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Metadherin (MTDH) -geeni ilmentyy kaikissa normaaleissa kudoksissa. Geenia
on tutkittu aikaisemmin lahinna eri sybpasairauksissa. Naissa tutkimuksissa
geenin on havaittu yli-ilmentyvan sydpakasvaimissa ja geenin koodaaman pro-
teiinin, metadheriinin, stimuloivan muun muassa angiogeneesia ja solujen mig-
raatiota kasvaimissa useiden solusignalointireittien kautta. Angiogeneesi eli uu-
sien kapillaarisuonien muodostuminen haavanpohjaan on edellytys haavan pa-
ranemiselle. Solujen migraatio puolestaan on keskeinen tekija haavan sulkeu-
tumisessa.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia MTDH-geenin ilmentymista haa-
vakudoksessa mMRNA- ja proteiinitasolla koe-eldinmallien avulla. Tutkimusme-
netelmina kaytettiin reaaliaikaista kvantitatiivista polymeraasiketjureaktiota sekéa
immunohistokemiaa. Opinnaytetyd tehtiin Tampereen yliopiston ladketieteen
yksikdssa LT, dosentti Tero Jarvisen toimeksiannosta. Tutkimuksen tavoitteena
oli saada informaatiota MTDH-geenin ilmentymisesta haavakudoksessa ja haa-
van paranemisen aikana.

Proteiinitasolla MTDH-geenin ilmentyminen oli voimakkainta viidennen, seitse-
mannen ja kymmenennen paivan haavakudoksessa. limentyminen oli voima-
kasta epidermiksessd, granulaatiokudoksessa ja muodostuvissa kapillaa-
risuonissa. Myos normaalissa ihokudoksessa geeni ilmentyi epidermiksessa,
etenkin karvatupissa. Lahetti-RNA-tasolla geenin ilmentymisessa ei havaittu
suurta eroa haavakudoksen ja normaalin ihokudoksen valilla.

Tutkimustulokset immunohistokemian osalta viittaavat siihen, ettd MTDH-geeni
osallistuu angiogeneesin saatelyyn myds haavan paranemisprosessissa. Kvan-
titatiivisessa PCR:ssa havaittiin ongelmia, minka vuoksi tutkimustuloksia sen
osalta ei voida pitaa taysin luotettavina. Tulevaisuudessa MTDH-geenin osuutta
angiogeneesin ja solujen migraation saatelyssa haavakudoksessa halutaan tut-
kia tarkemmin geenisiirtojen avulla.

Avainsanat: Metadherin (MTDH), immunohistokemia, reaaliaikainen kvantitatii-
vinen polymeraasiketjureaktio, haava, angiogeneesi, epitelisaatio.
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Metadherin (MTDH) is a gene that is expressed in all normal tissues. Previously
it has been detected that MTDH is over-expressed in various cancers. The
protein coded by the gene is involved in regulating several cell signaling
pathways and has been shown to regulate e.g. angiogenesis and cell migration
in tumors. Angiogenesis is a vital process for wound healing, as migration is a
key factor for closure of the wound.

The purpose of this study was to examine the expression of MTDH in wound
tissue. The gene expression was studied both in mMRNA and protein levels using
real-time quantitative polymerase chain reaction and immunohistochemistry as
research methods. This study was performed for MD, docent Tero Jéarvinen at
the School of Medicine in the University of Tampere. The objective of this study
was to gather information about the expression of MTDH during wound healing.

In the protein level, gene expression was strong in five, seven and ten days
post injury. Metadherin was strongly expressed in the sprouting angiogenesis,
granulation tissue and proliferating epidermis. Gene expression was also
detected in normal tissue, particularly in the hair follicle. In the mRNA level, the
difference in gene expression between normal tissue and wound tissue was not
as great as expected.

The results obtained by immunohistochemistry indicated that MTDH takes part
in regulating angiogenesis in wound healing. Problems with the real-time
guantitative polymerase chain reaction affected the reliability of the results in
that part. In the future, there are plans to study more closely the role of MTDH in
regulating angiogenesis and cell migration in wound tissue by using gene
transfers.

Key words: Metadherin (MTDH), immunohistochemistry, real-time quantitative
polymerase chain reaction, wound, angiogenesis, epithelization.
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1 JOHDANTO

Haava on usein jonkin ulkoisen tekijan aiheuttama kudosvaurio ihossa tai
ihonalaiskudoksessa. Haavan paraneminen on monimutkainen biologinen pro-
sessi, johon osallistuu useita elimiston solutyyppeja ja proteiineja. Metadherin
(MTDH) on geeni, jonka ilmentymista ja sen koodaaman proteiinin, metadherii-

nin, toimintaa on tutkittu aiemmin lahinn& eri sydpésairauksissa.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittdd MTDH-geenin ilmentymista
haavakudoksessa ja haavan paranemisessa koe-eldainmallien avulla. Geenin
ilmentymista tutkittiin lahetti-RNA- eli mRNA-tasolla reaaliaikaisen kvantitatiivi-
sen polymeraasiketjureaktion avulla sek&a proteiinitasolla immunohistokemian
avulla. Opinnaytetyd tehtiin syksylla 2011 Tampereen yliopiston |adketieteen

yksikdssa LT, dosentti Tero Jarvisen toimeksiannosta.

Tavoitteena oli saada informaatiota MTDH-geenin ilmentymisesta haavakudok-
sessa ja haavan paranemisen aikana. Aihe on kiinnostava, koska aikaisempien
syoOpasairauksiin liittyvien tutkimustulosten perusteella voidaan olettaa metad-
heriinin osallistuvan myds haavan paranemisprosessiin saatelyyn. Tutkimuksen
alussa hypoteesi oli, ettd metadherin ilmentyy voimakkaimmin viidennen ja seit-
seméannen paivan haavakudoksessa. Opinnaytety6ssa saatuja tuloksia voidaan

kayttaa osana tieteellista artikkelia.



2 KUDOSVAURIO JA HAAVA

Ihon kudosvauriot eli haavat voidaan jakaa niiden aiheuttajan, paranemispro-
sessin ja ian perusteella akuutteihin ja kroonisiin haavoihin. Akuutti haava syn-
tyy joko trauman tai leikkauksen seurauksena ja krooninen haava yleensa sai-
rauden seurauksena. Akuutti haava voi muuttua krooniseksi infektion seurauk-
sena. Pinnallisessa haavassa (vasemmalla kuviossa 1) vain ihon uloin kerros
(epidermis eli orvaskesi) on vaurioitunut. Tallaisissa pinnallisissa ihovaurioissa
iho paranee yleensa taydellisesti. Syva haava (oikealla kuviossa 1) ulottuu
ihonalaiskudokseen (subcutis) saakka tai syvemmallekin. (Hietanen, livanainen,
Seppéanen & Juutilainen 2002, 11, 17, 19, 22; Saarelma 2011)

Epidermis P, o

B g DR W S o VY S oo WY, TR
Dermis

Subcutis

/ Lihaskalvo

Lihas

KUVIO 1. Kaaviokuva pinnallisesta ja syvasta haavasta (mukaillen Hietanen
ym. 2002,17)

Haavan paranemiseen osallistuu liukoisia peptidivalittajaaineita eli sytokiineja,
verisoluja, parenkymaalisia soluja ja soluvéliaine. Haavan paranemisessa Voi-
daan erottaa kolme selkeésti tunnistettavaa vaihetta, jotka ovat osin paallekkai-
sia ja toisistaan riippuvaisia. Nama vaiheet ovat inflammaatio- eli tulehdusvaihe,
proliferaatio- eli uudelleenmuodostusvaihe ja maturaatio- eli kypsymisvaihe.
(Singer & Clark 1999, 738; Hietanen ym. 2002, 28; Vaalasti 2002, 33.) Haavan
paranemisen vaiheet ja kulloinkin vallitsevat solutyypit on esitetty kuviossa 2

sivulla 8.
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KUVIO 2. Haavan paranemisen vaiheet ja vallitsevat solutyypit (mukaillen Ga-
liano & Mustoe 2010)

Elimistdon ensimmainen reaktio kudosvauriolle on inflammaatiovaihe, jonka en-
sisijaisena tarkoituksena on puhdistaa haava kuolleista soluista, soluvaliainees-
ta sekd mahdollisista infektion aiheuttajista ja siten suojella elimistéa lisavau-
rioilta (Hietanen ym. 2002, 28). Inflammaatiovaiheen alussa tapahtuu hemo-
staasi, eli verenvuodon tyrehtyminen. Hemostaasin saa aikaan vaurioituneiden
verisuonten supistuminen, verihiutaletulpan muodostuminen ja veren hyytymi-
nen. Vaurion tapahduttua verisuonet haavan ymparistdssa supistuvat, jolloin
verenhukka vahenee. Veri paasee haavassa kosketuksiin paljastuneen sideku-
doksen, kuten kollageenin, kanssa, mik& aktivoi veren hyytymista. Aktivoidut
verihiutaleet kerdéntyvat verisuonten vauriokohtiin ja muodostavat yhdessa ve-
ren hyytymisjarjestelman kanssa tilapaisen tulpan. (Hietanen ym. 2002, 28; Kal-
lio 2007, 617—619.)

Verisuonten supistuminen kestdd 10-15 minuuttia, mink& jalkeen verisuonet
laajenevat ja verenkierto haavassa lisaantyy. Verisuonten laajenemisen saa
aikaan vaurioituneesta kudoksesta vapautuneet vélittajaaineet, etenkin hista-
miini. Verisuonten laajenemisen seurauksena haavan ymparistéssa havaitaan
tyypillisia tulehduksen merkkeja, kuten punoitusta, kuumotusta ja turvotusta.
(Hietanen ym. 2002, 30; Monaco & Lawrence 2003, 3.)

Hyytymisen edetessa aktivoituneiden verihiutaleiden granuloista vapautuu bio-
logisesti aktiivisia aineita ja kasvutekijoita, kuten verihiutaleperdinen kasvutekija
(plateled-derived growth factor, PDGF), transformoiva kasvutekija B (transfor-
ming growth factor, TGF-B) seka epidermaaliset kasvutekijat (epidermal growth

factor, EGF) ja insuliininkaltaiset kasvutekijat (insulin-like growth factor, IGF).



Ne toimivat kemotaksisina valittajaaineina veren tulehdusoluille ja stimuloivat
muun muassa solujen proliferaatiota, migraatiota ja proteiinisynteesia. Ve-
risuonten supistuessa haavan ymparistdéssa verenvuoto vahenee ja muodostu-
nut hyytyma vahvistuu. Veren hyytyessa veressa normaalisti olevasta fibrino-
geenistd muodostuu fibriiniverkko. Hyytymisketjun seurauksena muodostuu
haavan véliaikaisesti sulkeva rupi, joka koostuu padasiassa verihiutaleista ja
fibriinistéa. (Hietanen ym. 2002, 30; Baum & Arpey 2005, 674—-675; Galiano &
Mustoe 2010.)

Muutaman tunnin kuluessa vaurion syntymisesta kemialliset vélittajaaineet ai-
kaansaavat polymorfonukleaaristen leukosyyttien (neutrofiilit ja monosyytit) siir-
tymisen kapillaareista haavalle. Inflammatoriset leukosyytit (neutrofiilit, makro-
fagit ja lymfosyytit) puhdistavat haavanpohjaa bakteereista ja kuolleesta kudok-
sesta. Ensimmaisena haavaan tulevat neutrofiilit. Tuumorinekroositekijaa a (tu-
mor necrosis factor a, TNF-a) pidetaan neutrofiilien kiinnittymisen ja aktivaation
paatekijana. (Hietanen ym. 2002, 30; Galiano & Mustoe 2010.)

Noin kahden paivan kuluessa vaurion syntymisesta haavaan tulevat monosyytit,
jotka erilaistuvat kudoksessa makrofageiksi. Makrofagien tehtava on suojella
haavaa tuhoten kuollutta kudosta, bakteereja ja haavaan joutuneita vieraita ai-
neita. Makrofagit myds syntetisoivat ja erittavat yli 30 erilaista kasvutekijaa ja
sytokiinia, kuten fibroblastikasvutekijat (fibroblast growth factor, FGF), EGF ja
TGF. Ne stimuloivat muun muassa fibroblastisolujen proliferaatiota, an-
giogeneesia, sidekudoksen tuotantoa ja aktivoivat uusia makrofagisoluja. Tassa
vaiheessa makrofagien osuus haavan paranemiselle on tarkein, koska haavan
paranemisen eteneminen edellyttda haavanpohjan puhdistumista. Haavan pa-
raneminen hairiintyy vakavasti, jos makrofagien toiminta estetaan esimerkiksi
steroideilla tai vasta-aineilla. Makrofagien myota haavaan tulee myoés lymfosyyt-
teja, jotka aktivoivat makrofagien toimintaa. Lymfosyyttien osuutta haavaan pa-
ranemiseen ei tunneta taysin, mutta niilla ei uskota olevan ratkaisevaa vaikutus-
ta akuutin haavan paranemisessa. (Hietanen ym. 2002, 30-31; Galiano & Mus-
toe 2010.)
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Proliferaatiovaiheessa muodostuu granulaatiokudosta, tapahtuu epitelisaatio, eli
epiteelin yhteenkasvaminen ja granulaatiokudoksen kontraktio, eli haavan reu-
nojen lahentyminen. Proliferaatiovaiheessa vallitsevina soluina haavassa ovat
fibroblastit, jotka pystyvat toimimaan vahahappisessa ymparistosséa. Fibroblastit
tulevat haavalle toisena paivana vaurion tapahtumisesta, jakautuvat ja kulkeu-
tuvat haavan reunoilta kohti sen keskustaa sitd mukaa, kun uudet verisuonet
kasvavat haavanpohjaan. Uusien verisuonten kasvu eli angiogeneesi edellyttaa
makrofagien toimintaa, koska ne vapauttavat angiogeneesia aktivoivia kasvute-
kijoita, tarkeimpind verisuonen endoteelin kasvutekijat (vascular endothelial
growth factor, VEGF), FGF ja TGF-3. Haavanpohjassa aluksi vallitseva hapen
ja ravinteiden puute korjaantuu, kun haavanpohjaan muodostuu kapillaarisuo-
nia. (Hietanen ym. 2002, 31; Baum & Arpey 2005, 679.)

Granulaatiokudos eli jyvaiskudos muodostuu uusista kapillaarisuonista, kolla-
geenisaikeistd, fibroblasteista, leukosyyteista ja sidekudoksesta (Hietanen ym.
2002, 31). Granulaatiokudoksessa on myds makrofageja, jotka tuottavat ve-
risuonten ja sidekudoksen muodostumista stimuloivia kasvutekijoitd. Granulaa-
tiokudoksen muodostuminen alkaa noin neljan paivan kuluttua vaurion syntymi-
sestad. (Singer & Clark 1999, 740.) Fibroblastien syntetisoimaa kollageenia al-
kaa muodostua jo toisena paivana haavan synnysta. Aluksi muodostuu tyypin 11l
kollageenia, joka myohemmin korvautuu ihon vallitsevalla tyypin | kollageenilla.
Tyypin | kollageeni antaa haavalle sen vetolujuuden. Kollageenisaikeet ovat
aluksi geelimaisia ja joustavia, mutta saikeiden vetolujuus kasvaa vahitellen
tyypin | kollageenin maaran lisaantyessa ja kollageenisaikeiden valille muodos-
tuvien siltojen ansiosta. Proliferaatiovaiheen lopussa haavan vetolujuus on noin
25 % normaalin vahingoittumattoman ihon vetolujuudesta. (Hietanen ym. 2002,
31-32.)

Epitelisaatiossa ruven alle kasvaa uusi epiteeli. Epitelisaatio alkaa muutaman
tunnin kuluessa haavan syntymisesta. Pinnallisissa haavoissa uusi epiteeli kas-
vaa tyvikalvon paalle myds haavan keskelta. Jos tyvikalvo on rikkoutunut, uusi
epiteeli kasvaa vain haavan reunoilta paaasiassa fibriinista ja fibronektiinista
muodostuvan valiaikaisen soluvdliaineen paalle. Epiteeli kasvaa noin 0,2 mm

paivassa, kunnes epiteelisolukot yhdistyvat. Epiteelisolujen migraatio edellyttda
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soluvaliaineen pilkkoutumista, jota saatelee erilaiset soluvaliaineen metallipro-
teinaasit (MMP). Epitelisaatiota sdatelevia kasvutekijoita ovat muun muassa
FGF ja EGF. (Singer & Clark 1999, 739-740; Hietanen ym. 2002, 32; Monaco &
Lawrence 2003, 6; Baum & Arpey 2005, 680.)

Kontraktiossa ymparo6iva iho kuroutuu pienentden haavan pinta-alaa. Kontraktio
tapahtuu yhtd aikaa epitelisaation kanssa ja alkaa noin viikon kuluessa haavan
syntymisesta. (Hietanen ym. 2002, 32.) Kontraktio on soluvdlitteinen prosessi,
jonka saa aikaan fibroblasteista erilaistuneet myofibroblastit. Kontraktiota séate-
lee muun muassa kasvutekija TGF-. (Monaco & Lawrence 2003, 8.)

Maturaatiovaihe alkaa noin kolmen viikon kuluessa haavan syntymisesta. Se
kestaa useita kuukausia, jopa vuosia. Maturaatiovaiheessa véliaikainen soluva-
liaine korvautuu lopullisesti tyypin | kollageenilla ja kollageenisaikeiden valille
muodostuu siltoja, jolloin sidekudoksen rakenne kiinteytyy ja vahvistuu. Tapah-
tumaa saatelevat erilaiset metalloproteinaasit. Arpikudos saavuttaa maturaatio-
vaiheen aikana lopullisen vetolujuutensa, joka on noin 70 % normaalin ihon ve-
tolujuudesta. (Hietanen ym. 2002, 32; Monaco & Lawrence 2003, 8-9; Baum &
Arpey 2005, 682.) Taulukkoon 1 on koottu haavan paranemiseen oleellisesti

vaikuttavia kasvutekij6ita ja niiden paaasialliset vaikutuskohteet.

TAULUKKO 1. Haavan paranemiseen vaikuttavia kasvutekijoita (mukaillen Vaa-
lasti 2002, 34)

Kasvutekija Vaikutuskohde

Verihiutalekasvutekija (PDFG) Neutrofiilien, monosyyttien ja fibroblastien migraatio,
fibroblastien proliferaatio

Transformoiva kasvutekija § (TGF-B) Kemotaksis, sidekudoksen muodostuminen

Sidekudoskasvutekija (CTGF) Fibroblastien migraatio ja proliferaatio, angiogeneesi

Epidermaalinen kasvutekija (EGF) Keratinosyyttien, fibroblastien ja endoteelisolujen pro-
liferaatio, keratinosyyttien migraatio

Insuliinin kaltainen kasvutekija (IGF) Epitelisaatio

Tuumorinekroositekija a (TNF-a) Neutrofiilien aktivaatio
Fibroblastikasvutekija (FGF) Solujen migraatio ja proliferaatio
Verisuonen endoteelin kasvutekija Angiogeneesi

(VEGF)

Metalloproteinaasit (MMP) Soluvéliaineen muokkaus
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3 METADHERIN

Metadherin (MTDH) -geeni sijaitsee ihmisella kromosomissa 8g22. Geeni tun-
netaan myos nimilla AEG-1 (astrocyte elevated gene), LYRIC ja 3D3. MTDH-
geenin koko on 86 kiloemasparia (kb). Se sisaltéad 11 intronia ja 12 koodaavaa
eksonia. (Kang ym. 2005, 10; UCSC Genome Browser 2009; National Center
for Biotechnology Information 2011.) MTDH-geeni koodaa 582 aminohapon pi-
tuista proteiinia, jonka laskettu molekyylimassa on 64 kDa. (Kang ym. 2005, 10;
UniProt 2011.)

Metadherin-geeni tunnistettiin alun perin sikion astrosyyteissa, kun tutkittiin HIV-
1-infektion vaikutusta geenien ilmentymiseen (Su ym. 2002, 3594-3595). Gee-
nin koodaaman proteiinin on havaittu vaikuttavan etapesakkeiden muodostumi-
seen (metastaasi) keuhkoihin rintasydvassa ja se on tunnistettu myos epiteeli-
kudoksen tiivisliitoksista. (Britt ym. 2004, 135; Brown & Ruoslahti 2004, 366—
367.)

Metadherin-geeni ilmentyy mRNA-tasolla kaikissa normaaleissa kudoksissa,
mutta luustolihaksissa, sydamesséa ja endokriinisissa rauhasissa sen ilmentymi-
nen on runsaampaa (Kang ym. 2005, 10). Tutkimuksissa on my6s havaittu, etta
geeni yli-ilmentyy kaikissa niisséd syovissd, joissa sen ilmentymista on tutkittu,
kuten hepatosellulaarinen karsinooma (maksasolusyopa, HCC), rintasyopa,
eturauhassyopa ja melanooma (Li ym. 2008, 3323-3324; Yoo ym. 2009, 467—
468; Yoo ym. 2011, 2-4).

Metadheriini liittyy useiden solusignalointireittien saatelyyn. Osa metadheriinin
saatelykohteista on esitetty kuviossa 3 sivulla 13. Metadheriini aktivoi fosfatidyy-
li-inositoli-3-kinaasi/proteiinikinaasi B (PI3K/Akt) -signalointireitin ja saatelee sen
kautta angiogeneesia. Muita metadheriinin aktivoimia signalointireitteja ovat NF-
kKB (nuclear factor kappa B), mitogeeniaktivoitu proteiinikinaasi (MAPK) ja Wnt,
jotka yhdessa PI3K/Akt-reitin kanssa saatelevat solujen eloonjaamista, prolife-
raatiota ja migraatiota seka metastaasia. (Lee ym. 2006, 17390-17393; Emdad
ym. 2009, 21030; Yoo ym. 2011, 4-5.) Metadheriinin yhteys NF-kB-
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signalointireittiin, joka on tarkea proinflammatoristen eli tulehdusta voimistavien
sytokiinien saatelija, osoittaa, ettd se osallistuu mahdollisesti my6s tulehduspro-

sessiin sadatelyyn (Khuda ym. 2009, e705; Yoo ym. 2011, 6).

| Ha-ras
| Angiogeneesi |
| cMyc /
| PI3K/Akt
) ) NF-xkB Solujen eloonjddminen,
| MTDH proliferaatio ja levidminen

MAREK Metastaasi

Wit

KUVIO 3. Metadheriinin saatelykohteita, paksut nuolet osoittavat metadheriinin
saatelemia mekanismeja ja ohuet nuolet metadheriinia saatelevia mekanismeja
(mukaillen Yoo ym. 2011, 3)
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4 REAALIAIKAINEN KVANTITATHVINEN POLYMERAASIKETJUREAKTIO

Polymeraasiketjureaktiolla (polymerase chain reaction, PCR) voidaan laborato-
rio-olosuhteissa monistaa lyhyita DNA-fragmentteja kayttden replikaatioproses-
sin peruselementteja (McPherson & Mgller 2000, 4). PCR:lla yksittdinen DNA-
molekyyli voidaan monistaa miljooniksi kopioiksi. Reaktioon tarvitaan monistet-
tava templaatti-DNA, alukkeet, lamp6a kestava DNA-polymeraasientsyymi, nuk-
leotidejd (ANTP) ja magnesiumioneja sisaltdva puskuriliuos (Kubista ym. 2006,
97). Reaktio tapahtuu termosyklerissa, joka pystyy nopeasti lammittaméaéan ja
jadhdyttamaan reaktioputkia ja yllapitdmaan halutun lampdtilan ennalta asete-
tun lampdtilaohjelman mukaisesti (McPherson & Mgller 2000, 53).

Polymeraasiketjureaktio voidaan lampdtilan mukaan jakaa kolmeen vaihee-
seen, denaturaatio-, annealing- ja ekstensiovaiheisiin, joita sovelluksesta riip-
puen toistetaan sykleissa tavallisesti 25—40 kertaa. Eri vaiheet on havainnollis-
tettu kuviossa 4. Ensimmaisessa vaiheessa (D) lampdtila nostetaan niin korke-
aksi, ettd DNA:n kaksijuosteinen rakenne purkautuu. Toisessa vaiheessa (A)
lampdtilaa lasketaan, jolloin alukkeet sitoutuvat spesifisesti DNA-templaattiin ja
entsyymi alkaa rakentaa nukleotideista uutta DNA-juostetta alukkeiden peraan.
Annealing-vaiheen lampdtila riippuu kaytettavista alukkeista. Kolmannessa vai-
heessa (E) lampdétila nostetaan lahelle DNA-polymeraasin optimilampdétilaa,
jotta DNA-synteesi olisi mahdollisimman tehokasta. (McPherson & Mgller 2000,
5; Kubista ym. 2006, 97.)

Alku- Sykli  Sykli
denaturaatio 1 2

95°C

72°C

Lampdtila

55°C

Aika
KUVIO 4. PCR-reaktion vaiheet (mukaillen McPherson & Mgller 2000,11)
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Reaaliaikaisen kvantitatiivisen PCR:n eli gPCR:n perusperiaate on sama kuin
perinteisella PCR:lla. Erona on kaytettava laitteisto ja reaktioseokseen lisattava
fluoresoiva vériaine, joka mahdollistaa PCR-tuotteen detektoimisen ja mittaami-
sen jokaisen syklin lopussa (Kubista ym. 2006, 98). gPCR-laite keraa vériai-
neen antaman fluoresenssisignaalin useiden syklien ajan ja muuttaa sen nu-
meeriseen muotoon. Fluoresenssin lisddntyminen on suoraan verrannollista
monistuvan PCR-tuotteen maardan. Fluoresoivat molekyylit absorboivat valoa
kapealla aallonpituusalueella. Aallonpituutta, jolla molekyyli absorboi valoa
maksimaalisesti, kutsutaan eksitaatioaallonpituudeksi. Eksitaatio siirtdd mole-
kyylin hetkellisesti korkeammalle energiatasolle. Kun molekyyli palaa takaisin
perusenergiatasolle, se emittoi valoa pidemmalla aallonpituudella, emissioaal-
lonpituudella. Kullekin fluoresoivalle vériaineelle on oma optimaalinen eksitaa-
tio- ja emissioaallonpituus. Variaineet eli fluoroforit voidaan detektoida kapealla
aallonpituusalueella néiden optimaalisten aallonpituuksien lahella. (Shipley
2006, 3, 10.)

Reaaliaikaisessa kvantitativisessa PCR:ssé& kaytettavan laitteiston paakom-
ponentit ovat valonlahde, detektointijarjestelma ja termosykleri (Shipley 2006,
12). Kaytettavat valonlahteet voivat olla joko laajaspektrisia tai kapeaspektrisia.
Laajaspektrisia valonlahteitd ovat tungstenhalogeenilamppu, kvartsitungstenha-
logeenilamppu ja ksenonlamppu. Ne mahdollistavat laajemman fluoroforivali-
koiman kayton kuin kapeaspektriset argonionilaser ja LED (light-emitting diode).
Joissakin laitteissa on yhdistetty useita eri aallonpituudella eksitoivia LED-
lamppuja, jolloin useampien fluoroforien kaytté on mahdollista. Fluoresenssisig-
naalin muutokset havaitaan laitteen sisaisella fluorometrilla. (Logan & Edwards
2009, 19.) Useimmat termosyklerit perustuvat lampdtilan saatelyyn lampdblokin
avulla. On kehitetty myds laitteita, joissa lammittdminen ja jddhdyttdminen ta-
pahtuvat ilman valitykselld, jolloin analyysiin kuluva aika lyhenee (Saunders
2009, 3). Esimerkkina gPCR-laitteistosta on kuvassa 1 sivulla 16 esitetty ABI
Prism 7000 Sequence Detection System -laitteisto (Applied Biosystems).
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KUVA 1. ABI Prism 7000 Sequence Detection System -laitteisto (Kuva: Kristiina
Lindroos 2011)

Minka tahansa PCR-reaktion kinetiikka voidaan jakaa neljddn selvasti havaitta-
vaan vaiheeseen, jotka on havainnollistettu kuviossa 5. Ensimmaisten syklien
aikana gPCR-laite ei erota fluoresenssisignaalia taustafluoresenssista, vaan se
jaa pohjaviivan (1) alle. Naiden syklien aikana tapahtuu kuitenkin jo eksponenti-
aalista monistumista, vaikkei laite sita vield pysty detektoimaan. Eksponentiaali-
sen monistumisen vaihe (2) alkaa, kun fluoresenssisignaali kasvaa laitteen ha-
vaitsemalle tasolle. Lineaarisessa vaiheessa (3) monistumistehokkuus alkaa
vahitellen vahentya, mutta fluoresenssisignaali voimistuu edelleen jyrkasti. Pla-
teu-vaiheessa (4) monistumistehokkuus laskee jyrkasti, eikd monistumista lo-
pulta tapahdu lainkaan. (Pfaffl 2004, 93; Shipley 2006, 9.)

Fluoresenssi

>

Syklien maara

KUVIO 5. PCR-reaktion kinetiikka (mukaillen McPherson & Mgller 2000,15)
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Reaaliaikaisen kvantitatiivisen PCR:n kayttokohteita ovat muun muassa SNP-
analyysit (yhden nukleotidin polymorfismit), mRNA-ekspression analysointi, Klii-
ninen mikrobiologia ja kliininen virologia. Menetelmaa kaytetddn myos elintarvi-
keanalytiikassa esimerkiksi geneettisesti muunneltujen organismien tunnistami-
sessa. (Bustin 2004, 17; Wiseman 2009, 253)

4.1 Detektointikemiat

On olemassa kolme fluoresoiviin véariaineisiin perustuvaa perusmenetelmaa,
joita kaytetddn yleisesti nukleiinihappojen havaitsemiseksi gPCR:ssa (Shipley
2006, 16). Menetelmat voidaan jakaa epaspesifisiin ja spesifisiin detektointike-
mioihin. Epaspesifinen detektointi perustuu usein reaktioseoksessa vapaana
olevaan vériaineeseen, joka sitoutuu reversiibelisti muodostuvaan kaksijuostei-
seen DNA:han. (Bustin & Nolan 2004, 219-220.) Variaineen taustafluoresenssi
on hyvin matala sen ollessa vapaana reaktioseoksessa. Variaineen sitoutuessa
kaksijuosteiseen DNA-molekyyliin sen fluoresenssi kasvaa moninkertaiseksi.
Epaspesifisid detektointikemioita ovat myods erilaiset fluoresoivilla variaineilla
leimattuihin alukkeisiin perustuvat menetelmat. (Shipley 2006, 16, 19.) Tallaiset
variaineet mahdollistavat niin sanotut multiplex-reaktiot, eli usean amplikonin
monistumisen samassa reaktiossa kayttaen useampaa kuin yhtd alukeparia,
mika ei ole mahdollista reaktioseoksessa vapaana olevilla variaineilla (Arya ym.
2005, 214; Shipley 2006, 19).

Spesifinen detektointi perustuu erilaisiin fluoresoivilla variaineilla leimattuihin
koettimiin, jotka ovat templaatti-DNA:lle komplementaarisia oligonukleotidise-
kvensseja. Koettimet suunnitellaan erikseen jokaiselle monistettavalle DNA-
jaksolle eli amplikonille. Menetelman etuna aikaisempiin verrattuna on se, etta
silla havaitaan vain haluttu PCR-tuote. (Shipley 2006, 20—-21.) Myds multiplex-
reaktiot ovat mahdollisia spesifisilla detektointikemioilla (Bustin & Nolan 2004,
240; Shipley 2006, 22).

Epéaspesifiseen detektointiin soveltuvia variaineita ovat muun muassa SYBR
Green |, BOXTO ja Light Upon eXtension (LUX). SYBR Green | sitoutuu kaksi-
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juosteiseen DNA:han sen kaksoiskierteen pienempaan kierteeseen. SYBR
Green | -kemian etuja ovat sen edullisuus, helppokayttéisyys ja mahdollisuus
saman detektointimenetelman kayttoon kaikissa analyyseissd. Haittapuolena
ovat variaineen antamat vaarat positiiviset signaalit, jotka johtuvat epéaspesifi-
sesta sitoutumisesta amplikonin lisaksi myds muihin reaktiossa muodostuviin
kaksijuosteisiin DNA-molekyyleihin. Sen vuoksi alukkeiden suunnitteluun tulee
kKiinnittaa erityista huomiota. (Shipley 2006, 16—19.) Oikean tuotteen monistumi-
nen reaktiossa voidaan havaita analysoimalla muodostuneen tuotteen sulamis-
kayra (Bustin & Nolan 2004, 219). SYBR Green |:n toimintaperiaate on esitetty
kuviossa 6. Kun DNA on denaturoituneena, SYBR Green | on vapaana reak-
tioseoksessa, jolloin sen antama fluoresenssisignaali on hyvin matala. Alukkeen
sitoutuessa templaattin annealing-vaiheessa muodostuu kaksijuosteista
DNA:ta, johon SYBR Green | sitoutuu ja fluoresenssisignaali kasvaa moninker-
taiseksi. Ekstension aikana fluoresenssisignaali voimistuu useampien SYBR
Green | -molekyylien sitoutuessa muodostuvaan PCR-tuotteeseen. (Shipley
2006, 18.)
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KUVIO 6. SYBR Green I:n toimintaperiaate (mukaillen Shipley 2006, 18)

Spesifisia detektointisovelluksia on useita, muun muassa TagMan-, Molecular
Beacon- ja hybridisaatiokoettimet. Yhteista kaikille menetelmille on fluoresenssi-
resonanssienergiansiirtoilmion (fluorescence resonance energy transfer, FRET)
hyodyntaminen. (Shipley 2006, 22.) Koettimeen on liitetty kaksi molekyylia, re-
portteri ja vaimennin. Kun reportterimolekyyli palaa eksitaation jalkeen perus-
energiatasolle, se emittoi valoa aallonpituudella, joka vastaa vaimenninmolekyy-

lin eksitaatioaallonpituutta. Reportterimolekyylin energia siirtyy vaimentimelle
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sen sijaan, etta syntyisi laitteen havaitsema fluoresenssi. FRET-ilmion tapahtu-
minen edellyttdd, ettd reportteri- ja vaimenninmolekyylit ovat toistensa lahietai-
syydella. (Shipley 2006, 11; Lee, Squirrell, Leslie & Brown 2009, 28.) Vaimennin
voi olla fluoresoiva molekyyli tai niin sanottu pimeé& vaimennin, joka vaimentaa
reportterin signaalin, muttei emittoi itse valoa (Bustin & Nolan 2004, 245; Ship-
ley 2006, 11-12).

Suosituimpia detektointimenetelmi& gPCR:ssa on hydrolyysikoetin TagMan,
jonka toimintaperiaate on esitetty kuviossa 7. TagMan-koettimet on perinteisesti
leimattu 5’-paasté reportterimolekyylilla (vihred) ja 3’-paadsta vaimenninmolekyy-
lill& (punainen). Kun reportteri ja vaimennin ovat l&hietaisyydella, FRET-ilmi6
vaimentaa reportterimolekyylin signaalin. Annealing-vaiheessa koetin sitoutuu
korkeamman sulamislampatilan vuoksi templaattiin ennen alukkeita. Ekstension
aikana 5’-nukleaasiaktivisuuden omaava DNA-polymeraasi katkaisee koettimen
rakentaessaan uutta DNA-juostetta, jolloin reportteri- ja vaimenninmolekyylit
vapautuvat liuokseen ja laite havaitsee reportterin fluoresenssisignaalin. (Bustin
& Nolan 2004, 244-245; Shipley 2006, 22—-23.)

L Denaturaatio
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KUVIO 7. TagMan-koettimien toimintaperiaate (mukaillen Shipley 2006, 22)

Molecular Beacon -koettimien toiminta perustuu niiden silmukkamaiseen raken-
teeseen. Koettimien toimintaperiaate on esitetty kuviossa 8 sivulla 20. Koettimi-
en 5- ja 3’-paihin suunnitellaan 4-6 eméaksen komplementaariset sekvenssit,
jolloin koetin sitoutuu itsensa kanssa muodostaen niin sanotun hiusneularaken-

teen. Ollessaan vapaana liuoksessa reportterimolekyylin signaali vaimenee
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FRET-ilmioon perustuen reportterin ja vaimentimen ollessa lahietaisyydella.
Kun koetin annealing-vaiheessa sitoutuu DNA-templaattiin, hiusneularakenne
avautuu erottaen reportterin ja vaimentimen, jolloin gPCR-laite havaitsee report-
terin fluoresenssisignaalin. (Bustin & Nolan 2004, 253-255; Shipley 2006, 23.)

- J—
l

KUVIO 8. Molecular Beacon -koettimien toimintaperiaate (mukaillen Shipley
2006, 24)

4.2 Tulosten analysointi reaaliaikaisessa kvantitatiivisessa polymeraasiketjure-

aktiossa

Perinteisessd PCR:ssa tulosten analysointi tapahtuu yleensa analysoimalla
PCR-tuotteen kokoa agaroosigeelielektroforeesilla (McPherson & Mgller 2000,
17). Kvantitatiivisessa PCR:ssa tuloksia voidaan analysoida gPCR-laitteen mit-
taamien parametrien avulla. Usein tulosten analysointi voidaan suorittaa suo-
raan laitteen mukana tulevalla ohjelmistolla tai kaupallisten ohjelmistojen avulla.
(Saunders 2009, 4.)

4.2.1 Normalisointi

Reaktioputkien tai kuoppalevyn kaivojen valiset pienet fluoresenssivaihtelut voi-
daan normalisoida passiivisen referenssivariaineen avulla. Referenssivariaine ei
vaikuta PCR-reaktioon. Fluoresenssivaihtelu voi johtua esimerkiksi laitteen op-
tisesta vaihtelusta, ilmakuplista tai pipetointivirheesta. Normalisoitu reportte-
risignaali (Rn) saadaan jakamalla reportterin fluoresenssisignaali referenssiva-

riaineen fluoresenssisignaalilla. Kun normalisoidusta reportterisignaalista va-
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hennetddn taustaan osuus, saadaan normalisoidun reportterisignaalin muutos
kussakin aikapisteessa, delta Rn (ARn). (Shipley 2006, 12; Adams 2006, 40;
Lee ym. 2009, 31.) Normalisoinnilla varmistetaan, etta kaivojen signaalit ovat
keskenaan vertailukelpoisia. Yleisimmin kéaytetty referenssivariaine on 6-
karboksi-X-rodamiini (ROX), mutta myds muita soveltuvia variaineita voidaan
kayttaa (Shipley 2006, 12).

4.2.2 Monistuskayra, kynnystaso ja kynnyssykli

Monistuskayra on graafinen esitys normalisoidusta qPCR-laitteen ajon aikana
keradmasta fluoresenssisignaalista. Monistuskayra voidaan esittdd y-akselin
suhteen joko lineaarisessa muodossa, jolloin reaktion lineaarinen vaihe nékyy
lineaarisena, tai logaritmisessa muodossa, jolloin reaktion eksponentiaalinen
vaihe nakyy lineaarisena. Kuviossa 9 sivulla 22 on esimerkki monistuskayrasta

eri tavoin esitettyna.
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KUVIO 9. Esimerkki monistuskayrista esitettyna y-akselin suhteen lineaarisessa

(A) ja logaritmisessa (B) muodossa

Kynnystaso (vihrea linja kuviossa 9) on taso, jolla fluoresenssisignaali kohoaa
taustafluoresenssin ylapuolelle ja on detektoitavissa. Kynnystaso voi olla lait-
teen automaattisesti asettama tai kayttajan manuaalisesti asettama. Eri ohjel-
mistoissa kynnystaso maaritellaan eri tavoin, esimerkiksi kymmenen kertaa
pohjaviivan keskihajontana (Adams 2006, 50). Kynnyssykli (C;) on sykli, jolloin
naytteen fluoresenssi ylittaa asetetun kynnystason (Adams 2006, 40). Kynnys-

sykli riippuu muun muassa templaatin maarasta ja monistumisen tehokkuudes-
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ta. Mitd enemman templaattia naytteessa on, sitéd aikaisemmin tuote monistuu

ja sitd pienempi on Ci-arvo. (Bustin 2004, 15.)

4.2.3 Laimennossarja ja tehokkuus

Teoriassa PCR-tuotteen maara kaksinkertaistuu jokaisen syklin aikana, kun
yhdestéa kaksijuosteisesta DNA-molekyylistd syntetisoidaan kaksi DNA-
molekyylia. Monistuminen on talléin eksponentiaalista ja monistumistehokkuus
100 %. Todellisuudessa tehokkuus on kuitenkaan harvoin 100 %. (Shipley
2006, 9; Bustin 2004, 6—7.) PCR-reaktion tehokkuus voidaan laskea laimennos-
sarjasta piirretyn kalibrointikdyran (kuvio 10 sivulla 24) kulmakertoimen avulla
kaavan (1) mukaan

E =100k -1, (1)

jossa E on tehokkuus ja k kalibrointikdyréan kulmakerroin (Kubista ym. 2006,
100; Pfaffl 2006, 70). Yleensa hyvaksyttava PCR-reaktion tehokkuus on 90-110
%, mik& vastaa kalibrointikdyran kulmakerrointa -3,59...-3,10 (Applied Biosys-
tems 2011).
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KUVIO 10. Laimennossarjan monistuskayréat (A) ja kalibrointikayra (B)

4.2.4 Sulamiskayraanalyysi

Sulamiskayraanalyysia kaytetdan varmistamaan halutun PCR-tuotteen monis-
tuminen etenkin epaspesifisia detektointikemioita kaytettdessa (Ponchel 2006,
146; Lee ym. 2009, 26-27). Jokaisella DNA-molekyylilla on sille ominainen su-

lamislampdétila (Ty), jolloin kaksijuosteinen DNA denaturoituu. Sulamislamp6ti-
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laan vaikuttaa muun muassa DNA-molekyylin guaniini-sytosiinipitoisuus ja pi-
tuus. (Ririe, Rasmussen & Wittwer 1997, 154; Lee ym. 2009, 27.) Sulamis-
kayraanalyysi suoritetaan yleensd PCR-reaktion jalkeen nostamalla lampdtilaa
hitaasti noin 50 °C:sta 95 °C:een seuraten samalla fluoresenssin muutosta.
Fluoresenssi laskee kaksijuosteisen DNA:n denaturoituessa, kun DNA:han si-
toutunut variaine vapautuu reaktioseokseen. (Ponchel 2006, 146; Lee ym.
2009, 26-27.)

Polymeraasiketjureaktion tuotteen sulamiskayra saadaan mittaamalla fluore-
senssi lampdtilan funktiona. Sulamiskéayra esitetddn yleenséa derivaattamuodos-
sa negatiivinen ensimmainen derivaatta (-dF/dT) lampdtilan funktiona. Derivaat-
tamuodossa PCR-tuotteen sulamislampdtila on sulamiskayran huippukohdassa.
(Kubista ym. 2006, 103; Ponchel 2006, 146.) Kuviossa 11 sivulla 26 on esitetty

esimerkki sulamiskayrista kahdella eri tavalla piirrettyna.
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KUVIO 11. Esimerkki saman PCR-tuotteen sulamiskayrasta piirrettyna fluore-

senssi lampdotilan funktiona (A) seka derivaattamuodossa (B)
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5 IMMUNOHISTOKEMIA

Immunohistokemia on menetelma, jolla voidaan osoittaa kudosleikkeesta tietty
molekyyli, antigeeni, sille spesifisella vasta-aineella. Vasta-aineen sitoutumis-
kohtaa antigeenissa kutsutaan epitoopiksi. Vasta-aine visualisoidaan mikro-
skoopilla havaittavaksi joko leimaamalla se suoraan tai kayttamalla monivai-
heista leimausmenetelmaa. Visualisointi voi tapahtua esimerkiksi entsymaatti-
sen tai fluoresoivan leiman avulla. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 133;
Renshaw 2007a, 1.)

5.1 Vasta-aineet

Vasta-aineet ovat plasmasolujen tuottamia seerumin glykoproteiineja, immuno-
globuliineja. Immunoglobuliinit jaetaan viiteen luokkaan, jotka ovat IgA, IgD, IgE,
IgG ja IgM. Immunohistokemiassa kaytetdén yleensa IgG- ja IgM-luokkien vas-
ta-aineita. 1IgG-molekyyli koostuu neljasta polypeptidiketjusta, kahdesta keske-
naan identtisesta niin sanotusta raskasketjusta ja kahdesta keskenaan identti-
sesta kevytketjusta. Raskas- ja kevytketjut ovat asettuneet Y-kirjaimen muotoon
(vasemmalla kuviossa 12). Ketjujen valilla on disulfidisidoksia. IgM-molekyyli
koostuu viidesta Y-kirjaimen muotoisesta alayksikdstd, jotka ovat kiinnittyneet J-
ketjuun (oikealla kuviossa 12). (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 134;
Onley 2007, 3-4.)

Disulfidisidos
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KUVIO 12. IgG- ja IgM-molekyylien rakenne (mukaillen Boenisch 2009, 1, 3)
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Vasta-aineet jaetaan polyklonaalisiin ja monoklonaalisiin vasta-aineisiin. Poly-
klonaaliset vasta-aineet ovat heterogeenisia vasta-aineiden seoksia, jotka ky-
kenevat tunnistamaan useita epitooppeja. Polyklonaaliset vasta-aineet tuote-
taan immunisoimalla koe-eléin puhdistetulla immunogeenisella antigeenilla, jolle
vasta-aine halutaan tuottaa. Yleisimmin vasta-ainetuotannossa kaytetty koe-
elain on kani, mutta myds muita nisakkaita, kuten vuohta, sikaa ja aasia, kayte-
taan. Koe-eldimessa syntyy humoraalinen immuunivaste, jolloin immuunijarjes-
telmén B-lymfosyytit aktivoituvat ja tuottavat immunoglobuliineja. Haluttu vasta-
aine eristetaan eldimen seerumista ja puhdistetaan. Puhdistusmenetelmina kay-
tetaan affiniteettikromatografiaa, ioninvaihtokromatografiaa, kiinteafaasiabsorp-
tiota, ammoniumsulfaattisaostusta, immunodiffuusiota ja geelielektroforeesia.
(Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 135; Boenisch 2009, 3.)

Monoklonaaliset vasta-aineet ovat homogeenisid, vain yhden epitoopin tunnis-
tavia immunoglobuliineja. Ne valmistetaan hybridoomatekniikalla. Monoklonaa-
listen vasta-aineiden tuotannossa kaytetddn koe-eldimena yleisimmin hiirta,
rottaa tai kania. Immunisoidun koe-eldimen pernasta eristetaan B-lymfosyytteja,
jotka yhdistetdan myeloomasoluihin. Myeloomasoluilla on kyky proliferoitua jat-
kuvasti. Muodostunut hybridi tuottaa in vitro teoriassa rajattomasti tiettya vasta-
ainekloonia, joka voidaan eristaa supernatantista. Monoklonaaliset vasta-aineet
voidaan tuottaa my6s aiheuttamalla myeloomatuumori injisoimalla koe-eldimeen
hybridoomasoluja, jolloin eldéimen seerumista voidaan eristdd tuumorin eritta-
maa homogeenista vasta-ainetta. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 135;
Boenisch 2009, 4.) Polyklonaalisen ja monoklonaalisen vasta-aineen tuottami-

sen vaiheet on esitetty yksinkertaistetusti kuviossa 13 sivulla 29.
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KUVIO 13. Vasta-aineiden tuottaminen (mukaillen Boenisch 2009, 4-5)

5.2 Leimat

5.2.1 Entsymaattiset leimat

Entsyymit ovat immunohistokemiassa yleisesti kaytettyjd merkkiaineita. Kayte-
tyimpia entsyymejd ovat piparjuuren peroksidaasi (horseradish peroxidase,
HRP) ja alkalinen fosfataasi (alkaline phosphatase, AP). Entsyymi voidaan liit-
tda vasta-aineeseen suoraan konjugoimalla, muodostamalla entsyymi-vasta-
ainekomplekseja tai avidiini-biotiini-entsyymikomplekseja. Kun entsyymileima-
tulla vasta-aineella inkuboitu kudosleike altistetaan ylimaaralle kromogeenia,
muodostuu kromogeenista valomikroskoopilla havaittava varillinen saostuma
kuviossa 14 esitetyn reaktion mukaisesti. (Naukkarinen & von Boguslawsky
1998, 138; Mardle 2007, 33-34.)

entsyymi + substraatti (kromogeeni) — entsyymi + tuote (saostuma)

KUVIO 14. Entsyymireaktio.

Reaktiossa kaytettava entsyymi-kromogeenipari vaikuttaa muodostuvan saos-
tuman variin. Esimerkiksi lisaamalla HRP-konjugoidulla vasta-aineella inku-

boidulle kudosleikkeelle 3,3’-diaminobentsidiinitetrahydrokloridia (DAB) muo-



30

dostuu ruskea saostuma. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 138; Mardle
2007, 33-34.)

5.2.2 Fluoresoivat leimat

Fluoresoivat merkkiaineet eli fluorokromit absorboivat korkeaenergista lyhytaal-
toista sateilya, kayttavat osan sen energiasta sisdiseen elektroninsiirtoon ja
emittoivat matalaenergista sateilyd nakyvan valon aallonpituudella (Naukkari-
nen & von Boguslawsky 1998, 136). Fluorokromeista kaytetyimpid ovat fluores-
keiini-isotiosyanaatti (FITC) ja rodamiini. Fluorokromien visualisointiin tarvitaan
fluoresenssimikroskooppi tai konfokaalimikroskooppi. Fluorokromien fluore-
senssi haalistuu vahitellen mikroskopoitaessa. (Naukkarinen & von Boguslaws-
ky 1998, 136; Jackson & Blythe 2008, 433.)

5.3 Immunohistokemiallinen prosessi

5.3.1 Fiksaatio

Fiksaation tarkoitus on estdd kudosnaytteen hajoaminen autolyysin ja mikrobi-
toiminnan seurauksena seka sailyttda kudosnaytteen rakenne mahdollisimman
samankaltaisena, kuin se eldvassa kudoksessa on. Fiksaatio aiheuttaa kuiten-
kin konformaatiomuutoksia proteiinien tertiaarirakenteessa, mika vaikuttaa vas-
ta-aineen antigeeniin sitoutumiseen. (Rantala, Naukkarinen, Helin 1998, 65;
Renshaw 2007h, 47-48.) Hyvan fiksatiivin tulee sailyttdd naytteen kudosmorfo-
logia ja antigeenisyys, estda antigeenin siirtyminen ja diffuntoituminen kudok-
sessa eika se saa vaikeuttaa antigeenin ja vasta-aineen valista reaktiota (Nauk-

karinen & von Boguslawsky 1998, 148).

Parafiinileikkeille kaytetdaan fiksatiivina yleisimmin formaldehydia. Formaldehy-
din 40 % vesiliuosta, formaliinia, on saatavana kaupallisesti. Fiksaatioon voi-
daan kayttaa formaliinin 10 % laimennosta, joka on laimennettu puskuriliuoksel-

la. Formaldehydi on neutraalissa pH:ssa monohydraattimuodossa metyleenigly-
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kolina. My6s puskuroitua paraformaldehydiliuosta voidaan kayttaa fiksaatioon.
Paraformaldehydi on kiintea polymeeri, joka vesiliuoksessa on monomeerina.
Formaliinin ja paraformaldehydin aldehydiryhméat muodostavat metyleenisidok-
sia polypeptidiketjujen vélille stabiloiden kudosta. (Rantala ym. 1998, 65-66;
Renshaw 2007b, 50.)

5.3.2 Prosessointi ja leikkaaminen

Naytteen prosessointi eli kuljetus sisaltaa veden poistamisen naytteestd, kirkas-
tamisen ja valamisen tukiaineeseen (Rantala ym. 1998, 68). Immunohistokemi-
allisen naytteen tulee olla riittdvan ohut, paksuudeltaan noin 5 um, jotta sita on
mahdollista tutkia mikroskoopilla (Kiernan 2008, 1). Tukiaine kovettaa kudoksen
ja mahdollistaa siten ohuiden leikkeiden leikkaamisen. Kaytetyin tukiaine on
parafiini. Prosessointi voidaan tehdd manuaalisesti, mutta etenkin suuria maaria
kuljetettaessa kaytetddn automaattisia kudoskuljetuslaitteistoja (kuva 2). (Ran-
tala ym. 1998, 68.)

KUVA 2. Kudoskuljetuslaitteisto (Kuva: Kristiina Lindroos 2011)
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Veden poistaminen naytteesta on valttdmatonta, koska parafiini on hydrofobis-
ta. Veden poistoon kaytetaan tavallisesti alkoholisarjaa, jossa konsentraatio
nousee 70 % etanolista absoluuttiseen etanoliin. (Renshaw 2007b, 56.) Kirkas-
tusvaiheessa etanoli korvataan liuottimella, johon seka etanoli etta parafiini liu-
kenevat hyvin. Yleisesti kaytetdan ksyleenid, mutta on olemassa myds vaihto-
ehtoisia kirkastusaineita, kuten tolueeni, ja kaupallisia ksyleenin substituentteja.
(Rantala ym. 1998, 68; Kiernan 2008, 57.) Kirkastusaine korvataan nestemai-
sella parafiinilla. Histologiassa kaytettavan parafiinin sulamispiste vaihtelee tyy-
pillisesti 52-58 °C:een vadlilla. (Kiernan 2008, 53.) Kiintean parafiinin kovuus
lisddntyy sulamispisteen noustessa. Kovasta parafiiniblokista saadaan hel-
pommin ohuita leikkeitd, kuin pehmeéasta. (Rantala ym. 1998, 68.) Korkeam-
massa lampdtilassa voidaan kuitenkin menettda osa naytteen antigeenisyydes-
td proteiinien denaturoituessa (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 148;
Renshaw 2007b, 56). Kun parafiini on imeytetty kudokseen, valetaan nayte pa-

rafiiblokiksi metallisen muotin avulla (Rantala ym. 1998, 68).

Parafiiniblokista leikataan leikkeita joko rotaatio- tai liukumikrotomilla. Rotaatio-
mikrotomissa telineeseen asetettu blokki liikkuu ja veitsi on paikallaan, kun taas
liukumikrotomissa veitsi liikkuu ja parafiiniblokki on paikallaan. (Rantala ym.
1998, 70.) Nykyaan kaytetaan yleisemmin rotaariomikrotomia (Kiernan 2008, 2).
Edustavan parafiinileikkeen tulee olla tasaisen ohut, ehja ja rypyton. Leikkaami-
sen jalkeen leike siirretaan siveltimen avulla oikenemaan vesihauteeseen, jonka
lampatila on noin 10 °C parafiinin sulamislampdtilaa matalampi. Leikkeet kera-
tdan vesihauteesta objektilasille. (Rantala ym. 1998, 72.) Parafiinileikkeet kiinni-
tetdan objektilaseille lammittamalla niitd lampodkaapissa noin 60 °C:ssa
(Renshaw 2007b, 46).

5.3.3 Varjays

Ennen varjaysta leikkeista poistetaan parafiini ksyleenilla ja ne viedaan lapi las-
kevan alkoholisarjan tislattuun veteen. Formaliinifiksoiduissa parafiinileikkeissa
antigeeniepitoopit peittyvat usein ristisidosten alle. Antigeenin immunoreaktiivi-

suus voidaan palauttaa lampokasittelyn tai proteolyyttisen entsyymikasittelyn
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avulla. Optimaalinen esikasittely antigeenin paljastamiseksi taytyy testata erik-
seen jokaiselle antigeenille. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 150;
Renshaw 2007b, 59.) Antigeenin paljastaminen lampokasittelyn avulla (heat-
induced epitope retrieval, HIER) suoritetaan kuumentamalla kudosleikkeita pus-
kuriliuoksessa. Entsymaattinen antigeenin paljastaminen suoritetaan inkuboi-
malla leikkeitd entsyymiliuoksessa, esimerkiksi trypsiinissa. (Renshaw 2007b,
59-60.)

Varjays suoritetaan kosteassa kammiossa, jotta leikkeet eivat kuivu inkubaatioi-
den aikana (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 154). Antigeeni voidaan
havainnollistaa kudosleikkeesta usealla eri varjaysmenetelmalld. Suorassa me-
netelmassa kaytetddn vain yhtd vasta-ainetta, joka on leimattu joko entsyymilla
tai fluorokromilla. Menetelmé& on nopea ja helppokéayttéinen, mutta sen antama
signaali on yleensa heikko. Ep&dsuorassa menetelmassa kaytetaan kahta vasta-
ainetta. Leimaamaton primadarivasta-aine reagoi antigeenin kanssa ja se visu-
alisoidaan leimatun sekund&éarivasta-aineen avulla. Epasuorassa menetelmas-
sa kaytetaan yleisimmin HRP-leimattua sekundaéarivasta-ainetta. Epasuora me-
netelmd on suoraa menetelmaa herkempi. Muita varjaysmenetelmia ovat esi-
merkiksi immunokultamenetelma, jossa kaytetddn leimana kolloidaalista kultaa,
ja avidiini-biotiinimenetelma, jossa hytdynnetaan avidiinin korkeaa affiniteettia
biotiinia kohtaan. (Jackson & Blythe 2008, 438.)

Immunohistokemiassa kaytetaan usein vastavarjaykseen hematoksyliinia, joka
varjaa tumat sinimustaksi. Hematoksyliinia voidaan eristdd Haematoxylon cam-
pechianum -puusta. Hematoksyliini itsessaan ei varjaa kudosta, vaan sen paa-
hapettumistuote hemateiini on varsinainen variaine. Hematoksyliini hapettuu
luonnollisesti altistuessaan ilmalle ja valolle. Luonnollinen hapettumisprosessi
kestaa useita kuukausia, joten usein hematoksyliiniin lisataan kemiallisia hapet-
timia hapettumisprosessin nopeuttamiseksi. Hemateiini on anioninen molekyyli,
mink& vuoksi sen kudosaffiniteetti on huono. Huonoa kudosaffiniteettia paren-
netaan usein mordantilla. Kaytetyimpia mordantteja ovat alumiini, rauta- ja
tungstensuolat. (Rantala ym. 1998, 75; Renshaw 2007, 61-62; Gamble 2008,
121.)
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6 MATERIAALIT JA MENETELMAT

6.1 Naytteet ja niiden kasittely

Tutkimuksessa kaytettiin tutkimusryhman koe-elainmalleista saamia kudosnayt-
teitd. Kaytetty koe-elain oli hiiri (kanta C57BL/6) ja naytteet olivat epiteelikudos-
ta. Hiirille oli tuotettu kokeellisesti pytred haava 6 mm biopsia-laitteella ja ku-
dosnaytteet oli kerétty eri aikapisteissd. Kudosnaytteistd oli eristetty RNA
gPCR:&éa varten RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit -eristyskitilla (Qiagen). Immu-
nohistokemiaa varten naytteet oli fiksoitu 4 % paraformaldehydilla (PFA) yon yli,
viety lapi kudoskuljetuksen ja valettu lopuksi parafiiniin. Immunohistokemialliset
varjaykset tehtiin valmiille 5 um formaliinifiksoiduille parafiinileikkeille. Tutkimuk-
sessa kaytettyjen reagenssien tuotetiedot on esitetty liitteessa 1.

6.2 Geenin ilmentymisen tutkiminen reaaliaikaisen kvantitatiivisen polyme-

raasiketjureaktion avulla

Eristetty RNA kaannettiin kaénteistranskription avulla cDNA:ksi. Kaanteistran-
skriptioreaktiossa kaytettin Maxima™ First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
gPCR -kittia (Fermentas Life Sciences). Reaktioon kaytettiin 1 pg RNA:ta. Re-

aktioseos pipetoitiin steriiliin, RNaasi-vapaaseen putkeen taulukon 2 mukaisesti.

TAULUKKO 2. Kaanteistranskriptioreaktion pipetointi

5X Reaction Mix 4 ul
Maxima™ Enzyme Mix 2 ul
RNA-templaatti 1ug

H,O, nukleaasivapaa 20 pl:aan asti
Kokonaistilavuus 20 ul

cDNA laimennettiin  1:100. gPCR-reaktioissa kaytettin Maxima™ SYBR
Green/ROX gqPCR Master Mix (2X) -kittia (Fermentas Life Sciences). Reak-
tioseos pipetoitiin 96-kuoppalevylle sivulla 35 esitetyn taulukon 3 mukaisesti.

Tutkimuksessa kaytetyt alukkeet on listattu taulukossa 4 sivulla 35.
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TAULUKKO 3. gPCR-reaktion pipetointi
Maxima™ SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) 12,5 ul

5 uM alukeseos 104
cDNA-templaatti 1,0ul
H,0, nukleaasivapaa 25 pl:aan asti
Kokonaistilavuus 25 pl

TAULUKKO 4. Tutkimuksessa kaytetyt alukkeet

Nimi Sekvenssi Tm°C
MTDH long forward 5-TTC CTC CTG CTATCT CTG-3 53,7
MTDH long reverse 5-CAT TTG ACT TGG GCT TGT-3 51,4
Beta actin forward 5-GAC AGG ATG CAG AAG GAG AT-Z 57,3
Beta actin reverse 5-TTG CTG ATC CAC ATC TGC TG-3 57,3

Ajot suoritettiin ABI Prism 7000 Sequence Detection System -gPCR-laitteella

(Applied Biosystems) taulukossa 5 esitetyn ohjelman mukaisesti.

TAULUKKO 5. Kaytetty gPCR-ohjelma

Vaihe Lampdtila Aika
Alkudenaturaatio 95°C 10 min
Denaturaatio 95°C 15s

. . ] 40 x
Annealing/ekstensio 57°C 60 s

MTDH-geenin ilmentyminen referenssigeeniin verrattuna laskettiin kaavan (2)

avulla

R _ EkohdeACtkohde(kontrolli—néyte) (2)
- ErefACt ref(kontrolli—-nayte)

, jossa

R = suhdeluku,

Exonde = tutkittavan geenin tehokkuus,

Erer = referenssigeenin tehokkuus,

AC: wondge (kontrolli — nayte) = tutkittavan geenin kynnyssyklin muutos, kontrollin
ja naytteen keskiarvojen erotus ja

AC; ¢t (kontrolli — nayte) = referenssigeenin kynnyssyklin muutos, kontrollin ja

naytteen keskiarvojen erotus.
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Kontrollina kaytettiin normaalin ihon cDNA:ta, joka k&siteltin samoin kuin néayt-
teet.

Alukkeiden tehokkuus selvitettiin tekemalla laimennossarja kolmen eri aikapis-
teen cDNA:sta. Laimennossarjojen gPCR-ajo suoritettin B-actin- ja MTDH-
alukkeilla taulukossa 5 esitetyn ohjelman mukaisesti. Kullekin laimennossarjalle
piirrettiin oma kalibrointikayra, joiden kulmakertoimista laskettiin keskiarvo erik-
seen B-actin- ja MTDH-alukkeille. Kulmakertoimen avulla laskettiin alukkeiden
tehokkuus sivulla 23 esitetyn kaavan (1) mukaisesti. Tehokkuuden laskeminen
on esitetty tarkemmin liitteessa 2.

6.3 Geenin ilmentymisen tutkiminen immunohistokemian avulla

Parafiinileikkeet kiinnitettiin laseille pitamalla niitda Iampdkaapissa +58 °C:ssa
tunnin ajan. Kiinnityksen jalkeen suoritettiin parafiininpoisto (kuvio 15) koneella
(Varistain 23, Shandon Elliot Ltd.). Naytteet esikasiteltin HIER pH 9 -menetel-
malla kuumentamalla niitéa puskuriliuoksessa (10 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA,
pH 9) mikrossa 5 minuuttia. Kuumentamisen jalkeen haihtunut puskuriliuos kor-
vattiin tislatulla vedella ja naytteiden annettiin jaahtya puskuriliuoksessa tunnin
ajan. Naytteet siirrettiin tislattuun veteen ja pestiin pesuliuoksella (PBS, jossa

0,01 % Tween 20) ennen varjayksen aloittamista.

Ultra Clear Ultra Clear Ultra Clear Ultra Clear Abs. EtOH
5 min 5 min 5 min 5min 5 min
Abs. EtOH
5 min
dH,0 80 % EtOH 94 % EtOH 94 % EtOH Abs. EtOH
o= 5 min 5 min 5 min 5 min

KUVIO 15. Parafiininpoistossa kaytetty ohjelma

Naytteille tehtiin endogeenisen peroksidaasin blokkaus (REAL Peroxidase

Blocking Solution, Dako) inkuboimalla huoneenlammadssa viisi minuuttia. Inku-



37

boinnin jalkeen naytteet pestiin pesuliuoksella kolme kertaa. Vasta-aineen epa-
spesifisen sitoutumisen ehk&aisemiseksi naytteet blokattiin inkuboimalla niita
blokkausliuoksessa (10 % Normal Goat Serum, Invitrogen, johon lisatty 5 %
rasvatonta maitojauhetta ja 3 % BSA:ta) huoneenlammdssa tunnin ajan. Blok-
kausliuos ravisteltiin laseilta pois ja naytteille pipetoitin priméérivasta-aine
(Rabbit anti-Metadherin, Invitrogen) laimennettuna 1:250 PBS:lI&, jossa 0,1 %
BSA:ta. Negatiiviseen 1gG-kontrolliin jatettin blokkausliuos primaarivasta-
aineen inkuboinnin ajaksi. Naytteita inkuboitiin primdarivasta-aineessa + 4

°C:ssa yon yli. Inkuboinnin jalkeen naytteet pestiin pesuliuoksella kolme kertaa.

Pesujen jalkeen naytteille pipetoitiin sekundéérivasta-aine (Goat Anti-Rabbit
Immunoglobulins/HRP, Dako) laimennettuna 1:100 PBS:ll&, jossa 0,1 %
BSA:ta. Naytteitd inkuboitiin sekund&éarivasta-aineessa huoneenlammadssa tun-
nin ajan. Inkuboinnin jalkeen naytteet pestiin pesuliuoksella kolme kertaa. Pesu-
jen jalkeen naytteitd inkuboitiin DAB-kromogeeniliuoksella (Liquid DAB Substra-
te Chromogen System, Dako) huoneenlammdssa 5 minuuttia. Inkuboinnin jal-

keen naytteet pestiin nelja kertaa tislatulla vedella.

Vastavarjays suoritettiin kastamalla lasit nopeasti hematoksyliiniliuokseen (Pa-
panicolaou's solution la Harris' hematoxylin solution, Merck). Vastavarjayksen
jalkeen naytteita pestiin 10 minuuttia juoksevassa vesijohtovedessa. Pesun jal-
keen naytteet siirrettiin tislattuun veteen. Naytteista poistettiin vesi viemalla ne
l&pi nousevan alkoholisarjan ja viimeiseksi ksyleeniin (kuvio 16). Peitinlasit kiin-
nitettiin naytelaseille Pertex-liuoksen avulla. Naytteiden annettiin kuivua ennen

mikroskopointia.

dH,0 70 % EtOH 94 % EtOH 94 % EtOH
1 min 2 min 2 min

Abs. EtOH
2 min

l

Ksyleeni Ksyleeni Ksyleeni Abs, EtOH
5 min 5min 5 min 2 min

KUVIO 16. Veden poistoon kaytetty protokolla
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7 TUTKIMUSTULOKSET

7.1 Metadherin-geenin ilmentyminen mRNA-tasolla

Rinnakkaisten naytteiden ja kontrollien kynnyssykleista laskettiin keskiarvo.
Kontrollin ja naytteen kynnyssyklien erotuksesta laskettiin kynnyssyklin muutos
referenssigeenille ja tutkittavalle geenille. Metadherin-geenin ilmentyminen refe-
renssigeeniin verrattuna laskettiin Pfafflin menetelmélla sivulla 35 esitetyn kaa-
van (2) avulla. Kaavassa kaytetty alukkeiden tehokkuus [-actin-alukkeille oli
1,974 ja MTDH long -alukkeille 2,099. Eri paivien naytteille lasketut tulokset on
esitetty liitteessa 3. Kuviossa 17 on esitetty kuvaaja, joka on piirretty kunkin ai-
kapisteen tulosten keskiarvon muutoksena verrattuna normaaliin ihoon (paiva
0), jolle annettiin arvoksi 1. Keskihajonta kussakin aikapisteesséa on esitetty vir-

hepalkeilla.

0 2 4 6 8 10 12 14

KUVIO 17. MTDH-geenin ilmentyminen haavakudoksessa, keskiarvo + keskiha-

jonta

7.2 Metadherin-geenin ilmentyminen proteiinitasolla

Varjatyistd kudosleikkeistd havaittiin, ettd metadheriinia esiintyy normaalissa
ihokudoksessa etenkin karvatupissa (kuva 3A sivulla 39). Toisen paivan haava-
kudoksessa havaittiin vahaista esiintymistd dermiksessa (kuva 3B). Viidennen,

seitseménnen ja kymmenennen paivan haavakudoksessa metadheriinin esiin-
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tyminen on voimakasta muodostuvissa kapillaarisuonissa, granulaatiokudok-
sessa seka epidermiksessa (kuva 3C-E). Neljannentoista paivan haavakudok-
sessa metadheriinin esiintyminen laskee huomattavasti granulaatiokudoksessa
ja epidermiksessa (kuva 3F). Kahdennenkymmenennenensimmaisen paivan
haavakudoksessa metadheriinia havaitaan edelleen kapillaarisuonissa, mutta
arpikudoksesta ja epidermiksestd se on havinnyt lahes kokonaan (kuva 3G).
Kuvassa 3 on esitetty myos IgG-kontrolli seitsemannen paivan haavakudokses-
ta (H), johon ei ole lisatty lainkaan priméarivasta-ainetta. Tero Jarvinen on ku-

vannut varjaamani kudosleikkeet.

KUVA 3. Metadherinin ilmentyminen haavakudoksessa, normaali iho (A), 2.

paivan haava (B), 5. paivan haava (C), 7. paivan haava (D), 10. paivan haava
(E), 14. paivan haava (F), 21. paivan haava (G) ja IgG-kontrolli, 7. paivan haava
(H) (Kuva: Tero Jarvinen 2011)

Kuvassa 4 sivulla 40 on esitetty tarkemmin metadheriinin esiintymista ve-
risuonissa. Viidennen paivan haavakudoksessa (A) havaitaan voimakasta esiin-

tymista granulaatiokudokseen muodostuvissa kapillaarisuonissa, jotka on 0soi-
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tettu nuolilla. My6s kehittyvisséa lihassoluissa, myotuubeissa, havaitaan metad-
heriinia. Kymmenennen paivan haavakudoksessa (B) metadheriinin esiintymi-

nen on edelleen voimakasta kapillaarisuonissa.

Vit R Ry e

e

KUVA 4. Metadheriinin esiintyminen verisuonissa, 5. paivan haava (A) ja 10.

paivan haava (B) (Kuva: Tero Jarvinen 2011)
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8 POHDINTA

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd MTDH-geenin ilmentymista haa-
vakudoksessa mRNA- ja proteiinitasolla. Tavoitteena oli saada informaatiota
geenin ilmentymisestd haavan paranemisen aikana. Aiheesta ei ole julkaistuja
tutkimuksia, mutta geenin ilmentymisté on tutkittu aiemmin eri syopasairauksis-
sa. Naiden tutkimusten perusteella hypoteesi tutkimuksen alussa oli, etta
MTDH-geeni ilmentyy runsaimmin viidennen ja seitsemannen paivan haavaku-

doksessa, jolloin angiogeneesi on huipussaan.

Tutkittaessa geenin ilmentymistd proteiinitasolla immunohistokemian avulla
saadut tulokset olivat hypoteesin kaltaisia. Geenin ilmentyminen oli runsasta
viela kymmenennen péaivan haavakudoksessa, mutta laski sen jalkeen huomat-
tavasti. Tutkimuksessa havaittiin metadheriinin esiintyvan runsaana granulaa-
tiokudokseen muodostuvissa verisuonissa. Tama viittaa siihen, ettd metadherii-
ni stimuloi angiogeneesida my6s haavan paranemisessa. Aiemmin on osoitettu,
ettd metadheriini saatelee angiogeneesid kasvaimissa (Emdad ym. 2009,
21303).

Tutkittaessa geenin ilmentymista mRNA-tasolla gPCR:n avulla geenin ilmenty-
misessa ei havaittu suurta eroa normaalin ihokudoksen ja haavakudoksen valil-
l&. Tutkimusta sekoittava tekija voi olla se, ettd geeni ilmentyy mRNA-tasolla
kaikissa kudoksissa (Kang ym. 2005, 10). Immunohistokemialla havaittiin, etta
geeni ilmentyy proteiinitasolla normaalissa ihokudoksessa etenkin karvatupissa

ja epidermiksessa.

Kvantitatiivisessa polymeraasiketjureaktiossa kaytettyjen alukkeiden tehokkuus
oli 97,4 % (B-actin) ja 109,9 % (MTDH long). Yleensa hyvaksyttava tehokkuus
on 90-110 % (Applied Biosystems 2011). MTDH long -alukkeiden tehokkuus oli
aivan hyvaksyttavan tehokkuuden ylarajalla. Luotettavan tehokkuuden testauk-
sen tulisi kattaa kaikki qPCR:lla tutkittava cDNA (Pfaffl 2004, 100). Tassa tutki-
muksessa tehokkuuden testaus suoritettin ndytemateriaalin vahyyden vuoksi

vain kolmesta eri cDNA:sta.
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Kvantitatiivisessa polymeraasiketjureaktiossa kaytetty detektointikemia SYBR
Green | sitoutuu epaspesifisesti kaikkeen kaksijuosteiseen DNA:han (Shipley
2006, 16). Tutkimuksessa havaittin jonkin verran epéaspesifisten PCR-
tuotteiden muodostumista, mista ei taysin paasty eroon edes reaktio-olosuhteita
muuttamalla. Laite detektoi signaalin myds epaspesifisista PCR-tuotteista, joten
ne ovat ongelma PCR-tuotteen kvantitoinnissa, mika vaikuttaa menetelman luo-
tettavuuteen. Myos menetelman toistettavuudessa havaittiin joitakin ongelmia.
Taman vuoksi tutkimuksessa saadut gPCR-tulokset olisi hyva varmistaa kaytta-
en spesifista detektointikemiaa, jolloin laite havaitsee vain halutun PCR-
tuotteen. Vaihtoehtoisesti voisi viela yrittdd optimoida reaktio-olosuhteita seka
kaytettavaa alukekonsentraatiota.

Tulevaisuudessa Tero Jarvisen tutkimusryhmassa on tarkoitus tutkia tarkemmin
MTDH-geenin roolia angiogeneesin saatelyssa. Tutkimusryhmassa on suunni-
telmissa tutkia haavan sulkeutumisen nopeuttamista MTDH-geenisiirroilla. Haa-
van sulkeutumista halutaan tutkia geenisiirtojen avulla myods diabeettisessa
haavassa, jossa angiogeneesi on usein paranemista rajoittava tekija. Lisaksi
anti-MTDH scFv (single-chain variable fragment) -vasta-aineella halutaan tutkia,
voiko vasta-aine kulkeutua verenkierron valityksella haavakudokseen tarttumal-

la metadheriiniin.
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LITE 1

TUTKIMUKSESSA KAYTETTYJEN REAGENSSIEN TUOTETIEDOT

Tuotenimi Valmistaja Tuotenumero  Kayttokohde

RNeasy Fibrous Tissue Mini Qiagen 74704 RNA:n eristys

Kit

Maxima™ First Strand cDNA  Fermentas Life K1642 k&éanteistranskriptio
Synthesis Kit for RT-gPCR Sciences

Maxima™ SYBR Green/ROX Fermentas Life K0222 gqPCR

gPCR Master Mix (2X) Sciences

REAL Peroxidase Blocking Dako S2023 endogeenisen peroksidaasin
Solution blokkaus

10 % Normal Goat Serum Invitrogen 50-062Z2 taustavarjaytymisen blokkaus
Rabbit anti-Metadherin Invitrogen 40-6500 prim&arivasta-aine

Goat Anti-Rabbit Dako P0448 sekundéaérivasta-aine
Immunoglobulins/HRP

Liquid DAB Substrate Dako K3465 kromogeeni

Chromogen System

Papanicolaou's solution 1a Merck 109253 vastavarjays

Harris' hematoxylin solution
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LITE 2: 1 (2)
ALUKKEIDEN TEHOKKUUDEN LASKEMINEN

B-actin- ja MTDH long -alukkeiden kalibrointikayrét on esitetty kuvioissa 1 ja 2.

29 -
y=-33182x+12263 57 |
2= 0,9972
n R J
™~ y=-3,2633x+ 12,38 25 -
5 e
S e ..
g + WT3P.1
e 1 4
< ®WT5P.5
= 19 7 WT7P.5
17 -
n
' ' ' ' . 15
-5 -4 -3 2 1 0
Log konsentraatio
KUVIO 1. B-actin-alukkeiden kalibrointikayrat.
32 -
y=-3,0195x+ 17,948
-~ R?=0,9967 30 -
G v =-3,2057x+ 17,367
=t ' ’
s R? = 0,9939 28 1
5 + WT3P.1
= 26 -
2 = WT5P.5
- 24 -
WT7P.5
22 -
' ' ' ' : 20
-5 -4 -3 2 1 0

Log konsentraatio

KUVIO 2. MTDH long -alukkeiden kalibrointikayrat.

(jatkuu)
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LIITE 2: 2 (2)

B-actin-alukkeiden alukkeiden kalibrointikdyran kulmakertoimen keskiarvo oli
kaavan (1) mukaisesti -3,3851 ja tehokkuus kaavan (2) mukaisesti 1,974.
MTDH long -alukkeiden kalibrointikdyran kulmakertoimen keskiarvo oli kaavan
(3) mukaisesti -3,1056 ja tehokkuus kaavan (4) mukaisesti 2,099.

(=3,3182)+(-3,2633)+(-3,4738) _

- = —3,3851 (1)
10(-1/-3:3851) _ 1 = 0,974 = 97,4 % (2)
(=3,0195)+(=3,2057)+(=3,0917) _ —31056 (3)

3

10(-1/-31056) _ 1 = 1,099 = 109,9 % *)
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LITE 3
QPCR-TULOKSET PFAFFLIN MENETELMALLA LASKETTUNA
Nayte Kontrt?lli Kontrolli Néyt.e Nayte C_t(l;o:;rycigl Yhtléllb'ln (?té(to:;ryot:ell Yht.é"?.”.. Suhde .
B-actin MTDH B-actin MTDH MTDH osoittaja p-actin nimittdja (MTHD/B-actin
WTP2.2 18,64 22,98 16,47 21,86 1,12 2,29 2,18 4,39 0,52273
WTP2.3 18,64 22,98 16,43 22,08 0,90 1,95 2,22 4,51 0,43213
WTP2.4 18,64 22,98 16,46 21,99 0,99 2,08 2,19 4,42 0,47148
WT P25 18,64 22,98 16,91 22,19 0,79 1,80 1,74 3,25 0,55408
WT P2.6 18,64 22,98 17,02 22,28 0,71 1,69 1,63 3,02 0,55857
WT 3P.1 18,64 22,98 16,64 21,77 1,21 2,45 2,01 3,91 0,62728
WT3P.2 18,64 22,98 16,18 22,91 0,07 1,05 2,47 5,35 0,19702
WT 3P.2 18,64 22,98 16,87 21,61 1,37 2,76 1,78 3,34 0,82588
WT3P.3 18,64 22,98 17,30 22,23 0,75 1,75 1,34 2,49 0,70365
WT3P.4 18,64 22,98 17,30 22,42 0,57 1,52 1,34 2,49 0,61118
WT 3P.6 18,64 22,98 16,88 22,01 0,97 2,05 1,77 3,32 0,61811
WT5P.2 18,64 22,98 17,53 22,33 0,65 1,63 1,12 2,13 0,76139
WT5P.3 18,64 22,98 16,83 21,92 1,06 2,19 1,82 3,44 0,63867
WT5P.4 18,64 22,98 17,64 22,73 0,25 1,21 1,00 1,97 0,61202
WT5P.5 18,64 22,98 16,55 21,92 1,07 2,20 2,10 4,16 0,52990
WT5P.6 18,64 22,98 16,73 22,52 0,46 1,41 1,92 3,68 0,38242
WT5P.6 18,64 22,98 17,71 22,35 0,64 1,60 0,94 1,89 0,84787
WT7P.1 18,64 22,98 17,21 21,85 1,14 2,32 1,44 2,65 0,87430
WT7P.2 18,64 22,98 16,99 22,38 0,60 1,56 1,65 3,07 0,50802
WT7P.3 18,64 22,98 17,03 22,24 0,74 1,73 1,61 2,99 0,57914
WT7P.4 18,64 22,98 17,45 22,22 0,77 1,76 1,19 2,25 0,78501
WT 7P.5 18,64 22,98 16,57 21,81 1,18 2,39 2,07 4,09 0,58478
WT 7P.5 18,64 22,98 17,34 21,94 1,04 2,16 1,30 2,42 0,89319
WT 7P.6 18,64 22,98 15,06 19,40 3,58 14,22 3,58 11,41 1,24584
WT 7P.6 18,64 22,98 15,81 20,69 2,30 5,48 2,84 6,88 0,79746
WT 10P.1 18,64 22,98 16,82 21,93 1,06 2,19 1,83 3,46 0,63200
WT 10P.2 18,64 22,98 17,47 22,16 0,82 1,84 1,18 2,22 0,82914
WT 10P.3 18,64 22,98 17,09 21,78 1,20 2,43 1,55 2,87 0,84845
WT 10P.4 18,64 22,98 17,22 21,60 1,38 2,78 1,43 2,64 1,05562
WT 10P.5 18,64 22,98 17,18 21,88 1,11 2,27 1,47 2,71 0,83780
WT 10P.6 18,64 22,98 16,89 21,71 1,28 2,57 1,76 3,30 0,78025
WT 14D.10 18,64 22,98 17,09 22,14 0,85 1,87 1,55 2,87 0,65210
WT 14D.11 18,64 22,98 17,18 22,21 0,77 1,77 1,46 2,70 0,65576
WT 14D.12 18,64 22,98 17,51 22,17 0,82 1,83 1,13 2,16 0,84859
WT 14D.13 18,64 22,98 17,59 22,71 0,28 1,23 1,05 2,04 0,60040
WT 14D.14 18,64 22,98 17,39 22,21 0,77 1,77 1,25 2,34 0,75642
WT 14D.15 18,64 22,98 16,69 21,90 1,09 2,24 1,96 3,78 0,59153

Kontrolli B-actin = keskiarvo C; (normaali iho) B-actin-primereilla

Kontrolli MTDH = keskiarvo C, (normaali iho) MTDH-primereilla

Nayte p-actin = keskiarvo C; (nayte) p-actin-primereilla
Nayte MTDH = keskiarvo C; (nayte) MTDH-primereilla




