaisevyyttad. (Suzuki 2012: 637-
651.)

4.1 Okludiini

Okludiini tunnistettiin  solukalvon lapdisevista tiivisliitosproteiineista ensimmaisena
vuonna 1993. Se muodostuu kahdesta silmukasta, jotka lapéaisevét solukalvon nelja ker-
taa. Solun ulkopuolisten silmukoiden avulla viereisten solujen okludiinit sitoutuvat toi-

siinsa ja liittavat solut yhteen. (Fromm & Schulzke.2009: 1-2). Silmukat my6s muodos-
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tavat esteen makromolekyyleille, mutta mahdollistavat pienien ionien kulkemisen para-
sellulaarisen kanavan lapi. Silmukoiden toisessa paassa okludiinilla on solun sisapuo-
lella C-terminaali, jolla se on yhteydessa zonula occludens -proteiineihin. Toisessa
paassa okludiinilla on lyhyt N-terminaali. (Suzuki 2012: 633-634).

Okludiini on molekyylipainoltaan 65 kDa, ja sen tason kasvu lisaa tiivisliitosten maaraa
solujen valissa. Kaniinien munuaissoluja (MDCK) viljelemalla on pystytty selvittamaan,
etta okludiinin tuotannon lisdaminen kasvattaa epiteelin sahkoneristyskykya. Tutkimuk-
sissa on kuitenkin havaittu, ettei okludiinin paatehtava ole tiivislitosten muodostumi-
sessa. Tama tuli ilmi kokeilla, joissa hiirilta poistettiin okludiinin tuotanto kokonaan. Siita
huolimatta ne yllattaen pystyivat muodostamaan toimivat tiivisliitokset. Tutkijat kuitenkin
havaitsivat kudoksissa kroonista tulehdusta, joka viittasi lapéaisevyyden kasvuun. (Cum-
mins 2011: 5.) Hiirilla todettiin myds ruoansulatuskanavan epiteelin soluméaéaran kasvua
eli hyperplasiaa ja lysosomien eli granuloiden vahentymista sylkirauhasten juovaisten
tiehyiden soluissa. Okludiinin osuus proteiinikompleksissa liittyykin enemmaén tehokkaa-

seen estotoiminnallisuuteen ja tiiviisliitosten yllapitoon. (Suzuki 2012: 633—-634.)

Okludiinin fosforylaatio saatelee tiivisliitosten lapaisevyytta ja okludiinin lokalisointia.
Fosforylaatiota taas saatelevat kinaasit kuten proteiinikinaasi C (PKC) kaseiinikinaasi |
ja Il seka fosfataasientsyymit. Proteiinikinaasi C:n inhibiitio aiheuttaa okludiinin defos-

forylaatiota, joka johtaa héairioihin tiivisliitoksissa. (Suzuki 2012: 633-634.)

4.2 Klaudiini-1 ja -4

Shoichiro Tsukita tunnisti klaudiinin ensimmaisena vuonna 1998 yhdessa vaimonsa
Sachikon Tsukitan kanssa. Taman jalkeen tietdmys klaudiinien merkityksesta tiivisliitok-
sissa on kasvanut huomattavasti, ja klaudiinien perheeseen on tunnistettu kuuluvaksi
ihmisilla ja hiirilla yhteensa 24 proteiinia. Naista proteiineista jokaisella on erityisia omi-
naisuuksia, ja klaudiineista on erilaisia yhdistelmia eri solutyypeissa. Klaudiinien alatyyp-
pien maarat ja kokonaisuudet vaikuttavat huomattavasti tiivisliitosten kykyyn toimia vali-
koivana kanavana ja rajapintana. (Furuse 2010: 1-5.) Klaudiinien tarkeys tiivisliitosten
lApaisevyyteen osoitettiin kokeilla, joissa hiiriltd poistettiin klaudiini-1:n tuotanto. Kaikki
hiiret kuolivat vuorokauden sisélla elektrolyyttien ja nesteiden menetykseen, koska epi-

teelikudoksen lapaisevyys kasvoi. (Fromm & Schulzke 2009: 1-2.)
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Klaudiinin aminohapposekvenssin pituus on 207 ja 305 aminohapon valilta (Gunzel & Yu
2013: 6). Klaudiini koostuu kahdesta silmukasta, jotka lapaisevat solukalvon nelja kertaa.
Solulimassa silmukoiden pééssa on lyhyt N- terminaali ja pidempi C-terminaali, kuten
okludiinillakin. C-terminaali vaikuttaa klaudiinien ja tiivisliitosten pysyvyyteen. Isompi sil-
mukka (ECL1) koostuu 50 aminohaposta ja pienempi (ECL2) kahdestakymmenesta.
Isommassa silmukassa on myos varauksellisia aminohappoja, jotka vaikuttavat parasel-
lulaarisen kanavan varausselektiivisyyteen. Naiden aminohappojen maara vaihtelee
klaudiinien eri alatyypeissd. Pienemman silmukan arvellaan muodostavan dimeereita.
(Furuse 2010: 1-5.) Sen tehtava liittyy klaudiinien valisiin vuorovaikutuksiin, eika niin-

k&an parasellulaariseen lapaisevyyteen (Gunzel & Yu 2013: 46).

Klaudiinien molekyylimassat vaihtelevat 20—27 kDa:n valilla (Furuse 2010: 1-5). Klaudii-
nin ensimmaistd muotoa on elimistdssa lahes kaikista kudoksissa, ja sen tarkein tehtava
on osallistua rajapinnan muodostamiseen (Gunzel & Yu 2013: 27-28). My6s klaudiinin
neljas muoto liittyy suolistossa estotoiminnallisuuteen. Klaudiinin ensimmaisen muodon
fosforylaatiota s&atelevét proteiini fosfataasi PP2A ja PKC. (Suzuki 2012: 634-635.)
Klaudiini-4:n fosforylaatiota saatelee PKC (Aono & Hiray 2008).

4.3 Zonula occludens -1

Bruce Stevenson kollegoineen tunnisti ZO-1-proteiinin 1986. Mythemmin Zonula occlu-
dens -perheen jasenia tunnistettiin kaksi muuta lisdd. Nama nimettiin ZO-2- ja ZO-3 -
proteiineiksi. Ne kuuluvat viela laajempaan MAGUK—perheeseen, jotka koostuvat kol-
mesta PDZ-domeenista, yhdesta CH3- ja yhdesta guanylaattikinaasi domeenista (GUK).
(Fromm & Schulzke 2009: 1-28.) ZO-1-proteiinin molekyylipaino on 220 kDa (Suzuki
2012: 636—637).

Monet tiivisliitosproteiinit kiinnittyvat ZO-proteiinin N-terminaaliin. Esimerkiksi klaudiinit
kiinnittyvat ZO-1:n ensimmaiseen PDZ- domeeniin, kun taas JAM-A sitoutuu kolmanteen
PDZ-domeeniin. Toisen PDZ-domeenin avulla proteiini on vuorovaikutuksessa muiden
Z0O-proteiinien kanssa. Okludiinin sitoutumispaikka ZO-1 —proteiinissa on GUK-domeeni.
C-terminaali kiinnittd& proteiinikompleksin aktiinitukirankaan. (Suzuki 2012: 636-637.)
Z0O-proteiinien tehtavana on solun tukirankana toimimisen lisaksi signaalien kuljettami-
nen. Lisaksi Eph4-soluissa on tutkittu, ettd nama proteiinit myés mahdollistavat klaudii-

nien polymerisaation ja nain tiivisliitoksen rakentumisen. (Liu ym. 2012.) ZO-1 —proteiini
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saatelee myos transkriptiotekijoita, jotka mahdollistavat DNA-koodin lukemisen aloitta-
misen (McSherry 2013: 33).

Z0-1 —proteiinin tarkeys tiivisliitoksille on osoitettu hiirilla suoritetussa tutkimuksessa.
Z0-1:n ja ZO-2:n suhteen poistogeeniset hiiret kuolivat jo alkionkehitysvaiheessa. ZO-
3:n suhteen poistogeeniset hiiret kuitenkin pystyivat muodostamaan normaalit tiivisliitok-
set. (Fromm & Schulzke 2009: 28-29.)

44 JAM-A

Litosadheesiomolekyyli JAM-A tunnistettiin ihmisestd vuonna 1999. Sen jalkeen liitos-
adheesiomolekyyleja on l6ydetty lisda, ja niille on annettu nimet JAM-B, JAM-C, JAM-4
ja ESAM. (Schmitt 2014: 14.) JAM-proteiinit ovat molekyylipainoltaan noin 40 kDa, ja ne
kuuluvat suureen immunoglobuliinien perheeseen (Liu ym. 2012). Nama kaikki proteiinit
lapaisevat solukalvon kerran. JAM-proteiinit koostuvat kahdesta solun ulkopuolella sijait-
sevasta silmukasta ja niiden paassa olevasta N-terminaalista. Solulimassa niilla on C-
terminaali, joka sisaltdd paikan proteiinikinaasi C:n fosforylaatiolle. (Schmitt 2014: 16—
19)

JAM-A:n vaheneminen tiivisliitoksissa aiheuttaa tulehdusta. JAM-A:n tehtaviin kuuluvat
epiteelin estotoiminnallisuuden saately seké solun polaarisuuden sailyttaminen. JAM-A
vaikuttaa myos solujen liikkumiseen eli migraatioon ja solumaaran lisdantymiseen eli
proliferaatioon. (Fromm & Schulzke 2009:10.) Se osallistuu myds verisuonten uudismuo-
dostumiseen (Schmitt.2014: 16-19).

Suolen epiteelin tiivisliitoksia ovat muodostamassa JAM-A, JAM-4 ja adenovirusresep-
tori CAR. JAM-A:n merkitysta tiivisliitoksille on tutkittu poistamalla sen tuotanto hiirilta
kokonaan. Tutkimuksessa havaittiin, etta JAM-A:n poisto johtaa lisddntyneeseen suolis-
ton lapaisevyyteen ja tekee hiirista alttimpia kemiallisesti indusoidulle paksusuolen tu-
lehdukselle. (Suzuki 2012: 635—636.)
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5 Western blot

Western blot on semikvantitatiivinen yleisesti kaytossé oleva menetelm4, jolla voidaan
tunnistaa haluttu proteiini kokonaisproteiinindytteesta sek& maarittdd sen taso. Menetel-
man avulla voidaan saada tietoa myos proteiinien molekyylipainoista ja niiden mahdolli-
sista post-translationaalisista muunnoksista. Haluttu proteiini tunnistetaan spesifisen
vasta-aineen avulla. Menetelm&a voidaan pitdéa herkkana, koska sen avulla on mahdol-
lista tunnistaa naytteesta hyvin pienidkin maaria proteiinia. (Najafov & Hoxhaj 2017: 1—
2.)

Tassa tutkimuksessa Western blot -menetelmaa kaytettiin tiivisliitosproteiinien (okludiini,

klaudiini-1, klaudiini-4, ZO-1 ja JAM-A) tasojen maarittamiseksi.

5.1 SDS-PAGE

SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesissa (SDS-PAGE) proteiinit erotetaan molekyyli-
painon mukaan sahkokentdssa. SDS muuttaa proteiinit negatiivisesti varautuneiksi, ja
ne liikkkuvat polyakryyliamidigeelilla kohti positiivista anodia. Isommat proteiinit likkuvat
hitaammin kuin pienemmat proteiinit. Akryyliamidin maaré geelissa maarittdd sen huo-
koskoon. Mitd enemman geelissé on akryyliamidia, sita tihe&dmpi se on, ja nain ollen se
soveltuu hyvin molekyylipainoltaan pienelle proteiinille. Isommat proteiinit sen sijaan

vaativat harvemman geelin. (Najafov & Hoxhaj 2017: 6-9.)

Konsentrointigeelissa polyakryyliamidiprosentti on pienempi ja pH alempi kuin erottelu-
geelissa. Tasta syysta proteiinien varaus vdhenee, ja ne paésevat pakkautumaan tois-
tensa p&alle. N&in tuloksista saadaan terdvampia ja tarkempia. Konsentrointigeelin po-
lyakryyliamidiprosentti on usein 4-5 %. Erottelugeelin vastaava luku on taas 6-15 %.
Liséksi kaupan on valmiiksi valettuja 4—20-prosenttisia gradienttigeeleja. Pienissa gee-

leissé kaivoja on usein 10 tai 15. (Najafov & Hoxhaj 2017: 6-9.)

Puhdistetuista proteiineista valmistettuja molekyylimerkkiaineita kaytetddn muun mu-
assa proteiinien kulun seuraamiseen elektroforeesin aikana. Merkkiaineessa olevien
proteiinien molekyylipainot tunnetaan, ja ne vaihtelevat yleensa 10-250 kDa:n valilla.
Leimatut proteiinimarkkerit vahentavat myos geelien Ponceau-varjaamisen tarvetta. (A

Guide to successful Western Blotting: 7; Najavof & Hoxhaj 2017: 9.)
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5.2 Blottaus

SDS-PAGE:n jalkeen proteiinit pitaa siirtda kalvolle, koska geeli on lilan haurasta jatko-
kasittelyyn. Kalvoja on erilaisia, mutta kaksi yleisimmin kaytettya kalvoa on tehty nitro-
selluloosasta ja polyvinyylideenifluoridista (PVDF). Kalvon valinnassa tulee ottaa huomi-
oon sen ominaisuudet ja proteiinien kuvantamistapa. Molemmista materiaaleista valmis-
tetut kalvot sitovat hyvin proteiineja, ja niitd on saatavilla huokoskoossa 0,1 pm, 0,2 pm
ja 0,45 um. Tavallisimmin kaytetty huokoskoko on 0,45 um. Pienemman koon kalvot on
tarkoitettu alle 20 kDa:n proteiineille. Nitroselluloosakalvo on vahan hauraampi kasitte-
lyssé kuin polyvinyylideenifluoridikalvo. PVDF-kalvolla voidaan havaita jopa 10 pikomoo-

lin maaria. (Protein Transfer Technical Handbook: 4.)

PVDF-kalvon kyky sitoa proteiineja on 170-200 pg/cm?, kun taas nitroselluloosan on
heikompi 80-100 pg/cm?. Nitroselluloosakalvo aiheuttaa kuitenkin vahemman yleista
taustaa kuin PVDF-kalvo. (Najafov & Hoxhaj 2017: 11-12.)

Negatiivisesti varautuneet proteiinit saadaan siirtymaan positiivisesti varatulle kalvolle
sahkaovirran avulla (Faoro ym. 2011: 271). Proteiinit voidaan siirtda kalvolle usealla eri
tavalla. Puolikuivassa blottauksessa (semi-dry) kalvo, geelit ja suodatinpaperit kostute-
taan puskurilla, ja siirto tapahtuu anodi- ja katodilevyjen valissa (kuva 8). Marka blottaus
taas suoritetaan kokonaan puskuria tdynna olevassa astiassa. (A Guide to successful
Western Blotting: 8-9.)
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Anodi (+)

Suodatinpaperi

Kalvo
Geeli

Suodatinpaperi

Katodi (-)

Kuva 8. Puolikuiva blottaus katodi- ja anodilevyjen valissa (Najafov & Hoxhaj 2017: 10, muokattu).

5.3 Blokkaus

Seuraavan ty6vaiheen, blokkauksen, tarkoituksena on saada primaarinen vasta-aine si-
toutumaan vain haluttuun proteiiniin. Blokkauksessa tyhjat huokoset taytetaan vasta-ai-
neelle epaspesifisella proteiinilla. Nain mahdollistetaan tarkat tulokset kohdeproteiinista

ja vdhennetaan taustaa. (Najafov & Hoxhaj 2017: 11-12.)

Blokkausliuoksena kaytetadn usein 5—-10-prosenttista rasvatonta maitoa tai 3—5-prosent-
tista naudan seerumin albumiinia (BSA). Saatavilla on my6s kaupallisia puskureita. Liu-
osta valittaessa tulee ottaa huomioon tutkittavan proteiinin ominaisuudet, jotta saadaan
paras mahdollinen tulos. Esimerkiksi maito sisaltdd luonnostaan fosfokaseiinia, joka ai-
heuttaa kalvoon taustaa ja saattaa myds vahentaa tulosten nakyvyytta fosfospesifisilla
vasta-aineilla. Blokkauksessa kalvoja inkuboidaan liuoksessa 30-180 min. (Najafov &
Hoxhaj 2017: 11-12.) Tata aikaa ei tule ylittaa, koska liian pitk&a inkubointi saattaa estaa

vasta-ainetta sitoutumasta (A Guide to successful Western Blotting: 10).



19

5.4 Vasta-aineet

Kun tyhjat huokoset on tukittu, kalvot kasitellaan halutulle proteiinille spesifisella primaa-
rivasta-aineella. Primaarivasta-aine voi olla joko polyklonaalinen tai monoklonaalinen.
Polyklonaalinen vasta-aine on halvempi, koska se on helpompi ja nopeampi tuottaa. Mo-
noklonaalinen vasta-aine taas on hyvin spesifinen ja sitoutuu herkasti eika sen erien laa-
dun valilla ole usein lainkaan eroja. Polyklonaalisen vasta-aineen erien vdlilla taas saat-
taa olla eroavaisuuksia johtuen sen erilaisesta tuotantotavasta. (Najafov & Hoxhaj 2017:
14-16.) Hyva primaarivasta-aine on tarked osa Western blot -ajoa, koska sen avulla voi-
daan saada laadukkaat ja tarkat tulokset. Huono vasta-aine saattaa antaa harhaanjoh-

tavia tuloksia. (A Guide to succesful Western Blotting: 4.)

Primaarivasta-aineella inkuboinnin jalkeen kalvot kasitellaan sekundaarisella vasta-ai-
neella. Inkubointien vélissa kalvot pestaan TBS-T:ll4, jotta saadaan poistetuksi ylimaa-
rainen sitoutumaton primaarivasta-aine. Yleisia vaihtoehtoja laimennosliuoksiksi ovat
muun muassa TBT-T ja blokkauspuskuri, joista jalkimmainen vahentaa taustan muodos-
tumista detektointivaiheessa. Inkubointiajaksi suositellaan yhta tuntia huoneenlam-
mossa. Sekundaarivasta-aineet sitoutuvat primaarivasta-aineeseen, ja ne voidaan lei-
mata detektoimista varten joko entsyymikonjugaatilla tai fluroflorilla. Usein kaytettyja ent-
syymikonjugaatteja ovat piparjuuriperoksidaasi (HRP) tai alkalinen fosfaatti (AP), ja nai-
den kaytto vahvistaa signaalia detektoimisessa. Fluoresenssimenetelmaa pidetaan kui-
tenkin yleisesti luotettavampana tulosten maarittamisessa. (Najavof & Hoxhaj. 2017:17-
18))

6 TyOn tausta jatavoitteet

Insindoritydn tarkoituksena oli kehittdd Western blot -menetelma soveltuvaksi solunsal-
paajien vaikutusten tutkimiseksi suolen limakalvon tiivisliitosproteiineille. Tyéhon kuului
osana myds menetelman optimointi halutuille proteiineille. Tutkimukset suoritettiin hei-
nakuun ja joulukuun valisena aikana vuonna 2017 Helsingin yliopiston laéketieteellisen

tiedekunnan farmakologian osastolla.

Tyo oli osa Richard Forsgardin vaitoskirjaan liittyvaa tutkimusta, joka koostui kahdesta
osasta (Forsgard ym. 2016). Ensimmaisessa kokeessa han selvitti, korreloiko sytostaat-
tien aiheuttaman limakalvovaurion vakavuus suolen lisdantyneen lapaisevyyden kanssa.

Insin6oritydn aineistona oli edella mainitusta tutkimuksesta saatujen rottien ohutsuolten
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kudosnaytteet. Tutkimuksessa vertailtiin irinotekaania, 5-fluorourasiilia ja oksaliplatiinia
saaneiden rottien kudosnaytteita fysiologista suolaliuosta saaneiden eldinten verrokki-

ryhmaan.

Toisessa tutkimuksessa tavoitteena oli maarittaa, lisaavatko sytostaattien yhdistelmilla
toteutetut hoidot ruoansulatuskanavan toksisuutta. Insinddrityon toisen osan kudosnayt-
teet saatiin kyseisesta tutkimuksesta. Tasséa osassa kaytetyt sytostaatit olivat irinote-
kaani, 5-fluorosiili ja niiden yhdistelma.

Naytteista oli tarkoitus maarittd& okludiinin, klaudiini-1:n, klaudiini-4:n, ZO-1:n ja JAM-
A:n tasot. Suolikudosten histologiset tutkimukset olivat aikaisemmin osoittaneet eroja
solusalpaajilla hoidettujen ryhmien ja verrokkiryhmien valill&, joten taméan insin6orityon

tavoitteena oli tuoda lisatietoa limakalvovaurion mekanismeista.

7 Materiaalit ja menetelméat

Ty6 aloitettiin tutustumalla ryhméan kaytdssa olevaan Western blot -menetelmaan. Insi-
nooritydn aikana optimointia suoritettin SDS-PAGE-vaiheessa geelin valinnassa, nayte-
maarassa ja ajoparametreissa seka blottausvaiheessa laitteen valinnassa. Myos spesifi-

sen vasta-aineen ja sopivimman pitoisuuden ldytamiseksi tarvittiin optimointia.

7.1 Koe-elaimet ja ladkeaineannokset

Tyon kudosnaytteet saatiin Forsgardin tutkimuksen rotista. Molempien kokeiden elaimet
olivat kuusi viikkoa vanhoja Hsd:Sprague-Dawley®™ SD®™ -urosrottia (Envigo, Udine,
Italia). Rotat totutettiin uusiin olosuhteisiin ennen ladkeaineiden annostelua. Ladkeai-
neet annosteltiin vatsaonteloon nukutuksessa. Ensimmaisen tutkimuksen eldimet oli ja-
ettu sattumanvaraisesti neljddn ryhméaéan ladkeaineiden antoa varten. Jokaisessa ryh-
massa oli nelja rottaa. Verrokkiryhma sai yhden injektion 0,9-prosenttista NaCl-liuosta.
5-fluorourasiiliryhman annos oli 150 mg/kg ja irinotekaaniryhmén 200 mg/kg. Oksalipla-

tiiniryhmalle 1a8keainetta annosteltiin 15 mg/kg.
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Toisen tutkimuksen verrokkiryhmaé sai 0,9 %:sta NaCl-liuosta yhteensa kolme kertaa an-
noksella 1 ml/kg. 5-fluorourasiiliryhman annostus oli sama kuin ensimmaisessa ko-
keessa (150mg/kg). Irinotekaaniryhman annos oli puolet edellisen kokeen vastaavasta
(100mg/kg). Yksi ryhma oli irinotekaanin (100mg/kg) ja 5-fluorourasiilin (150mg/kg) yh-
distelmd. Taulukossa 2 on esitettyna tutkimuksen rottaryhmat ja niiden laékeaineannok-

set.

Taulukko 2.  Ensimmaisen ja toisen tutkimuksen rottaryhmat ja niiden la&keaineannokset.

Ensimmaisen tutkimus Toinen tutkimus

Verrokkiryhma (0,9 % NacCl-liuos) Verrokkiryhma (0,9 % NacCl-liuos)

5-Fluorourasiiliryhma (150mg/kg) 5-Fluorourasiiliryhma (150mg/kg)

Irinotekaaniryhméa (200mg/kg) Irinotekaaniryhma (100 mg/kg)

Oksaliplatiiniryhma (15mg/kg) Yhdistelmaryhma (irinotekaani 100mg/kg
ja 5-fluorourasiili 150mg/kg)

Elaimet lopetettiin nukutuksessa 72 tunnin paasta ladkeaineiden antamisesta ja kudok-
set jaadytettiin nestetypessa nopeasti. Taméan jalkeen niita sailytettiin -80 °C:ssa. Elain-
kokeet toteutettiin Etel&-Suomen aluehallintaviraston hankelupalautakunnan hyvéksy-
mana (lupanumero ESAV1/114/0.4.10.07/2015).

7.2 Naytteiden kasittely

Naytteiden valmistus aloitettiin homogenisoinnilla, jossa proteiinit eroteltiin kudoksesta.
Suolindytteista leikattiin noin 5 mm:n pituinen pala, joka laitettiin 1 ml:aan ELISA-pusku-
ria (136 mM NaCl, 8 mM NaHPOQO4, 2.7 mM KClI, 4.46 mM KH.PO4, 0,05 % Tween, pH
7,4). Puskuriin oli liuotettu proteaasi-inhibiittoria (Pierce™ protease Inhibitor Mini Tab-
lets, Thermo Scientific), joka suojeli naytteité proteolyyttiseltd hajoamiselta. Naytteet ho-
mogenisoitiin Precellys 24-laitteella (Bertin Technologies), ja ohjelmana kaytettiin 5500

rpm, 20 sekuntia. Homogenisointi toistettiin jos ndytteeseen jai viela kudospaloja.

Taman jalkeen naytteet sonikotiin VC 505 -laitteella (Sonics) ja ohjelmana kaytettiin 21

%, 10 sekuntia. Sonikoinnilla varmistettiin, etta kaikki tiivisliitosproteiinit olivat irronneet
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solujen vdlista. Sonikoinnin jalkeen naytteitd sentrifugoitiin (Centrifuge 5415 D, Eppen-
dorf) 13 362 g 15 min. Supernatantti pakastettiin -80 °C:ssa seuraavaa vaihetta varten.

Naytteita pidettiin jadhauteessa koko kasittelyn ajan.

7.3 Proteiinipitoisuuden maaritys

Valmistetuista naytteista analysoitiin proteiinipitoisuus, jotta proteiiniméé&rien erot saatiin
tasattua Western blot -menetelm&é varten. Kaikkiin geelin kaivoihin tuli pipetoida sama
maara proteiinia, jotta tulokset olisivat vertailukelpoisia keskendan. Proteiinimaaran sel-
vittamiseksi kaytettiin kaupallista kittia (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fischer
Scientific). Jokaista naytetta pipetoitiin 96-kuoppalevylle 25 ul ja sen paalle lisattiin 200
pl kitin sisaltdmaa valmista reagenssia. Kuoppalevya sekoitettiin sille tarkoitetussa ravis-
telijassa ja levya inkuboitiin 30 min 37C°:ssa. Taman jalkeen absorbanssit mitattiin Mul-
tiskan RC-spekrofotometrilla (Labsystems) 540 nm:n aallonpituudella. Jokaista naytetta
oli kuoppalevylla kolme rinnakkaista, ja niista laskettiin keskiarvo. Kitissa olevasta stan-
dardiliuoksesta valmistettiin laimennussarja, jonka avulla piirrettiin standardisuora. Nayt-

teiden proteiinipitoisuudet laskettiin standardisuoran yhtalon avulla.

Taman jalkeen naytteet laimennettiin ELISA-puskurilla samaan proteiinipitoisuuteen. Pi-
toisuus maaraytyi vahiten proteiinia sisaltdman naytteen mukaan. Ensimmaisen tutki-
muksen jejunumin proteiinimaaraksi tuli 6,6 pg/ul. Toisen tutkimuksen jejunumin proteii-
nimaaraksi saatiin 3,1 pg/pl ja colonin 3,3 pg/ul. Laemmlin naytepuskuriin lisattiin 5 %
2-merkaptoetanolia, jotta aminohappojen véliset rikkisillat saatiin hajotetuiksi. Kahteen-
sataan mikrolitraan naytetta pipetoitiin saman verran puskuria, ja sen jalkeen proteiineja
denaturoitiin l[Ampdoblokissa 95 °C:ssa 5 min. Lopuksi naytteet pakastettiin pienissa
erissa -80 °C:ssa. Naytteiden lopulliset proteiinipitoisuudet olivat 3,3 pg/ul, 1,55 pg/ul ja
1,65 pg/ul.

7.4 Western blot

Ryhmassa oli aiemmin kaytetty Western blot -menetelma kahdessa tutkimuksessa, jo-
ten ndiden kokeiden tietoja ja ohjeita pystyttiin kayttamaan hyvéaksi. Tutkimusryhmalla oli
valmiina SDS-PAGE-Ilaitteisto ja detektointilaite (Odyssey CLx Imaging System, LI-
COR). Lisaksi blottauksessa oli mahdollista kayttad ECL TE77 semi-dry trasfer unit -
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laitetta (GE Healthcare Amersham) tai Trans-Blot Turbo -laitetta (Bio-Rad). Valineet ja

aikaisemmat ohjeet muodostivat hyvan lahtokohdan maarityksille.

7.4.1 SDS-PAGE

Riippuen tutkittavan proteiinin koosta, tutkimuksessa kéaytettiin itse valettuja 4-, 7,5- ja
10-prosenttisia polyakryyliamidigeeleja, jotka valmistettiin ajoa edeltdvana paivana ja
sdilytettiin 4 °C:ssa ionivaihdetulla vedella kostutetussa kasipaperissa. Liséksi kaytdssa
oli kaupallisen valmistajan 4-20- % Mini-PROTEAN® TGX ™ Precast (BioRad) -gra-
dienttigeeleja. Ajoparametreina kokeiltiin kolmea eri yhdistelmaa konsentrointigeelille ja

erottelugeelille (taulukko 3).

Taulukko 3. Polyakryyliamidigeelien ja ajoparametrien kokeilut eri tiivislitosproteiineille

Polyakryyliamidigeelin  pi- | Ajoparametrit
toisuus
Okludiini 10 % 150V 10 min, 200 V 35 min
4-20 %
Z0-1 4% 150V 10 min, 200 V 35 min
7,5 % 150V 10 min, 190V 35 min
4-20 % 150V 10 min, 190V 45 min
Klaudiini-1 10 % 150V 10 min, 200 V 35 min
4-20 % 150V 10 min, 190 V 35 min
Klaudiini- 4 4-20 % 150 V 10min, 190 V 35 min

Merkkiaineina olivat kaytossa BlueStep™ Protein MW Marker (Broad Range) ja Preci-
sion Plus Protein™ Dual Color standard (Bio-Rad). Elektroforeesilaitteistona kaytettiin
Power Pac Basic (BioRad) -laitetta ja ajopuskuri valmistettiin ohjeen mukaisesti (Tris 25
mM, Glysiini 190 mM ja SDS 0,1 %).

7.4.2 Blottaus

Kun proteiinit oli eroteltu molekyylipainon mukaan SDS-PAGE:lla, geeleista leikattiin pois

konsentrointigeeli ja "dye front” -rintama geelin alaosasta. Taman jalkeen geeleja, kalvoa
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ja suodatinpapereita inkuboitiin blottauspuskurissa (25 mM Tris, 192 mM glysiini, 20 %

metanoli) 15 min, jonka jalkeen ne pakattiin blottauslaitteeseen.

Tutkimuksessa kaytettin ECL TE77 semi-dry trasfer unit -laitetta (GE Healthcare
Amersham). Blottausaika oli kaksi tuntia, ja sen jannite oli maksimissaan 30 V, 95 mA
Myds Trans-Blot Turbo -laitetta (Bio-Rad) kokeiltiin. Taman laitteen ohjelma kesti seitse-
m&an minuuttia ja ajossa kaytettiin valmistajan suosittelemaa valmista kitti& (Midi Format,
0,2um PVDF). ECL TE77 -laitteen kanssa kaytettiin 0,45 pm:n nitroselluloosa kalvoa
(Bio-Rad), joka oli ryhman aikaisemmissa tutkimuksissa todettu toimivaksi.

7.4.3 Blokkaus

Blottauksen jalkeen kalvot leikattiin merkkiaineen avulla niin, etté tutkittavat proteiinit jai-
vat eri kalvoihin. Koska tutkittavat proteiinit olivat molekyylipainoiltaan hyvin erilaisia, yh-
desta geelista saatiin tutkituksi jopa nelja eri proteiinia. Leikkaamisen jalkeen kalvot ase-
tettiin 50 millilitran falcon-putkiin, ja pestiin kolme kertaa TBS:lla (20 mM Tris, 137 mM
NacCl). Blokkauksessa kaytettiin valmista kaupallista puskuria (Odyssey blocking buffer,
(TBS), LI-COR) ja se laimennettiin suhteessa 1:1 TBS-T:n (20 mM Tris, 137 mM NacCl ja

0,05 % Tween) kanssa. Kalvoja inkuboitiin puskurissa kaksi tuntia huoneenlammaossa.

7.4.4 Vasta-aineet

Tutkimuksen aikana kaytettiin useaa primaarivasta-ainetta ja jokaiselle tutkittavalle pro-
teiinille maaritettiin sopiva laimennos. Valmistaja on usein maaritellyt sopivan alueen lai-
mennoksille, ja sopivan pitoisuuden etsiminen aloitettiin kyseisista arvoista. Blokkauksen
jalkeen kalvot pestiin kerran TBS-T:lld. Laimennusliuos sisalsi blokkauspuskuria (Odys-
sey Blocking Buffer) ja TBS-T:t4 samassa suhteessa. Kalvoja inkuboitiin tdssa primaari-
vasta-aineliuoksessa yon yli +4 °:ssa. Taulukossa 4 on ilmoitettu kaikki kaytetyt vasta-
aineet ja testatut laimennokset. Sekundaarivasta-aineiden laimennoksena kaytettiin aina

1:20 000, johon p&&dyttiin ryhnman aikaisempien maarityksien perusteella.
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Taulukko 4. Kaytetyt vasta-aineet, niiden valmistajat seka testatut laimennokset

Primaarivasta- Tuotenu- Laimen- | Valmistaja Sekundaari vasta-
aine mero nos aine
Occludin  rabbit | 40- 4700 1:100 Invitrogen IRDye800CW goat
polyclonal IgG Lot 1:125 anti-rabbit

981727A ja | 1:250

R1237069
Claudin- 1 (A-9) | sc:166338 | 1:100 Santa Cruz Bio- | IRDye680LT goat
mouse monoclo- 1:200 technology anti-mouse
nal IgG 1:400

1:800

Claudin- 4 (A-12 | sc-376643 | 1:150 Santa Cruz Bio- | IRDye680LT goat
mouse monoclo- 1:250 technology anti-mouse
nal IgG 1:550
JAM-A (J10.4) | sc-53623 1:200 Santa Cruz Bio- | IRDye680LT goat
mouse monoclo- technology anti-mouse
nal IgG
ZO-1 rabbit poly- | 40- 2200 1:250 Invitrogen IRDye800CW goat
clonal IgG 1:500 anti-rabbit
ZO-1 rabbit poly- | 61-7300 2 pg/ml Thermo Fisher | IRDye800CW goat
clonal IgG 2,5 ug/ml | Scientific anti-rabbit
B-actin mouse | 3700S 1:3000 Cell  Signaling | IRDye680LT goat
monoclonal 1IgG Technology anti-mouse

Sekundaarivasta-aineen laimennuspuskuriksi valittin TBS-T:n ja blokkauspuskurin yh-

distelm&. Ennen sekundaarivasta-aineen lisdamisté kalvot pestiin kerran TBS-T:lla. Se-

kundaarivasta-aineet olivat fluoresenssi leimattuja (LI-COR), joten kalvot suojattiin va-

lolta foliolla k&sittelyn ajan. Kalvoja inkuboitiin yhden tunnin ajan ja tAma vaihe suoritettiin

huoneenlammaossa.
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7.4.5 Detektointi ja tilastollinen kasittely

Sekundaarikasittelyn jalkeen kalvot pestiin ja kuvattiin vasta-aineiden kanssa yhteen so-
pivalla Odyssey CLx Infrared Imaging System -laitteella (LI-COR). Tulosten ké&sittelyssa
kaytettiin Image studio -ohjelmaa (LI-COR), jolla mitattiin fluoresenssin intensiteetti nayt-
teissd. Mita suurempi intensiteetti oli, sitd enemman kyseista proteiinia oli naytteessa.
Ohjelma vahensi saadusta tuloksesta automaattisesti taustafluoresenssin. Taman jal-
keen saadut luvut jaettiin viela latauskontrolli B-aktiinin intensiteeteilld, jotta lopullisia tu-
loksia pystytddn vertaamaan toisiinsa ja nain saamaan tietoa siita, paljonko tutkittavaa

proteiinia oli eri naytteissa.

Intensiteettitasoista piirrettiin kuvaajat GraphPad Prism 5 -ohjelmalla (GraphPad Soft-
ware Incorporated, La Jolla, CA, Yhdysvallat). Taman jalkeen tuloksista tehtiin yksisuun-
tainen varianssianalyysi (ANOVA) seka Tukeyn testi, joilla tarkasteltiin ryhmien valisia
tilastollisia eroja. Eroja pidettiin tilastollisesti merkitsevina, kun P-arvo oli pienempi kuin
0,05. Yksittaiset poikkeavat arvot (outlier) testattiin yleisesti kaytdssa olevalla Grubbin

testilla.

7.4.6 Proteiinien poistaminen kalvolta

Proteiinien tasojen tutkimiseen kului Western blot -menetelmall& noin kaksi paivaa. Ku-
vattuja kalvoja oli mahdollista kayttaa kerran uudelleen. Talléin kalvoilta poistettiin pri-
maari- ja sekundaarivasta-aineet strippauspuskurin (25 mM glysiini, 1 % SDS, pH 2,0)
avulla. Kalvoja inkuboitiin puskurissa kaksi kertaa 10 min, jonka jalkeen ne pestiin. Ta-
man jalkeen Western blot suoritettiin uudelleen ohjeen mukaan blokkausvaiheesta al-
kaen. Kalvoja oli tarpeen blokata kuitenkin vain 60 min, 120 min sijasta. Samoille kalvoille
ei suositella useita proteiininpoistokasittelyitd, koska puskuri saattaa irrottaa myods koh-

deproteiinia.
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8 Tulokset

8.1 Menetelman optimointi

Insin6oritydn aikana optimointia suoritettiin SDS-PAGE:ssa ja blottauksessa. Myds spe-

sifisen vasta-aineen ja sopivimman pitoisuuden ldytamiseksi tarvittiin optimointia.

8.1.1 SDS-PAGE

Sopivimmiksi ajoparametreiksi todettiin 150 V, 10 min konsentrointigeelille ja 190 V, 35
min erottelugeelille. Nailla arvoilla ndytteet saatiin ajetuksi suorana viivana. Kahdensa-
dan voltin jannitteelld alageelin reunimmaiset néytteet ajautuivat vinoon, ja niita oli silloin

vaikeampi tulkita (kuva 9).

Kuva 9. Latauskontrolli 3-aktiini on ajautunut reunasta kaarelle parametreilla 150 V, 10 min ko-
sentrointigeeli ja 200 V, 35 min erottelugeeli.

Okludiinin tasot pystyttiin havaitsemaan luotettavasti seka kaupallisen valmistajan 4-20-
% Mini-PROTEAN® TGX ™ Precast gradienttigeelilld, etta 10- %:lla geelilla. Klaudiini-
1:n, klaudiini-4:n ja JAM-A:n tasojen tutkimuksissa kaytettiin kaupallista gradienttigeelia.

Z0-1:n tasoa ei saatu luotettavasti maaritettya.

Insin6oritydn ensimmaisessa osassa proteiinia pipetoitiin kaivoihin 33 pg/ul. Toisessa
osassa oli mukana myos naytteitéd tdman insindoritydn ulkopuolelta ja siksi kaivoja tar-
vittin enemman samalle geelille. Pienempiin kaivoihin mahtui vAhemman proteiinia, jo-
ten proteiinimdara puolitettiin. Toisessa tutkimuksessa vastaavat luvut olivatkin ohut-
suoli- ja paksusuolinaytteilla noin 15 pg/pl. Molemmat kaytossa olleet merkkiaineet toi-

mivat hyvin ja niiden mukaan oli helppo leikata kalvot ennen blokkausta.
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8.1.2 Blottaus

Blottaus onnistui hyvin ECL TE77 -laitteistolla, ja geeleihin jai vain hyvin vahan proteiinia.
Tahan vaiheeseen menevaa aikaa yritettiin lyhentaa kokeilemalla Trans-Blot Turbo -lai-
tetta. Laitteen vaihto olisi lyhentényt blottaukseen kuluvaa aikaa kahdesta tunnista seit-

semaan minuuttiin. Blottausta ei kuitenkaan saatu toimimaan uudella laitteella.

8.1.3 Vasta-aineet

Tutkimuksessa pyrittiin |6ytamaan jokaiselle proteiinille spesifinen vasta-aine. Sitoutumi-
nen oikeaan kohtaan on tarkeaa, koska se mahdollistaa tarkat tulokset. Pitoisuus pyrittiin
myds optimoimaan mahdollisimman laimeaksi, jotta hintavia vasta-aineita kuluisi mah-
dollisimman vahan. Vasta-aineiden laimennokset saastettiin, ja niita voitiin kayttaa uu-
destaan. Taulukossa 5 on esitetty optimoitujen primaarivasta-aineiden parhaiten toimiva
pitoisuus. Inkuboinnin aika ja lampdotila pidettiin koko ajan samana, kuten myos sekun-

daarivasta-aineen laimennus.

Taulukko 5. Vasta-aineiden optimoidut laimennukset.

Tutkittava proteiini Pitoisuus
Okludiini 1:125
Klaudiini- 1 1:100
Klaudiini- 4 1:150
JAM-A 1:200

B -Aktiini 1:3000
Z0-1 -
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8.2 Ohutsuolinaytteiden proteiinitasot
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Kuva 10. OkKludiinin Western blot -kuvat ja intensiteettitasot ensimmaisen (A ja B) ja toisen tutki-
muksen (C ja D) jejunum-naytteistd. Ensimmaisessa tutkimuksessa tilastollisia eroja havaittiin
kaikkien solunsalpaajien saaneiden ryhmien ja verrokkien kesken (***P<0,0001), n=4/ryhma. Toi-
sessa tutkimuksessa tilastollisia eroja ei havaittu.

Ensimmaisessa tutkimuksessa okludiinin tasot nousivat kaikilla ryhmilla, jotka olivat saa-
neet sytostaatteja verrattuna verrokkiryhméén (P < 0,001) (kuva 10A ja 10B). Erot olivat
tilastollisesti merkitsevia (P<0,0001). Intensiteettitaso nousi 5-fluorourasiililla 118 %, iri-

notekaanilla 87 % ja oksaliplatiinilla 167 %.

Tutkimuksen toisessa osassa (kuva 10C ja 10D) havaittiin, etté |A8keaineet nostivat ta-
soja vain hieman eik& tilastollisesti merkitsevid eroja havaittu (P<0.05). 5-fluorourasiili

nosti okludiinin ilmentymistasoa 16 %, yhdistelma 22 % ja irinotekaani 17 %.
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Kuva 11. Klaudiini-4:n Western blot -kuva ja intensiteettitasot ensimmaisen (A ja B) ja toisen tut-
kimuksen (C ja D) jejunum-naytteistd. Ensimmaisessa tutkimuksessa tilastollisia eroja ei ollut 1&&-
keaineiden valilla, n=4. Toisessa tutkimuksessa irinotekaanin ja 5-fluorourasiilin yhdistelman seka
kontrollin valinen ero on tilastollisesti merkitseva (P<0,05).

Klaudiini-4:n tasot eivat muuttuneet tilastollisesti merkitsevasti sytostaatteja saaneilla ro-
tilla verrattuna verrokkeihin (kuva 11A ja 11B). Tilastollinen ero syntyi 5-fluorourasiilin ja
irinotekaanin yhdistelman seka verrokkiryhman valille (P<0.05) (kuva 11C ja 11D). 5-
fluorourasiili laski ilmentymistasoa 15 % ja l&&keaineiden yhdistelma 34 %. Irinotekaani

nosti ilmentymistasoa 8 %.
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Kuva 12. Klaudiini-1:n intensiteettitasot ja Western blot -kuva ensimmaisen kokeen (A ja B) seka
toisen kokeen (C ja D) jejunum-naytteista. Tilastollisia eroja ei havaittu, n=4/ryhma.

Tilastollisia eroja ei syntynyt sytostaatteilla hoidettujen ja verrokkiryhman valille, vaikka
ladkeaineet pyrkivat laskemaan hieman klaudiini-1:n tasoja (P>0.05) (kuva 12A ja 12B).

5-fluorosiili laski klaudiini-1:n tasoa 43 %, irinotekaani 21 % ja oksaliplatiini 25 %.

Sytostaatteja saaneiden rottaryhmien ja verrokkiryhman valilla ei havaittu tilastollisesti
merkitsevia eroja myoskaan toisen tutkimuksen naytteissa (kuva 12C ja 12D). 5-fluo-
rourasiili laski tutkittavan proteiinin tasoa 21 %, yhdistelma 53 % ja irinotekaani 64 %.
Nahtavilla oli laskeva trendi erityisesti irinotekaanin kohdalla, mutta ero ei kuitenkaan

muodostunut tilastollisesti merkitsevaksi.
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8.3 Paksusuolinaytteiden proteiinitasot
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Kuva 13. Proteiinien tasot ja Western blot-kuvaajat toisen tutkimuksen paksusuolesta otetuista
naytteistd. Sytostaatit nostivat voimakkaasti okludiinin tasoja (A ja B), mutta tilastollisia eroja nayt-
teiden vélille ei syntynyt, n=4/ryhma. Klaudiini-4:n (B ja C), Klaudiini-1:n (E ja F) ja JAM-A:n (G ja
H) tasoissa ei mydskaan havaittu tilastollisesti merkitsevia eroja.
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Sytostaatteja saaneiden rottien okludiinin tasot nousivat huomattavasti, mutta tilastollisia
eroja ei syntynyt kuitenkaan syntynyt Tukeyn testilla (P>0.05) (kuva 13A ja 13B). 5-fluo-
rourasiili nosti okludiinin ilmentymistasoa 233 %, yhdistelma 137 % ja 153 %. Tuloksissa
on kuitenkin selvasti havaittavissa nouseva trendi. T- testilla ja non-parametrisella -tes-

tilla tilastollisia eroja ryhmien vélille kuitenkin syntyi (P<0.05).

Klaudiini-4:n ja klaudiini-1:n tasot eivat muuttuneet tilastollisesti merkitsevésti (P>0,05)
(13C, 13D, 13 E ja 13 F). Tilastollisia eroja ei havaittu myoskaan JAMA:n (kuva 13 G ja
H) naytteiden keskiarvojen valilla (P>0,05). 5-flurosurasiili nosti JAM-A:n ilmentymista-
soa 24 % ja irinotekaani 43 %. Yhdistelm& taas laski tutkittavan proteiinin tasoa 10 %.
JAM-A valittiin tutkimukseen ZO-1:n tilalle, koska sen tasoja ei onnistuttu maarittdmaan.
JAM-A:n proteiinitasojen valilla ei kuitenkaan esiintynyt tilastollisia eroja, joten sen taso-

jen tutkimista ei jatkettu insindorityén muissa osioissa.

9 Tulosten tarkastelu

9.1 Menetelman optimointi

9.1.1 SDS-PAGE

Okludiini nakyi hyvin itse valetulla 10-prosenttisella polyakryyliamidigeelilla, joten myds
klaudiini-1 ajettiin aluksi saman pitoisuuden geelilla. Tuloksissa havaittiin kuitenkin useita
bandeja, ja syyksi epdiltiin aluksi epaspesifista vasta-ainetta. Useat bandit voivat johtua
talloin klaudiini-perheen sisdisesta tai ulkopuolisesta ristireagoinnista. Syy voisi olla
my06s klaudiini-1:n fosforylaatio tai proteiiniin pilkkoutuminen ndytteen valmistuksessa.
Proteiinin pilkkoutuminen nakyy kuitenkin yleensa varsinaisen béndin alapuolella, joten
sita pidettiin epatodennakdisend. Vaihtoehtona pidettiin blokkauspeptidin tilaamista, joka

sitoutuu tarkasti vain haluttuun proteiiniin ja néin paljastaa epaspesifisen sitoutumisen.

Ennen blokkauspeptidin tilaamista p&atettiin tutkimus kuitenkin vield suorittaa samoilla
parametreilla kaupallisella gradienttigeelilla. Tihe& geeli pakkasi pienikokoisen proteiinin
tiiviiksi selkedksi bandiksi, ja hanta poistui (kuva 14). Nain tulokset olivat selkeasti luet-

tavissa. Myds klaudiini-4 ajettiin pienen kokonsa vuoksi gradienttigeelill&.
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Kuva 14. Vasemmalla puolella klaudiini-1 ajettuna 10- %:lla geelilla ja oikealla puolella gradient-
tigeelilla.

Z0-1:n tasoa ei saatu luotettavasti maaritettyd, luultavasti epaspesifisen vasta-aineen
takia. ZO-1:lle ajoparametreiksi kokeiltin myods pidempia aikoja, jotta iso proteiini olisi
varmasti siirtynyt kaivosta geelille. Kyseinen proteiini myods ajettiin monella eri vahvui-

sella polyakryyliamidigeelilla, mutta optimoinnilla ei ollut vaikutusta tuloksiin.

9.1.2 Blottaus

Blottaus suoritettiin ECL TE77 -laitteistolla. TAhan vaiheeseen menevaa aikaa yritettiin
lyhentaa kokeilemalla nopeampaa Trans-Blot Turbo -laitetta. Proteiinit eivat kuitenkaan
siirtyneet onnistuneesti geelista kalvoon Trans-Blot Turbo -laitteella, mika johtui luulta-

vasti kaytetysta kitista.

9.1.3 Vasta-aineet

Polyklonaalisten vasta-aineiden erien valilla saattaa esiintya suuriakin eroja, ja se huo-
mattiin okludiinin tasoa tutkittaessa. Okludiinin ensimmaisille naytteille kaytettiin Invitro-
genin polyklonaalista vasta-ainetta, ja se toimi erittdin hyvin. Vasta-ainetta tilattiin lis&d&
toisten naytteiden Western blot -ajoja varten. Koejarjestely toistettiin samanlaisena toi-
sille naytteille, mutta yllattden tulokseksi saatiin useita epatasaisia ja sumeita bandeja.
Aluksi syyksi epailtiin proteiinin pilkkoutumista naytteiden tekemisen aikana, koska

vasta-aine oli aiemmin toiminut erinomaisesti.

Asia selvitettiin ajamalla ensimmaiset naytteet uuden erén vasta-aineella. Tulokset olivat
my0ds nyt epatarkkoja ja vaikeaselkoisia, joten vika oli luultavasti vasta-aineen epé-
spesifisyydessa. Tasté haluttiin kuitenkin viela varmistua, joten toiset ndytteet ajettiin en-
simmaisen erédn vanhalla vasta-aineella. Nyt tulokset olivat taas siistit ja tarkat. Kuva 15

havainnollistaa erien vélisen spesifisyyden eron.
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Kuva 15. Toisen osan naytteiden Western blot -kuvaajat. Vasemmalla okludiinin uuden eran
vasta-aine, jonka tulokset ovat epaspesifisid. Oikealla vanhan erén vasta-aineella saadut siistit ja
tarkat tulokset.

Z0-1:lle ei Idydetty toimivaa vasta-ainetta. Tutkimuksessa kokeiltiin kahta eri vasta-ai-
netta, joista ensimmainen oli rabbit polyclonal IgG (Invitrogen). Tama vasta-aine sitoutui
epaspesifisesti. Sen tulokset ovat alla olevassa kuvassa 16 vasemmalla. My6s rabbit
polyclonal IgG (Thermo Fisher Scientific) osoittautui epétarkaksi. TAman vasta-aineen
tulokset nakyvat kuvassa 16 oikealla puolella. Molempien vasta-aineiden pitoisuuksia
optimoitiin, mutta silla ei ollut vaikutusta tulokseen. Bandeja muodostui silti useita ja odot-
tamattomiin kohtiin. ZO-1 voi olla my6s proteolyyttisesti pilkkoutunut ndytteiden valmis-
tuksen aikana. ZO-1:n naytteet homogenisoitiin kolmessa erassa. Pilkkoutumisen olisi

pitdnyt tapahtua jokaisen eran kohdalla ja siksi se on epatodennakdista.

Kuva 16. ZO-1:n kokeillut vasta-aineet. Vasemmalla rabbit polyclonal IgG (Invitrogen) ensimmai-
sen tutkimuksen ohutsuolindytteista ja oikealla rabbit polyclonal IgG (Thermo Fisher Scientific)
toisen tutkimuksen ohutsuolindytteista otetuista naytteista. Kuvissa on myos tuloksien vastaavat
[B-aktiinit, jotka vahvistavat ajon onnistumisen.

9.2 Ohutsuolindytteiden proteiinitasot

Okludiini

Okludiinin tulokset ovat sopusoinnussa ryhman aikaisempia tutkimustuloksien kanssa.
Histologisessa naytteiden analyysissa kaytettiin nelinumeroista asteikkoa suolen vauri-

oiden ilmoittamisessa: minimalinen (1), vahainen (2), kohtalainen (3) ja huomattava (4).
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Analyysissa todettiin, ettd eniten vaurioita ohutsuoleen aiheutti oksaliplatiini. Sen akuut-
tien vaurioiden tuloslukema oli (3,7 + 0,5) ja ero muiden sytostaattien vastaaviin lukuihin
oli tilastollisesti merkitseva (P<0.001). Seuraavaksi eniten vaurioita aiheutti 5-fluoroura-
siili (2,6 £1,0) ja vahiten naista kolmesta irinotekaani (2,0 £ 0,2). 5-fluorourasiilin ero iri-
notekaanin aiheuttamiin vaurioihin oli tilastollisesti merkitseva (P<0,05). (Forsgéard
2016).

Solunsalpaajahoidon aiheuttaman limakalvovaurion tiivisliitosproteiinien tutkimuksessa
tulee kiinnittdd huomiota aikajanan maarittamiseen laékeaineiden antamisen jalkeen.
Nakao on aikaisemmin tutkinut irinotekaanin vaikusta okludiinin tasoon. Hanen tutkimuk-
sensa annos ja rottien lopetusaika eroavat taméan tutkimuksen vastaavista arvoista. Na-
kaon tutkimuksessa irinotekaanin annos rotilla oli 250mg/kg, kun Forsgardin vastaava
luku oli 200mg/kg. Nakaon rotat lopetettiin 43 tuntia annoksen saamisen jalkeen, kun
taas tassa tutkimuksessa vastaava aika oli 72 tuntia. Nakaon tutkimuksessa okludiinin
taso oli merkitsevasti pienempi kontrolliin verrattuna (P<0.05). (Wardill & Bowen 2013.)
Okludiinin tason kasvu solussa aiheuttaa tiivisliitosproteiinien maaran kasvua (Cummins
2011: 5). Taméa herattaa kysymyksen, voiko tassa tutkimuksessa havaittu tason nousu

sen laskun jalkeen olla solun korjausreaktio.

Myds tutkimuksen toisen osan tulokset ovat samansuuntaisia histologisen analyysin
kanssa. Histologisessa analyysissa todettiin, ettéd kyseiset ladkeaineet aiheuttivat tassa
tutkimuksessa vahemman vaurioita ohutsuolessa kuin ensimmaisessa. Muutokset toi-
sessa tutkimuksessa olivat vahaisia, kun taas ensimmaisessa tutkimuksessa ne olivat
suurimmalta osalta kohtalaisia. Tama selittdnee pienemmat muutokset okludiinin ta-
sossa ensimmaiseen osan naytteisiin verrattuna. Lisaksi irinotekaanin annos oli tassa

tutkimuksessa puolet pienempi kuin ensimmaisessa tutkimuksessa.

Klaudiini-4

Ensimmaisen ja toisen kokeen tulokset ovat sopusoinnussa keskenaan. Ladkeaineet yk-
sindan eivat aiheuttaneet tilastollisesti merkitsevia muutoksia klaudiini-4:n tasoihin ver-
rokkiryhmaéan nahden. Yhdistelmana laédkeaineet taas aiheuttavat tilastollisesti merkitse-

van muutoksen kyseisen proteiinin tasossa.
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Myds histologisen analyysin tulokset ovat samansuuntaiset tulosten kanssa. Analyysissa
todettiin, etta rottien paino laski merkitsevasti enemman yhdistelmaryhmassa kuin pel-
késtaan irinotekaanilla tai 5-fluorosiililla hoidettuna. Analyysissa ei kuitenkaan havaittu

eroja yhdistelman ja yksittaisten ladkeaineiden aiheuttamien muutosten valilla.

Klaudiini-1

Klaudiini-1:n tasoissa ei havaittu tilastollisesti merkitsevida muutoksia. Nakao on aikai-
semmin tutkinut irinotekaanin vaikutusta klaudiini-1:n tasoon. Hanen tutkimuksessaan
kyseiseista laékeainetta saaneiden rottien proteiinitaso erosi tilastollisesti verokkiyh-
masta (P<0.05). Nakaon tutkimuksessa irinotekaanin annos oli 50mg/kg suurempi kuin
Forsgardin tutkimuksessa, ja rotat myos lopetettiin 29 tuntia myohemmin. Nama seikat
saattavat osittain selittédé sitd, miksi tdssa tutkimuksessa tilastollista eroa ei muodostu-
nut, vaikka proteiinitaso pyrkikin laskemaan.

9.3 Paksusuolinaytteiden proteiinitasot

Paksusuolen okludiinin tasossa ei havaittu tilastollisesti merkitsevaa eroa, vaikka tulok-
sissa oli nakyvissa nouseva trendi. Tuloksissa oli kontrolliryhmésséa yksi poikkeava arvo
(outlier), joka testattiin Grubbin testilla. TAma arvo saattoi osaltaan myds vaikuttaa sii-
hen, miksi tilastollisia eroja ei syntynyt. Jokaisessa Western blot -tutkimuksessa oli nayt-
teita kahdella geelilla, jotka kasiteltiin samaan aikaan. Myds SDS-PAGE:n jalkeen koe-
jarjestely suoritettiin yhdenmukaisesti molemmille kalvoille. Tésta huolimatta tuloksissa
oli havaittavissa intensiteettieroja kalvojen valilla, mikd nosti hajontaa. Nain ollen erot
vaikuttivat suoraan my@s tilastolliseen merkitsevyyteen. T- testilla ja non-parametrisella

testilla tilastollisia eroja ryhmien vélille kuitenkin syntyi (P<0.05).

Klaudiini-4:n tasoissa ei ollut tilastollisesti merkitsevaa eroa, vaikka 5-fluorourasiili laski
kyseisen proteiinin tasoa huomattavasti. Intensiteettien arvoissa oli hajontaa samaan ai-
kaan ajettujen eri geelien valilla myos klaudiini-4:n tuloksissa ja se saattoi vaikuttaa sii-

hen, miksi tilastollisesti merkitsevia eroja ei syntynyt.

Mydskaan klaudiini-1:n tasoissa ei havaittu tilastollisesti merkittavia eroja. Paksu-

suolesta otettujen naytteiden tasoja ei testattu tutkimuksen ensimmaisessa osassa, joten
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naytteilla ei ole samanlaista vertailukohtaa kuin ohutsuolen naytteilld. Klaudiini-1:n ta-
soissa ei ole kuitenkaan esiintynyt tilastollisesti merkitsevid eroja tdman insin6oéritydn

aikaisemmissa osissa eikd paksusuolen naytteet tee tassa poikkeusta.

10 Yhteenveto

Insin6oritydn tavoitteena oli selvittdad, miten sydvan hoidossa yleisesti kaytosséa olevat
solunsalpaajat oksaliplatiini, 5-flurourasiili ja irinotekaani sek& kahden viimeksi mainitun
yhdistelma vaikuttavat suolen epiteelin tiivisliitosproteiineihin. Tavoitteena oli myds opti-
moida Western blot -menetelma kyseisille proteiineille. Menetelmaa kaytettiin proteiini-
tasojen maarittamiseen. Vertailemalla sytostaatteja saaneen ryhmaan proteiinitasoja
verrokkiryhman tasoihin pystyttaisiin saamaan lisaa tietoa kyseisten ladkeaineiden vai-

kutuksista tiivisliitosproteiineihin ja niiden yhteydesta suolen limakalvovaurioon.

Western blot -menetelma optimoitiin ja silla mitattiin onnistuneesti okludiinin, klaudiini-
1:n, klaudiini-4:n ja JAM-A:n proteiinitasot. ZO-1:n tasoja ei saatu luotettavasti selvite-
tyiksi. Syyna oli luultavasti epaspesifinen vasta-aine. Useat bandit tuloksissa saattoivat
olla myds naytteiden tekemisen aikana syntynytta proteolyyttista pilkkoutumista. Aikai-
semmissa tutkimuksissa on selvitetty sytostaattien irinotekaanin ja metotreksaatin vai-
kutuksia ZO-1:n tasoon (Wardill & Bowen 2013). Kyseisissa kokeissa ei kuitenkaan il-
mennyt muutoksia proteiinin ilmentymisessa. ZO-1:n taso olisi kuitenkin ollut kiinnosta-
vaa selvittaa insindoritydssa, koska proteiini tarkeéd osa tiivisliitoskompleksia ja sen puut-
tuminen lisaa lapaisevyytta (Liu ym. 2012). On myos mahdollista, ettéd sen taso oli niin

pieni, ettei sité pystytty talla menetelmalla havaitsemaan.

Muutoksia solunsalpaajat aiheuttivat okludiinin tasoihin, joissa esiintyi tilastollisia eroja
ja nousevaa trendid. Tutkimuksen ensimmaisessd osassa kaikki sytostaatit nostivat
okludiinin tasoja merkitsevasti (P<0,0001). Tulos my®taili histologisen analyysin tuloksia
ja oli linjassa myds sytostaattien aiheuttamien akuuttien vaurioiden kanssa. Histologi-
sessa analyysissa havaittiin, ettéd ohutsuoleen syntyi ensimmaisessa tutkimuksessa ti-
lastollisesti enemman vaurioita kuin toisessa tutkimuksessa. Tama saattoi olla syyna sii-
hen, ettei tilastollisia eroja havaittu insin60rityon toisen osan ohutsuolinaytteista. Solun-
salpaajat nostivat paksusuolen tiivisliitosproteiinien tasoja voimakkaasti. 5-fluorourasiili

nosti okludiinin tason yli kolminkertaiseksi verrokkiryhmaan nahden. Kuitenkaan Tukeyn
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testilla tilastollisesti merkitsevia eroja ei ollut. T-testilla ja non-parametrisella testilla tilas-

tollisesti merkitsevia eroja ryhmien valilla havaittiin (P<0.05).

Klaudiini-1:n tasoissa ei havaittu tilastollisesti merkitsevid muutoksia. Klaudiini-4:n taso
pysyi tutkimuksen ensimmaisesséa osassa hyvin samanlaisena solunsalpaajien antami-
sen jalkeen. Mydskaan toisen osan ohutsuolindytteissa ei havaittu tasojen muutoksia
yksittaisten sytostaattien kohdalla. Yhdistelmé& kuitenkin laski tilastollisesti merkitsevasti
klaudiini-4:n tasoa (P<0,05). Tulos oli sopusoinnussa ryhman aikaisemman tutkimuksen
kanssa, jossa havaittiin, etta rottien painot olivat laskeneet enemman 5-fluorourasiilin ja
irinotekaanin yhdistelmalla kuin yksittaisilla sytostaateilla. Toisen tutkimuksen paksu-
suolesta otetuissa naytteissa ei ollut tilastollisesti merkitsevia eroja klaudiinien tasoissa.
Myoskaan JAM-A:n tasoissa ei havaittu tilastollisesti merkitsevid muutoksia.

Western blot on semikvantitatiivinen tutkimusmenetelma eli sen tulokset ovat suuntaa
antavia. Tutkimuksen luotettavuutta voisi kasvattaa kayttdmalla muita menetelmia esi-
merkiksi immuofluoresenssia Western blot -menetelméan rinnalla. Myods naytemaaran
kasvattaminen voi tuoda lisdd varmuutta tuloksiin. Tutkimuksessa naytteiden valiset ha-
jonnat olivat pienia tai kohtuullisia, mika lisasi insin66ritydssa saavutettujen tulosten luo-
tettavuutta. Hajontaa esiintyi kuitenkin samaan aikaan ajettujen geelien valilla, vaikka
menetelma suoritettiin tdysin samanlaisena molemmille geeleille. Naytteiden erot olivat
usein hyvin pienet molempien kalvojen sisalld, mutta suuret verrattuna toisiinsa. Tama
saattoi vaikuttaa siihen, etté tilastollisia eroja ei muodostunut, vaikka proteiinitason muu-

tos olikin prosentuaalisesti suurta.

Talle insindorityblle maaritetyt tavoitteet saavutettiin. Western blot -menetelma saatiin
optimoiduksi ja intensiteettitasot pystyttiin selvittamaan. Johtopaatdksena voidaan to-
deta, ettd okludiini ja klaudiini-4 ovat yhteydessa suolen limakalvovaurioon. Seuraa-
vassa tutkimuksessa olisi tarpeen selvittdaa ajan vaikutusta okludiinin tason muutoksiin

sytostaattien antamisen jalkeen. Tutkimuksia tulisi jatkaa my6s suuremmalla aineistolla.

Haluaisin kiittaa insin6orityoni ohjaajia FT Richard Forsgardia, FT Aino Siltaria, profes-
sori Riitta Korpelaa seka emeritusprofessori Heikki Vapaataloa korvaamattomasta tuesta
ja ohjauksesta. Finska lakaresallskapet sekd Einar och Karin stroems stiftelse olivat
mahdollistamassa insindoritydni toteuttamista ja siité heille lampimaét kiitokset. Kiitokset

myds laboratoriomestareille Lahja Eurajoelle ja Nada Bechara-Hirvoselle opastuksesta
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ja neuvoista. Lisaksi haluaisin kiittda Metropolian opintolinjani tutkintovastaavaa Carola

Forteliusta insin6oritydni ohjaamisesta ja arvokkaista kommenteista.
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Western blot —ohje

Geelien valmistus

Akryyliamidikonsentraatio |5 % 7,50 % 10 % 12 % 15 %
MW range (kDa) 57-212 |36-94 20- 80 12- 60 10- 43

Alageelit (2 kpl):

Reagenssit 7,5 % 10 % 12 %
Tislattua vetta 8,25 ml 9,5 ml 8,3 ml
Akryyliamidi/Bis (30 % stock) 3,375 ml 6 ml 7,2 ml
3 M Tris-HCI pH 8,8 1,688 ml 2,25 ml 2,25 ml
10 % (w/v) SDS 180 pl 180 pl 180 ul
10 %(w/v) ammonium persulfate |90 pl 90 pl 90 ul
TEMED 6 ul 6 pl 6 ul

Tee vetokaapissa, nitriilihanskat.

Ylageeli (2 kpl, 4 ml):

Reagenssit 3,75%
Tislattua vetta 2,95 ml
Akryyliamidi/Bis (30 % stock) | 500 pl
1 M Tris-HCI pH 6,8 500 pl
10 % (w/v) SDS 40 l
10 %(w/v) ammonium persul-

fate 24 ul
TEMED 3ul

Tee vetokaapissa.

Pipetoi seokset vetokaapissa (APS, TEMED, akryyliamidi). Pipetoi APS ja TEMED vii-

meisena, silla ne alkavat jahmettya heti.



Merkitse lasiin alageelin ylaraja, joka on noin senttimetrin paassa lasin ylareunasta. Val-
mista ja pipetoi ensin alageeli. Pipetoi vetta geelin paalle, jotta geelin pinta ei kuivu jah-
mettymisen aikana. Anna jahmettya noin tunti. Kaada ja ime paperilla vesi pois geelin
paaltd. Pipetoi ylageeli piripintaan. Taman jalkeen aseta kampa paikoilleen. Anna jah-
mettyd ainakin puoli tuntia. Kaari geelit milli-g-veteen kostutettuun kasipaperiin ja laita

pussissa jadkaappiin. Geelit voi siis tehda ajoa edeltavana paivana.

SDS-PAGE

1. Sulata naytteet jailla

2. Kokoa ajolaite ja kaada kylm&a 1x ajopuskuria ajolaitteen kammioon tasaisesti.
Poista naytekampa geelin lasien valista varovasti

Huolehdi, ettéa ajolanka on kokonaan nesteen peitossa ja ettéa geelien valilla oleva kam-

mio on taynn& ajopuskuria. Voit my6s kaataa ajopuskuria koko laitteen sisélle.

3. Pipetoi naytteet (15- 40 ul) ja molekyylimarkkeri (5-7 pl) suunnitelman mukai-

sesti kammioihin. Pipetoi rauhassa ja valta ilmakuplia.

4. Varmista, etta ajolaitteen kytkennat ovat oikein.

5. Aja 150V noin 10 min.

6. Kun naytteet ovat saavuttaneet alageelin rajan, nosta jannite 190 V:n ja aja noin

35 min.

7. Keskeyta ajo, kun naytteiden etulinja on 2 mm geelin alareunan ylapuolella.

Jatka heti blottaukseen, silla proteiinit ovat herkkia likkumaan geelilta pois.

Blottaus perinteisesti

1 Poista geeli varovasti levyjen vdlista. Merkitse geelit leikkaamalla pieni pala pois

(geeli 1 > 1 kulma, geeli 2 > kaksi kulmaa jne.)



2 Siirra geelit varovasti astiaan, jossa on kylmaa blottaus-puskuria (n. 15 ml). Anna

geelien tasoittua n. 15 minuuttia.
3 Pakkaa geelit seuraavassa jarjestyksessd, alkaen alimmasta:
a. 2 kpl markia suodatinpapereita
b. nitroselluloosakalvo
c. geelit
d. 2 kpl markia suodatinpapereita
4 Rullaa ilmakuplat pois.
5 Tarkista kytkennéat ja aja 15 V, 2h.
Blokkaus ja vasta-aineet perinteisesti
1. Ota kalvot blottauslaitteesta varovasti reunoista kiinni pitaen.
2. Leikkaa kalvot halutuista kohdista.

3. Pese kolmesti 1 x TBS:ll& 5 min ravistelijassa.

4. Blokkaa kalvot blokkauspuskurissa (1:1 TBS-T ja odysseus blocking buffer) 2 h
RT

5. Pese blokkauksen jalkeen kerran 1 x TBS-T 5min ravistelussa.

6. Lisaa 5 ml primaarista vasta-aineliuosta.

7. Inkuboi yon yli +4 °C ravistelussa.

8. Ota vasta-ainelaimennos talteen (voi kayttaa uudelleen).

9. Pese kalvot kolmesti 1 x TBS-T 5 min ravistelijassa.



10. Lisda sekundaarista vasta-aineliuosta (10 ml/kalvo).

11. Inkuboi 1h RT ravistelijassa.

12. Pese kalvot kahdesti 1 x TBS-T:lla 5 min ravistelijassa.

13. Pese kalvot kahdesti 1 x TBS 5 min ravistelijassa.

Detektointi

1. Detektoi kalvot Odyssey CLx Infrared Imaging System -laitteella (LI-COR). Kayta
tulosten kasittelyssa Image studio -ohjelmaa (LI-COR).

Kalvojen strippaus

1. Inkuboi kalvoja strippauspuskurissa kahdesti 10 min ajan.

2. Pese kalvot kahdesti 1 x TBS-T:lla 5 min ravistelijassa.

3. Pese kalvot kahdesti 1 x TBS 5 min ravistelijassa.

4. Toista ohje uudestaan blokkauksesta lahtien. Blokkausliuoksen inkubointiajaksi

riittda yksi tunti.



