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Taman opinnaytetydn tavoitteena oli tutkia leukosyyttien tarttumista hiiren endoteelisoluihin.
Tarkoituksena oli |6ytdaa olosuhteet, joissa leukosyytteja tarttuisi, pyorisi ja transmigroituisi
endoteeliin in vitro —olosuhteissa. Opinnaytetydn toimeksiantajana oli leukosyyttien liikkennetta
tutkiva tutkimusryhma Turun Yliopiston laéketieteellisessa tiedekunnassa. Menetelmaa tullaan
hybdyntdamaan mydhemmin kayttdmalla poistogeenisid hiirikantoja ja tutkimalla niista
eristettyjen endoteelisolujen kykya sitoa valkosoluja. Tydssa hyodynnettiin tutkimuslaboratorion
henkilbkunnan asiantuntemusta.

Puolet opinnaytetydsta koostui verisuonten endoteelisolujen eristyskeinon l6ytamisesta ja
optimoinnista. Hiiren kudoksista eristettaviin soluihin kaytettiin kahta magnetismia hyédyntavaa
eristysmenetelmaa. Toinen puoli tydstd oli Ioytad olosuhteet leukosyyttien tarttumiselle
kapillaarivitausmenetelmalla.  Kapillaarivitausmenetelmassa  virtauskammioon istutettiin
endoteelisoluja, joille aiheutettiin tulehdusreaktio stimuloimalla soluja kasvainkuoliotekija-o.:lla.
Kammion [api laitettin virtaamaan leukosyyttejd, joiden tarttumista endoteelinpintaan
virtausolosuhteissa tutkittiin mikroskoopin avulla. Kokeissa kaytettiin kahta kaupallista solulinjaa
ja eristettyja primaarisoluja.

Opinnaytetydssa saatiin optimoitua olosuhteet, joilla endoteelisoluja onnistuttiin eristaméaéan
kapillaarivirtausmenetelméan tarkoituksiin. Solumé&éaréat olivat kohtuullisen vahéiset, joten
menetelma ei ole viela riittdvan tehokas. Kapillaarivirtausmenetelma saatiin kuitenkin toimimaan
hiiren endoteelisoluilla ja leukosyytteja saatiin tarttumaan endoteeliin. Tarttuneiden solujen
maara kasvoi kokeen alussa lisddmalla leukosyyttien maardd. Kasvainkuoliotekija-o:n
stimulaatioajan kasvattaminen vaikutti tarttuneiden solujen maaréén lisdéntymiseen.
Kapillaarivirtausmenetelm& saatiin  pystytettya hiiren endoteelisoluille kaytettavaksi ja
primaarisia endoteelisoluja saatiin eristettya kapillaarivirtausmenetelméan kokeisiin.
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OPTIMIZATION OF FLOW ASSAY METHOD WITH
MOUSE ENDOTHELIAL CELLS

The objective of this Bachelor's Thesis was to investigate leukocyte adhesion to mouse
endothelial cells. The aim was to find conditions where leukocytes would adhere, roll and
transmigrate onto, along and through the endothelium in in vitro conditions. The study was
commissioned by a research group studying leukocyte trafficking at Turku University Faculty of
Medicine. This protocol will later be utilized on specific knockout mice population endothelial
cells to investigate their ability to adhere leukocytes. The expertise of the laboratory personnel
was utilized during this Bachelor’s Thesis project.

The first half of this project consisted of finding and optimizing an isolation method for vascular
endothelial cells. Two magnetic isolation methods were used to isolate the cells from mouse
tissue. The second half of this thesis was to find conditions where leukocytes would adhere
using a flow assay research method. Endothelial cells were seeded into a flow chamber and
induced with an inflammation-causing stimulant in the flow assay method. A cytokine, mouse
tumor necrosis factor-a was used as a stimulant. Leukocytes were subjected to flow through the
chamber and their adhesion to the endothelium was observed with a microscope. Two
commercial cell lines and isolated primary cells were used in these experiments.

The conditions where endothelial cells were successfully isolated for the flow assay purpose
were optimized in this project. However, the number of cells was relatively low, and thus, the
protocol is not as efficient as it could be. A flow assay was successfully established for mouse
endothelial cells and leukocyte adhesion to the endothelium was achieved. The number of
adhered cells increased as the amount of leukocytes was increased in the flow chamber
experiments. Also the stimulation time applied to the endothelium had a positive impact on the
number of adhering cells.

KEYWORDS:

flow assay, mouse endothelial cells, primary cells, leukocytes, cell adhesion, mouse tumor
necrosis factor-a
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KAYTETYT LYHENTEET

Lyhenne Lyhenteen selitys

FACS Fluoresenssiin perustuva soluerottelu (Fluorescence-
activated cell sorting)

HBSS Hanks Balanced Salt Solution

HUVEC Ihmisen napanuoran laskimon endoteelisolu (Human umbili-

cal vein endothelial cell)

Ibidi Virtauskammio

MTNFa Hiiren kasvainkuoliotekija-a (Mouse tumor necrose factor o)
NMS Hiiren normaali seerumi (Normal mouse serum)

PBS Fosfaattipuskuri

P/S Penisilliini streptomysiini



1 JOHDANTO

Tama opinnaytetyo tehtiin Turun Yliopiston laéketieteellisen tiedekunnan tutki-
muslaboratoriossa MediCityssa professori Sirpa Jalkasen tutkimusryhmassa
syksyn 2013 ja kevaan 2014 valisena aikana. Tutkimusryhmassa tutkitaan veri-
ja imusuoniston pinnalla sijaitsevia tarttumismolekyyleja, jotka ohjaavat tuleh-
dusliikehdintdd. Kyseisilla molekyyleillda on merkitystd muun muassa tulehdus-
tautien ja syovan synnyssa seka leviamisessa. Leukosyyttien normaali kulkeu-
tuminen kehossa on tarked osa immuunipuolustusta, joka suojelee kehoa ulko-
puolisilta taudinaiheuttajilta. Leukosyyttien vioittunut liikkuminen kehossa on
syyna moniin sairauksiin ja edistdd esimerkiksi syovan leviamista. Naita voitai-
siin ehkaista vaikuttamalla leukosyyttilikenteeseen kehossa ja samalla keinolla

vaikuttaa esimerkiksi sydpéatutkimukseen.*

Opinnaytetyd toimeksi annettiin, jotta tutkimusryhméssa voitaisiin tutkia seka
leukosyyttien adheesiota ettd transmigroitumista hiiresta eristetyilla primaa-
risoluilla. Jatkossa voitaisiin hyddyntaa tata jo valmiiksi optimoitua ja testattua
menetelmaa seka solulinjoilla etta primaarisoluilla. Endoteelisolujen eristyksen
onnistuminen on ollut erityisena toiveena leukosyyttiliikennetta tutkivalle ryhmal-
le, jotta kapillaarivirtausmenetelmaa voitaisiin kayttaa esimerkiksi tietyilla pois-
togeenisilla hiirilinjoilla ja tutkia, kuinka niista eristetyt endoteelisolut sitovat val-

kosoluja in vitro.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Kahari



2 TEORIA

2.1 Endoteelisolut

Verenkiertosysteemi on vastuussa veren, ravintoaineiden, solujen ja kaasujen
kuljetuksesta ympari kehoa ja sen sisapinta koostuu endoteelisoluista, jotka
muodostavat endoteelin. Endoteeli peittaa verisuoniston ja imusuoniston sisa-
puolta solukerroksena, joka ulottuu sydamesta hiussuoniin asti. Verisuonista
suurimmalla osalla on itse asiassa kaikilla samanlainen perusrakenne, joka
koostuu endoteelisoluista ja niiden alapuolella sijaitsevasta membraanista. En-
doteelisolut ovat muodoltaan hieman pitkdnomaisia ja ovat asettautuneet vieri
viereen toistensa kanssa verenkierron suuntaisesti muodostaen tasaisen pin-

nan.?

Verisuoniston ja imusuoniston yhteinen tehtavd on muun muassa leukosyyttien
kuljettaminen kehossa. Leukosyytit matkaavat verisuonistoissa, kunnes siirtyvat
ymparoivaan kudokseen suonen seinaman ja endoteelisolujen lapi. Useimmat
leukosyyttityypit liikkuvat kudoksesta imusuoniston kautta imusolmukkeisiin,
josta ne ohjautuvat rintatiehyen kautta takaisin verenkiertoon. Leukosyyttien

siirtymisesta verisuonista kudokseen kuvataan adheesiokaskadina.?

2.2 Leukosyyttien adheesiokaskadi

Leukosyytit eli valkosolut ovat kehon puolustusjarjestelman soluja ja suojaavat
sekd infektiotaudeilta ettéd tuntemattomilta materiaaleilta. Leukosyytit jaetaan

viiteen alatyyppiin: neutrofiilit, eosinofiilit, basofiilit, monosyytit ja lymfosyytit.®

Leukosyyttien liikkehdinta tulehtuneelle alueelle kehossa on immuunijarjestelmén
peruspilari, jota ilman puolustautuminen ulkoisia tunkeutujia kohtaan olisi mah-
dotonta. Tama tapahtuu osana immuunivastetta, jota saatelevat soluad-
heesiomolekyylit endoteelin pinnalla.* Leukosyyttien interaktiot verisuonen sei-

naman kanssa koostuvat useista vaiheista, ja tata kutsutaan leukosyyttien ad-
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heesiokaskadiksi. Adheesiokaskadi kasittaa leukosyyttien tarttumisen, py6rimi-
sen, aktivaation, sivuttaisen rydmimisen ja viimeiseksi transmigroitumisen ve-
risuonesta kudokseen.? Adheesiokaskadin vaiheet nahd&a&n kuvasta 1 sivulla
12.

2.2.1 Py0riminen

Leukosyyttien adheesiokaskadi alkaa vapaasti verisuonistossa kulkevasta leu-
kosyytista, joka kulkee virtauksen mukana. * Leukosyyttiin tarttuvat ensimmai-
sena selektiinit, jotka ovat membraanin glykoproteiineja ja saatelevat sidoksil-
laan leukosyytin pyorimista endoteelia pitkin. Nama proteiinit kaynnistavéat leu-
kosyyttien ja endoteelin adheesiokaskadin.* ®> L-, P-, ja E-selektiinit kiinnityvét
vastaaviin ligandeihinsa pyorimisprosessissa ja mahdollistavat leukosyytin tart-
tumisen tulehtuneeseen endoteeliin. P- ja E-selektiinit sijaitsevat endoteelisolu-
jen pinnalla ja L-selektiinit leukosyytin pinnalla. Leukosyytti on néin alustavasti
ja loyhasti otettu kiinni endoteeliin. Leukosyyttiin kohdistuu veren virtauksessa
suuria leikkausjannitysvoimia, kun leukosyytti alkaa tarttua endoteelin seina-
maan ja hidastaa vauhtiaan. Muodostuneet sidokset vastustavat naita voimia ja
L- ja P-selektiinit tarvitsevat leikkausjannitystd tukemaan tarttumista. Tarttuneet
leukosyytit irtoavat, jos virtaus keskeytetdan. Myos integriinit vaikuttavat leu-
kosyytin pydrimiseen, vaikka niiden merkitys on suurempi tiukan adheesion vai-

heessa.’

2.2.2 Adheesio

Seuraava vaihe sitoo leukosyytin vahvemmin kiinni endoteeliin ja pysayttaa sen
likkeen virtauksesta. In vitro — ja in vivo —tutkimukset ovat osoittaneet, ettd leu-
kosyytin pydrimisesta pysahtymiseen vaikuttavat kemokiinit ja sytokiinit.> Kiinnit-
tymista sdatelevat endoteelisolujen pinnalla sijaitsevat immunoglobuliinien su-
perperheen jaseniin lukeutuvat ICAM - ja VCAM —molekyylit, jotka muodostavat
liitoksia leukosyytin pinnan integriinien kanssa.* °® Tulehdustilanteessa sytokiinit

aktivoivat endoteelisoluja ilmentaméaan adheesiomolekyyleja ja valmistamaan

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Kahari
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itse muun muassa kemokiineja, jotka ilmentyvat solun pinnalla. Kemokiinit saa-
televat integriinien aktiivisuutta huomattavan nopeasti. Aktivoituessaan integrii-
nit muuttavat asemoitumistaan merkittavasti. Ensin integriini on taipuneena al-
haisen affiniteetin muodossa, jonka jalkeen se aktivoituessaan ojentuu korkean

affiniteetin muotoon ja on valmis liitoksiin.

2.2.3 Ryémiminen

Vaikka leukosyytti on tiukasti kiinnittyneené endoteeliin, se jatkaa silti likehdin-
téda endoteelin pinnalla ennen transmigroitumisen vaihetta. Leukosyyteista neut-
rofiilit ja monosyytit rydmivat endoteelisolujen pinnalla etsien sopivaa paikkaa
aloittaakseen siirtymisen endoteelin I&pi. Liikehdinta voi olla sivuttaista tai vas-
toin odotuksia myds virtauksen vastaista.> ® 7 Jos ryémiminen on vioittunut,
transmigraatio viivastyy, jolloin se tapahtuu yleenséa transsellulaarisen reitin

kautta eiké parasellulaarisesti.’

2.2.4 Transmigraatio

Leukosyytti kohtaa kolme selvaa estetta siirtyessaan verenkierrosta kudokseen:
endoteelisolut, endoteelisolujen tyvikalvon ja perisyyttikerroksen. Transmigroi-
tuminen kaikkien esteiden lapi on aikaa vievaa. Leukosyyttisolu kayttdad enim-
milladn viisi minuuttia endoteelikerroksen lapéisemiseen, kun taas tyvikalvon
ohittamiseen keskim&érin 10 minuuttia. Naiden kolmen esteen |&pi paastyaan
leukosyytti kulkee kudoksessa kohti tulehtunutta kohdetta. Loydettyaan rydmi-
mall& sopivan kohdan leukosyytti aloittaa migroitumisen endoteelikerroksen la-
pi. Transmigroitumisen laukaisee kemokiinien stimulointi, joka mahdollisesti

toimii yhteistyssa leikkausjannitysvoimien kanssa.’

Transmigroituminen voi tapahtua parasellulaarisen tai transsellulaarisen reitin
kautta. Parasellulaarinen migroituminen tarkoittaa tyontymistd endoteelisolujen
valisten liitoskohtien kautta. T&h&n prosessiin vaikuttavat useat endoteelisolujen

ja leukosyyttien valiset molekyylisidokset. Vasta lahiaikoina on todettu transmig-
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raation tapahtuvan myos transsellulaarisesti. Transsellulaarinen transmigroitu-
minen tarkoittaa leukosyytin tyontymista suoraan endoteelisolun lapi. Tamén
reitin valitsee kuitenkin vain vahemmistd leukosyytteja, ja maaran arvioidaan
olevan vain 5-20 % leukosyyteista. Transsellulaarinen reitti voi olla nopeampi
tapa leukosyytille transmigroitua ja solun kulkeminen endoteelin 1&pi voi kestaa

vain jopa alle minuutin.’

2.2.5 Tyvikalvon ohitus ja liike kudokseen

Transmigroiduttuaan endoteelin alle leukosyytit likkuvat endoteelisolujen alla ja
etsivat [&paisyyn sopivia kohtia ulospain suuntautuvilla pullistumilla tunnustellen
seka tyvikalvoa etta useimmissa tapauksissa myds perisyyttien kerrosta.> ® Tu-
lehtuneelle alueelle leukosyytit suunnistavat kudoksessa kemokiinigradientin

mukaan kemotaktisesti.® ’

Activation

/7N

Rolling Slow Arrest/Adhesion Crawling Transmigration
/\' rolling .

Endothelial
cells

Basement membrane

Kuva 1. Leukosyytin adheesio vaiheittain °

2.3 Leukosyyttiliikenteen tutkimusmenetelmat

2.3.1 In vitro

In vitro —tutkimusmenetelma tarkoittaa elavan organismin ulkopuolella suoritet-

tua koetta, esimerkiksi koeputkessa suoritettua tutkimusta.'® Kaytetyissa tutki-
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musmenetelmissad endoteelisoluja istutetaan usein jonkinlaiselle pinnalle tai
paallystetddn muovipinta adheesiomolekyyleilla. Eristetyt leukosyytit reagoivat
endoteelisolujen tai kasitellyn pinnan kanssa, ja mikroskoopilla tutkitaan mité
pinnalla tapahtuu. Kokeita voidaan suorittaa virtauksen alaisena tai ilman. Leu-
kosyyttien kemotaksiaa eli kulkua kemokiinigradienttia kohti voidaan tutkia huo-
koisen membraanin avulla. Siina tutkitaan, kuinka leukosyytit suunnistavat ku-
doksessa kemokiinireseptorien avulla oikealle tulehduspaikalle keinotekoisen
membraanin lapi, jossa on niin pienia huokosia, etta vain aktiivisesti liikkuva
solu paasee niista lavitse. Transendoteelista liikkumista leukosyyteilla tutkitaan
virtauksen alaisissa olosuhteissa luoden mahdollisimman samanlaiset olosuh-
teet kuin in vivo -lAhestymistavassa. Téallaisella metodilla voidaan seurata leu-
kosyyttin liikkumista myds adheesion ja endoteelin lapi migroitumisen jalkeen-

kin.*

Klassinen tapa tutkia leukosyyttien liikehdintdd imukudokseen on HEV-
menetelma. Kyseisessa tutkimustavassa kaytetddn imusolmukkeesta tehtya
leikettd materiaalina, johon eristettyjen leukosyyttien tulisi tarttua kokeen aika-
na. Leike altistetaan eristetylle leukosyyttisuspensiolle halutuksi ajanjaksoksi
likkuvalla rotaatiopdydalld, jonka jalkeen kasitelladn lasi ja leike halutulla taval-

la. Mikroskopoiden lasketaan leikkeeseen tarttuneet leukosyytit.**

2.3.2 In vivo

In vivo -tutkimusmenetelma tarkoittaa tutkimusta, joka tapahtuu elavassa orga-
nismissa, kuten koe-elaimessa.*? Leukosyyttiliikennetta voidaan tutkia esimer-
kiksi hiiressé leimaamalla lymfosyytteja ja injektoimalla leimatut solut koe-
elaimeen. Solujen annetaan kulkeutua isantaeldimen kehossa tietyn ajanjakson
ajan, jonka jalkeen voidaan tutkia, kuinka leimatut solut ovat levittdytyneet ym-
pari eldimen kehoa. Fluoresoivasti leimatut solut I6ydetaan, kun kudokset eris-
tetdan, hajotetaan ja eristetyt solut varjataan virtaussytometrista tutkimusta var-
ten. Talteen otettuja kudoksia voidaan myos sailoa leikkeiksi, jotka voidaan var-

jata immunohistologisesti.*®

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Kahari
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Uudempina menetelmina intravitaalimikroskopia ja kaksifotonimikroskopia ovat
tulleet yleisimmiksi viimeaikaisissa tutkimuksissa. Intravitaalimikroskopiassa
nukutettua koe-eléinta tarkastellaan mikroskoopin alla jolloin nahdaan suoraan,
mita tapahtuu in vivo. Kaksifotonimikroskopian tekniikalla voidaan kuvantaa ela-
vid soluja melko syvalle kudokseen, esimerkiksi fluoresoivasti leimattuja soluja
kudosymparistossd. Tekniikassa kaytetaan kirkasta, lahes infrapuna-
aallonpituuden laservalopulssia, joka fokusoidaan objektilinssilla hyvin lyhyeksi
ajaksi. Havaituista fotoneista muodostetaan kuvien sarja, josta muodostetaan

video.*

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Kahari
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3 MATERIAALIT, MENETELMAT JA LAITTEET

3.1 Solut

Kaytetyt solulinjat tilattin American Type Culture Collection -organisaatiolta
(ATCC) ja ne saapuivat pakastettuina. Soluista varastoitiin pienet erat tutkimus-
ryhman omaan solupankkiin. Tasta varastosta otettiin soluja kaytt6on tyésken-

telyyn. Primaarisolut eristettiin hiiren sydan- ja keuhkokudoksesta.
3.1.1 Solulinjat

3B11-solulinja viittaa ATCC:n solulinjaan CRL-2160. Solut ovat adherentteja
hiiren endoteelisoluja, jotka ovat SV40-transformoituja. Solut ovat aikuisen koi-
rashiiren kasvaimesta eristettyja.™® Solut ilmentévat H-2K-proteiinia, joka on so-
lun pintamolekyyli, ja VCAM-proteiinia, joka on verisuonen adheesioproteiini.*®
EOMA -solulinja on ATCC:n solulinja CRL-2586. Solut ovat peraisin aikuisen
hiiren kasvaimesta ja ovat adherentteja endoteelisoluja.’’ Kasvain on heman-
gioendoteliooma eli verisuonista koostuva kasvain, jossa endoteelisolut lisd&n-
tyvat hallitsemattomasti.'” *®* EOMA -solut iimentavat CD31-antigeenia, verisuo-

nen adressiini -nimista proteiinia ja CD45-antigeenia.*®
3.1.2 Primaarisolut

Primaarisoluviljelmét on eristetty suoraan isantdeldimesta, minka jalkeen soluja
ryhdytty kasvattamaan keinotekoisissa elinolosuhteissa. Primaarisolujen viljely
aloitetaan ottamalla talteen haluttu kudos, jossa tavoitellut solut ovat. Kudos
hajotetaan mekaanisesti tai entsymaattisesti, mutta tassa tydssa kaytettiin mo-
lempia hajotuskeinoja yhdessa. Mekaaninen hajotus rikkoo yhtenaisen kudok-
sen pienemmiksi paloiksi, kun taas entsymaattinen kasittely hajottaa solujen
valisia liitoksia toisistaan luoden paremman yksisoluisen suspension. Entsy-

maattisena kasittelyna kaytettiin kahta kollagenaasia, jotka eivat vahingoita so-
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luja, mutta purkavat kudosta epataydellisesti. DNAasi-kasittely pilkkoo hajon-
neiden solujen DNA:ta, joka heikentd&a proteolyysia ja siten aggregoisi soluja
eristyksen aikana. Eristetyt solut istutettiin fibronektiinilla kasitellylle muovipin-

nalle. Fibronektiini edistaa solujen kiinnittymista.°

3.1.3 Soluhoito

3B11- ja EOMA -soluja hoidettiin kahdesta kolmeen kertaan viikossa huuhto-
malla kasvatuspullo PBS:Il4, lisdamalla 2 ml trypsiini-EDTA:ta ja inkuboimalla
37 °C:ssa kymmenen minuuttia, kunnes solut olivat nakyvasti irronneet kasva-
tuspullon pohjasta. Trypsiini-EDTA neutraloitin HEC -mediumilla ja sentrifugoi-
tiin solut pohjaan 300 x g 10 minuutin ajan, jonka jalkeen supernatantti kaadet-
tiin pois ja solut resuspensoitiin 1 ml tilavuuteen mediumiinsa. Solut jaettiin so-
pivaan suhteeseen jatkoviljelypulloihin 1:2-1:10 riippuen solujen tarvittavuudes-
ta. Kasvatus tapahtui 75 cm? kasvatuspulloissa, joihin mediumia kaytettiin 10 ml

kerrallaan.? %2

Primaarisoluja kasvatettiin useilla erikokoisilla kasvatuspinnoilla, kuten 24- ja 6-
kuoppalevyilla seka kasvatuspulloissa, joiden pinta-ala oli 25 ja 75 cm?. Kasva-
tuspullot todettiin ensimmaisten kokeilujen jalkeen aivan lilan suuriksi pinnoiksi
ja parhaimmaksi pinta-alaksi todettiin 24-kuoppalevy. Solumedium vaihdettiin
joka toinen pdaiva. Viimeisena kokeena primaarisolut istutettiin suoraan ibidiin,
jolloin niita ei irroteta ennen kapillaarivirtausmenetelman koetta ja ibidi-istutusta,
jolloin soluja ei meneteta irrotusprosessissa. Taman istutustavan todettiin ole-
van tehokkain ja nopein tapa kasvattaa primaarisoluja kapillaarivirtausmenetel-

mén kokeisiin. Medium vaihdettiin ibidissa kasvaville soluille joka paiva.?®
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Kuva 2. Ibidi, johon on istutettu soluja

3.2 Dynabeads ja MACS-kitti

Seka dynabeadsit etta MACS -eristyskitissa kaytetyt helmet ovat superpara-

magneettisesti toimivia nanopartikkelihelmia.?* 2°

Dynabeadseissa kaytettiin lampaan anti-rotta polyklonaalisella vasta-aineella
leimattuja helmia. Vasta-aine 1gG on kovalenttisesti sitoutunut helmen pintaan.
Helmet leimattiin CD31 rotan anti-hiiren vasta-aineella, jolloin pystyttiin positiivi-
sella eristyksella erottamaan CD31 positiiviset hiiren solut CD31 negatiivisista
soluista. CD31 on endoteelisolujen tunnistukseen kaytetty vasta-aine. Saman-
laista positiivista erottelutapaa kaytettiin MACS -kitissa, mutta kyseisesséa kitissé
CD31-vasta-aineella kasiteltiin kudoksen solut, jonka jalkeen vasta-aineella ka-
sitellyt solut yhdistettiin vuohen anti-rotta IgG vasta-aineella paallystettyjen hel-

mien kanssa.?* #° Laitteistot nahdaan kuvista 3 ja 4.
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Kuva 3. Dynabeadsit magneettisessa telineessa eppendorf-putkissa

Molemmat erottelukeinot vaativat magneettisen ympariston, jonka avulla super-
paramagneettisesti toimivat helmet erottuvat samalla erotellen CD31-positiiviset
solut, jotka ovat endoteelisoluja.?* *> Dynabeadseissa kaytetyt eppendorf-putket
asetettiin magneettiseen telineeseen ja annettin helmien tarttua seinustalle,
johon magneettisuus vaikutti kahden minuutin ajan, ja tdna aikana pesuvaihei-
den supernatantti voitin kaataa pois.”> MACS -kitissa kaytettin MACS:n LS-
erottelupylvasta ja keraysputkia. Erottelupylvds koostuu ferromagneettisesta
pallonmuotoisista hartsipartikkeleista, jonka ulkoisin kerros on soluja vahingoit-
tamaton. Kun pylvds asetetaan magneettiseen MACS:n erottelutelineeseen,
magneettikenttd pylvadssa kasvaa 10 000 -kertaiseksi ja mahdollistaa vain
hiemankin magneettisesti leimattujen solujen jaamisen pylvaaseen. Solut, jotka
eivat ole magneettisia, poistuvat siitd, joten eluointivaiheessa saannoksi saa-

daan vain endoteelisoluja.?® Kuvassa 4 nahd4aan magneetissa oleva pylvas.
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Kuva 4. MACS -pylvas magneettisessa telineessa

3.3 Kapillaarivirtausmenetelméa

Kapillaarivirtausmenetelm& on in vitro -tutkimuskeino, jolla seurataan reaa-
liajassa tapahtuvia vuorovaikutuksia leukosyyttien ja endoteelisolujen valilla.?
Nama vuorovaikutukset tapahtuvat virtauskanavassa eli ibidiss&, johon endo-
teelisolut on istutettu. Ibidi on liitetty pumppuun (Harvard Apparatus PHD 2000)
toisesta péasta putkella ja toisesta paasta venttiilin, jossa on kaksi kanavaa
soluille ja puskuriliuokselle.® Tapahtumia virtauskanavassa tarkasteltiin faasi-
kontrastimikroskoopilla (Olympus 1X70) 100-kertaisella suurennoksella ja taltioi-
tiin videokameralla (Hamamatsu Camera Controller ja Digital Camera ORCA-R?
C10600) tiedostoiksi, joita voitiin tarkastella kokeen jalkeen.® Rakennekuva lait-
teesta nahdaan kuvassa 5. Ibidista kuvattiin kymmentéa kenttad, jotka edustavat
otoksia, ja naista lasketaan tarttuneet leukosyytit tuloksiin. Yhden kentan pinta-

ala on 0,5676 mm? Kentat valikoituivat laitteiston ohjelmilla (HC Image ja
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Olympus Cell D). Ibidista valittiin ensin nollakohta pumppuliitoskohdan ja mikro-
skoopin avulla, jonka jalkeen ohjelmista valittin kuusikanavainen ibidi, jolloin

ohjelma maarittda automaattisesti kentat.

Phase contrast, g
microscope

\

pump <
Flow rate

Kuva 5. Kapillaarivirtausmenetelmén kaaviokuva

3.4 Virtaussytometri

Molekyylien ilmentamistasot soluissa tutkittin ja ajettin BD FACSCalibur-
virtaussytometrilla Biotekniikan keskuksessa. Naytteet ajoi taman opinnayte-
tyontekija. Virtaussytometria eli FACS tarkoittaa fluoresenssiin perustuvaa so-
luerottelua. Virtaussytometrisesti analysoitavat solut ohjataan koeputkessa yk-
sittéisten solujen suspensiona sopivassa puskurissa annostelijaan. Solut annos-
tellaan virtauskammioon, johon solut virtaavat edelleen kapeana solujonona
noin 500 solua sekunnissa. Pienelld laserilla kohdistetaan virtauskammiossa
virtaaviin soluihin yksi kerrallaan valoa, joka heijastuu solusta pois solun omi-
naisuuksien mukaan pienessa kulmassa. Riippuen kulmasta, johon valo heijas-
tuu, voidaan niita kutsua suorasironnaksi ja sivusironnaksi. Suorasironta kertoo

solun koon ja sivusironta kertoo solun granulaarisuuden.?’
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Detektori havaitsee valosignaalit ja sen tiedot voidaan ndhd& tietokoneelta, jo-
hon laitteisto on liitetty. Suodattimilla voidaan kohdistaa fluoresoiva valo véride-
tektoriin, jolloin laserilla viritetty fluorokromilla leimattu solu emittoi tietylla aal-
lonpituudella tietyn varista valoa, ja ndin voidaan erotella varjatyt solut toisis-

taan.?’ Laitteiston data analysoidaan BD:n FACS -ohjelmistolla.
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4 TYOSKENTELY

4.1 Endoteelisolujen eristys

Endoteelisolujen eristyksesséa kaytettiin osittain tutkimusryhmésséa aikaisemmin
kokeiltua eristysmenetelmaa, jossa yhdisteltiin useiden tieteellisten artikkeleiden

endoteelisolujen eristysmenetelmia.

4.1.1 Kaytetyt kudokset

Endoteelisolut eristettiin hiiren (C57BL/6) syddmesta ja keuhkoista. Kaytetyt
hiiret olivat noin kymmenen vuorokauden ikaisia villityypin hiiria. Hiiret lopetettiin
dekapitaatiolla, jonka jalkeen leikattiin sydan ja keuhkot steriileja instrumentteja
kayttaen. Kudokset siirrettin PBS:aa sisaltaviin eppendorfputkiin. Talteenotto
tehtiin erityisesti kontaminaatioita varoen ja kayttamalla eri instrumentteja hiiren
ihon kasittelyyn ja sydamen ja keuhkojen kasittelyyn. Elimet siirrettiin huoneen-

l[Ammosséa elainosastolta laboratorioon.

4.1.2 Kudosten hajotus solususpensioksi

Sydén halkaistiin steriileilla saksilla puoliksi ja keuhkot leikattiin lohkoiksi, jonka
jalkeen molemmat huuhdeltiin kolmesti HBSS:lla petrimaljan paalla. Nain paas-
tiin suurimmista osasta punasoluista eroon. Sydan seka keuhkot siirrettiin sterii-
leihin C-MACS -putkiin, joihin lisattiin 37 °C:sta kollagenaasiliuosta 5 ml putkea
kohden. Putki liitettiin gentleMACS Dissociator -laitteeseen ja kaynnistettiin sy-
damelle ohjelma m_heart_01 ja keuhkoille m_lung_01. Ohjelmat ovat kullekin
kudokselle optimoituja hajotusohjelmia, jotka pydrittavat putken korkissa olevia
teria tietyn ajan. Ohjelman ensimmaisen osan jalkeen kudoksia inkuboitiin 37
°C:n lampdtilassa jatkuvassa liikkeessa 20 minuutin ajan. Hajotusohjelmien toi-
silla osilla m_heart 02 ja m_lung_02 kasiteltiin kudokset inkuboinnin jalkeen.

Hajotetut kudokset suodatettiin 70 um suodattimen I&pi ja sentrifugoitiin pohjaan
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300 x g 10 minuutin ajan. Kollagenaasiliuos kaadettiin pois ja solupelletti resus-
pensoitiin eristyspuskuriin. Soluja yritettiin laskea, mutta tarkkaa solumaaraa ei
saatu laskettua. Paadyttiin arvioimaan solumaara noin 10 miljoonaan kaytettya
kudosta kohden.

4.1.3 Dynabeads ja MACS-eristyskitti

Endoteelisolujen eristysvaiheeseen kaytettiin kahta eristystapaa, dynabeadseja
ja MACS -eristyskittia. Molemmat menetelmat ovat magnetismia hyddyntavia

eristyskeinoja.

Lampaan anti-rotta dynabeadsit valmisteltiin kayttéa varten tuotteen valmistajan
ohjeiden mukaisesti. Resuspensoituja helmia otettiin 25 pul, joka on 10 miljoonaa
solua kohden suositeltu maara. Helmet pestiin 1 ml eristyspuskurilla ja resus-
pensoitiin, jonka jalkeen helmet siirrettin eppendorfputkessa magneettiseen
telineeseen ja kaadettiin puskuriliuos pois. Helmet resuspensoitiin 25 pl pusku-
ria, joiden mukaan liséttin 2 pg CD31-vasta-ainetta. Helmid kasiteltiin vasta-
aineella 30 minuutin ajan 4 °C:n lampdtilassa tasoravistelijalla. Vasta-
ainekasittelyn jalkeen helmet pestiin eristyspuskurilla viisi kertaa lisaamalla ep-
pendorfputki tdyteen puskuria ja asettamalla magneettiin minuutiksi, jonka jal-
keen kaadettiin puskuri pois. Lopuksi helmet resuspensoitin 1 ml tilavuuteen
puskuria. Vasta-aineella kasitellyt helmet sailyvat 4 °C:n lampdtilassa viikon
ajan kaytettavina, joten vasta-ainekasittely voitiin tehda eristysta edeltavana
paivana. Solususpensio lisattiin kasiteltyjen helmien joukkoon 10 minuutin ajak-
si ja niita pidettiin likkeessa tasoravistelijassa huoneenlammossa. Kasittelyn
jalkeen solu-helmi -kompleksi siirrettin magneettiin, jossa sen annettiin olla
kahden minuutin ajan ja sen jalkeen supernatantti kaadettiin pois. Solut pestiin
kaksi kertaa puskurilla magneettia kayttden. Eristyksen jalkeen solupelletti re-
suspensoitiin mediumiin ja siirrettiin fibronektiinilla kasitellylle kasvatusalustalle

kasvamaan inkubaattoriin.

MACS -eristyskittiin kuului vuohen anti-rotta mikrohelmet, eristyspylvas ja mag-

neetti, johon pylvds asetettiin. Eristetty solususpensio kasiteltin vasta-
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ainelaimennoksella, jossa vasta-ainetta oli 0,5-2 pg 100 pl:aan puskuria lai-
mennettuna. Solut resuspensoitiin vasta-aineseokseen ja inkuboitiin jailla 5 mi-
nuutin ajan. Inkuboinnin jalkeen lisattin 2 ml puskuria solususpensioon, jotta
ylimaaraiset vasta-aineet pestiin pois. Solut sentrifugoitiin pohjaan 300 x g 10
minuutin ajan 4 °C:ssa. Supernatantti pipetoitiin tarkasti pois ja solupelletti re-
suspensoitiin 80 ul tilavuuteen. Solususpensioon liséttiin 20 pl mikrohelmiéd. So-
lut ja mikrohelmet vorteksoitiin ja inkuboitiin jailla 15 minuutin ajan, jonka jal-
keen pestiin 2 ml:lla puskuria ja sentrifugoitin 10 minuutin ajan 300 x g 4
°C:ssa. Supernatantti pipetoitiin tarkasti pois ja sek& solut etta mikrohelmet re-
suspensoitiin 500 pl tilavuuteen. Kaytettava LS -pylvas oli valmisteltu pesemalla
se 3 mllla puskuria magneettiin asetettuna, jonka jalkeen sinne lisattiin solu-
mikrohelmi-seos suodattamalla steriilin 77 um silkin lapi. Pylvas pestiin kolmesti
3 mllla puskuria, jonka jalkeen eluoitiin tarttuneet endoteelisolut irrottamalla
pylvds magneetista, lisadmalla 5 ml puskuria pylvaaseen ja painamalla puskuri
pylvaan mukana tulleella mannalla Iapi ja lopuksi kerddmalla eluantti falconput-
keen. Keratyt solut sentrifugoitiin pohjaan 300 x g 10 minuutin ajan ja solupellet-
ti resuspensoitiin solujen mediumiin ja istutettiin fibronektiinilla kasitellylle kasva-

tusalustalle.

4.2 Hiiren TNFa-stimulaatio

Ibideille istutettuja endoteelisoluja stimuloitiin hiiren kasvainkuoliotekija-o:lla
(mTNFa) neljasté tunnista kahteen vuorokauteen ennen kapillaarivirtausmene-
telman koetta. YOn yli stimulointi viittaa noin 20 tunnin pituiseen ajanjaksoon.
TNFo-tekijd on sytokiini, joka aktivoi vaskulaarista endoteelia ja edistda ve-
risuonten lapaisevyytta leukosyyteille.* Hiiren TNFa laimennettiin solujen me-
diumiin 1:100 ja pipetoitiin ibideille, jotka siirrettiin inkubaattoriin stimulaation

ajaksi. Hiiren TNFa.:n loppupitoisuus oli 50 ng/ml.

Kaupallisilla solulinjoilla tehtiin neljan tunnin ja yon yli mTNFa-stimulaatiot. EO-
MA -soluilla huomattiin yon yli kestavassa stimulaatiossa solujen kuolemaa se-

k& kykenemattomyytta tarttua ibidin pintaan tasaiseksi solukerrokseksi. Tasta

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Kahari



25

syystd EOMA -soluilla pystyttiin tekemaan vain nelja tuntia kestava stimulaatio
kapillaarivirtausmenetelman kokeissa. Primaarisoluille tehtiin vain yon yli kesta-

via stimulaatioita ja kerran kahden vuorokauden mittainen stimulaatio.

4.3 Leukosyyttieristys

Leukosyytit eristettiin aikuisista villityypin hiirista, jotka lopetettiin hiilidioksidilla
ja sydanpunktiolla. Eristykseen kaytettiin perifeerisia imusolmukkeita nivusista
ja kainaloista ja mesenteerisid imusolmukkeita, jotka sijaitsevat suoliliepeessa
vatsakalvokerroksessa. Imusolmukkeet harvestoitiin steriileilla instrumenteilla ja
sailottin PBS:ssé jaihin. Leukosyyttieristys tehtiin kuitenkin mahdollisimman

pian harvestoinnista.

Imusolmukkeet paineltiin petrimaljan p&aalla homogenisointiverkon lapi 1 mik:n
ruiskun mannalla, jolla rikottiin imusolmukkeen rakenne. Verkko huuhdottiin
kolmesti HEC -mediumilla, jonka jalkeen keratyt solut sentrifugoitiin pohjaan
300 x g 2 minuutin ajan ja resuspensoitiin solupelletti 1 ml tilavuuteen HEC -
mediumia. Solulaskun nayte laimennettiin alkuerdisesta solususpensiosta 1:10
trypanblue-liuokseen ja laskettin Nexelom Cellometer Auto 2000 —laitteella,
joka on elektroninen solulaskuri. Tyypilliset tulokset solulaskusta olivat periferi-
sista imusolmukkeista 8-15 miljoonaa solua/ml ja mesenteerisistd imusolmuk-

keista 3-10 miljoonaa solua/ml.

4.4 Kapillaarivirtausmenetelman kokeet

4.4.1 Solujen istutus virtauskammioon

Sopiva solutiheys ibideille testattiin istuttamalla erilaisilla tiheyksilla soluja ja
kasvatettiin niitd yon yli kanavassa. Arvioitiin, ettéa solutiheys olisi seuraavana
paivana konfluentti. Konfluenssilla tarkoitetaan tasaista ja aukotonta solukerros-
ta, jolloin solut ovat taysin peittdneet kasvatusalustansa. 3B11- ja EOMA -
soluilla testattiin 1,5-3,5 miljoonaa solua/ml. Parhaimmaksi tiheydeksi todettiin
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molemmilla soluilla 1,5 miljoonaa solua/ml. Solut irrotettiin kasvatuspulloista
trypsiini-EDTA:lla, sentrifugoitiin pohjaan ja resuspensoitin 1 ml tilavuuteen
mediumia, jonka jalkeen solutiheys laskettiin. Tarvittavien solujen maara lasket-
tiin ja otettiin soluja niin, ettd lopputilavuudeksi tuli 100 pl, josta otettiin 50 ul
laimennettua solususpensiota ja pipetoitiin ibidiin. Solujen annettiin tarttua ka-

navaan tunnin ajan inkubaattorissa, jonka jalkeen kanava taytettiin mediumilla.

4.4.2 Kapillaarivirtausmenetelman kokeet

Kapillaarivirtausmenetelmén kokeissa stimuloidut solut liitettiin kapillaarivir-
tausmenetelman laitteistoon ja koe aloitettiin ajamalla ajopuskuriliuosta ibidin
lapi kolmen minuutin ajan. Leukosyytit sy6tettiin ibidiin kahden ml tilavuudessa
ruiskun kautta ja solujen annettiin virrata 10 minuutin ajan, kunnes ruisku ol
tyhjentynyt. Ajopuskurin annettiin virrata solukasittelyn jalkeen ibidin kuvaami-

sen ajan.

3B11-soluille tehtiin yhteenséa kuusi koetta, joista kolme oli neljan tunnin stimu-
laatioita ja kolme yon yli kestavia stimulaatioita. Molemmille kolmen kokeen sar-
jalle tehtiin samanlaiset ajot: ensimmaiseen kammioon laitettiin virtaamaan 1,5
miljoonaa leukosyyttisolua, toiseen 4 miljoonaa solua ja kolmantena tehtiin sta-
tionaarikoe, jossa solumedium pipetoitiin kammiosta pois ja pipetoitiin 0,5 mil-
joonaa solua 100 pl tilavuudessa kammioon ja seisotettiin ibidia viiden minuutin
ajan huoneenlammdssa tasaisella alustalla. Kahden ensimmaisen kokeen aika-
na virtausnopeus oli 8,6 ml/h, mutta stationaarikokeeseen virtaudeksi valittiin
17,2 mi/h.

EOMA-soluille tehtiin neljan tunnin stimulaation jélkeen kolme kapillaarivirtaus-
menetelman koetta vastaavasti kuin 3B11-soluillekin: 1,5 miljoonaa solua, 4
miljoonaa solua ja 0,5 miljoonalla solulla stationdarinen koe. Virtausnopeudet

olivat samat kuin 3B11-solulinjalla.

Primaarisoluille tehtiin ensimmainen koe yon yli stimuloiduille sydamesta eriste-

tyille endoteelisoluille, joihin ajettiin ensin 4 miljoonaa solua 15 minuutin ajan.
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Kaksi vuorokautta stimuloiduille sydamen endoteelisoluille tehtiin koe, jossa 4
miljoonaa solua laitettiin virtaamaan kammion [&pi 7 minuutin ajan. Keuhkoista
ja sydamesta eristetyille endoteelisoluille tehtiin kolmen kokeen sarja, kuten
kaytetyille solulinjoillekin. Ensimmaisena ajettiin 1,5 miljoonaa solua, toisena
nelja miljoonaa solua ja kolmantena 0,5 miljoonan solun stationdarikoe. Kaikis-
sa kokeissa virtauksena kaytettiin 17,6 ml/h, koska endoteelisolujen oletettiin

tarttuneen tarpeeksi hyvin alustaansa pitkan kasvatusajan seurauksena.

4.5 Virtauskanavien fluoresenssivarjaykset

Ibideissa olevat primaarisolut sail6ttiin kapillaarivitausmenetelmén kokeen jal-
keen 4 % paraformaldefydilla 15 minuutin ajan jailla, jonka jalkeen kanava
huuhdeltiin kahdesti PBS:lla. Kanavat varjattiin vasta-ainelaimennoksilla, jotka
tehtiin EPICS | -puskuriin. Kanavat taytettiin PBS:Ila, suojattiin valolta foliolla ja
varastoitiin 4 °C:n lampdtilaan jadkaappiin. Varjaykset tehtiin viidelle ibidille seu-
raavan taulukon mukaisesti ja varjayksien onnistuminen tutkittiin fluoresenssi-

mikroskoopilla (Olympus 1X70).

Taulukko 1. Kaytetyt vasta-aineet ibidien varjayksissa

Ibidit Primaarinen vasta- Sekundaarinen vasta-aine Suorakonjugoitu
aine vasta-aine

1. CD31 10 pg/ml Anti-rat Alexa 546 1:200 + 5% -
NMS

2. LYVE-1 10 pg/ml Anti-rabbit A546 1:200 + 5% -
NMS

3. LYVE-1 10 pg/ml Anti-rabbit A546 1:200 + 5% CD31-488 10
NMS pg/mi
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4.6 Immunofluoresenssivarjaykset

Kapillaarivirtausmenetelman kokeissa kaytetyt solulinjat varjattiin ja analysoitiin
virtaussytometriaa varten. 3B11- ja EOMA -solut varjattin CD31- ja CD102-
vasta-aineilla ja negatiivisina kontrolleina kaytettiin varjgamattomia soluja. CD31
ja CD102 valittiin tunnistusmolekyyleiksi, koska ne ovat endoteelisolujen anti-
geeneja. Soluja otettiin varjaykseen 500 000 solua véarjattavad vasta-ainetta
kohden kummastakin solulinjasta. Kaytetyt vasta-aineet olivat primaarisia, joten
nama varjaykset vaativat sekundaarisen vasta-aineen, jossa on fluoresoiva lei-

ma.

Konsentraationa primaarivasta-ainevarjayksissa kaytettiin 10 pg/ml. Sekundaa-
rina kaytettiin vuohen anti-rotta 1IgG Alexa Fluor 488 laimentamalla 1:100 ja li-
saamalla 5 % NMS. Solut varjattiin primaarivasta-aineessa 20 minuutin ajan
jailla, pestiin EPICS l:lla kahdesti, inkuboitiin sekundaarilla 30 minuutin ajan jail-
l&, pestiin EPICS Llla ja EPICS ll:lla, jonka jalkeen sailéttiin naytteet EPICS
Fix:n valolta suojattuna folioon. Varjatyt solut ajettin BD FACSCalibur -laitteella
ja kasiteltiin analysointiohjelmalla. Liitteissa 5-12 nahdaan 3B11- ja EOMA -

solujen histogrammikuvaajat.
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5 TULOKSET

5.1 Endoteelisolujen eristys

Paremmaksi todettiin MACS -kitti suuremman solusaannon ja onnistuneemman
vilielyn perusteella. Primaaristen endoteelisolujen eristys saatiin kohtuullisen
hyvin toimivaksi systeemiksi. Solujen saantimaara ei kuitenkaan ollut suuri ja ne
eivat jakaantuneet tarpeeksi nopeasti. Solujen saannin huomattiin kasvavan
kayttamalla enemman kudosta lahtomateriaalina. Pidemmat inkubointiajat
MACS -eristyskitilla huomattiin suurentavan solusaantoa. Solujen vasta-
ainekasittelyssa vasta-ainekonsentraatiota suurentamalla hieman suositusten
yli saatiin paras solusaanti. Parhaimmat tulokset lyhyimmassa ajassa saatiin,
kun istutettiin eristetyt primaarisolut suoraan ibidiin, jolloin solut kasvoivat no-

peimmin konfluenteiksi ja ne pystyttiin kayttdmaan virtauskokeessa.

5.2 Virtauskapillaarimenetelmén kokeet

Virtauskapillaarimenetelman kokeiden tulokset laskettiin laitteistolla kuvatuista
kymmenesta kentasta, jotka edustivat kymmenta eri kohtaa virtauskammiossa.
Naistd kymmenestad kohdasta laskettiin tarttuneiden leukosyyttien lukumaarat.
Kentista pystyttiin laskemaan keskiarvo yhta kenttaa kohden. Jos solukerros ei
ollut taysin konfluentti, arvioitiin konfluenssi silmamaaraisesti ja méaaritettiin pro-
senttiosuus, jonka endoteelisolut peittivat kentastd. Taman prosenttiosuuden
mukaan laskettiin tarttuneet leukosyytit ja arvioitiin leukosyyttien lukumaara, jos
endoteelisolut olisivat olleet konfluentit. Nain saatiin korjauskaava, mita kaytta-
mall& voitiin arvioida teoreettisesti oikea tarttuneiden leukosyyttien lukumaara.

leukosyytlt: 100%

Korjauskaava on
konfluenssi

Kuvasta 6 ndhdaan valkoisina leukosyytit, jotka ovat tarttuneet endoteeliin. Nuo-

let osoittavat vaaleaa tarttunutta leukosyyttia ja tummaa transmigroitunutta leu-
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kosyyttia. Hieman tummempina alueina nahdaan transmigroituneet leukosyytit.
Kyseisestéa kentasta voidaan laskea tarttuneet solut.

Kuva 6. Kapillaarivirtausmenetelman kuva, jossa nuolet osoittavat vaaleaa tart-
tunutta leukosyyttia ja tummempaa transmigroitunutta leukosyyttia.

5.2.1 Solulinjat

3B11-solujen kapillaarivirtausmenetelman kokeiden kuviosta 1 nd&hdaan, etta
tarttuneiden solujen lukumaara kenttaa kohden kasvoi, mitda enemman virtaavia
soluja kammiossa kaytettiin ja mitd kauemmin endoteelia stimuloitiin sytokiinilla.
Liitteen 11 esimerkin mukaisesti laskettiin tarttuneiden leukosyyttien lukuméaara

pinta-alayksikk6a kohden kentan koon avulla.
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Kuvio 1. 3B11-solujen kokeet
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EOMA -solujen kokeiden tuloksista nahdaan kuviosta 2, etta tarttuneiden solu-

jen lukumaara nousi virtauksessa kaytettyjen solujen lukumaaran mukaan. Tart-

tuneiden leukosyyttien lukumaaré laskettiin pinta-alayksikk6a kohden.

EOMA -solut
E’ 140 122
2 120
5\(\1
S E 100
Eb 76
o g 80
c
s 60 46
c$ 40 -
2
E 20 -
. 0
1,5 miljoonaa 4 miljoonaa 0,5 miljoonaa 5min
Kaytettyjen leukosyyttien lukumaara

Kuvio 2. EOMA -solujen kokeet: 4 tunnin stimulaatio
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5.2.2 Primaarisolut

Kuviosta 3 nadhdaan, ettd kaytettyjen solujen maara virtauskammiossa on yh-
teydessa tarttuneiden solujen lukumaaraén endoteelissa. Suuremmalla kaytetyl-
l& solumaaralla tarttuu enemman soluja. Kahden vuorokauden stimulointiajalla

saatiin virtaavia soluja tarttumaan aikaisempia kokeita enemman, joka nahdaan

kuviosta 4.
Primaarisolut
& 200
E 180
? c 160
o
< E 140
2 £ 120
é g 100
T o 80 62
EX 60 48
= 40 -
= 20 -
0 .
1,5 miljoonaa 4 miljoonaa 0,5 miljoonaa 5min
Kaytettyjen leukosyyttien lukumaéaréa

Kuvio 3. Primaarisolujen kokeet osa 1: yon yli stimulaatio

Primaarisolut

285
] E

Vuorokausi 4 miljoonaa Kaksi vuorokautta 4 miljoonaa
Kaytettyjen leukosyyttien lukumaéra

w
o
o

N
a
o

N
o
o

=

o

o
]

on)
o
1

Tarttuneiden leukosyyttien
keskiarvo/mm?
By
a1
o o

Kuvio 4. Primaarisolujen kokeet osa 2: vuorokauden ja kahden vuorokauden
stimulaatiot
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5.3 Varjaykset

Ibideissa kasvatetut primaariset endoteelisolut, jotka eivat kasvaneet tarpeeksi
konfluenteiksi kapillaarivirtausmenetelman kokeita varten, varjattiin fluoresoivilla
vasta-aineilla ja tarkasteltiin fluoresenssimikroskoopilla. Kuvasta 7 nahdaan,
ettd kuvassa oleva solu on varjaytynyt vihreéalla CD31-488 suorakonjugoidulla
verisuonen endoteelisolun tunnistavalla vasta-aineella, mutta ei imusuoniston

markkerilla LYVE-1 punaisella fluoresenssivarilla.

Kuva 7. Fluoresenssivérjays primaarisesta endoteelisolusta: vasemmalla CD31
varjays ja oikealla LYVE-1

Liiteistéa 5-10 n&dhd&an 3B11- ja EOMA -solujen immunofluoresenssivarjaysten
virtaussytometriset analyysit. Histogrammeista havaitaan, ettd 3Bl11-solujen
kontrollina kaytettyjen varjadmattomien solujen ja CD31 ja CD102 varjaysten
valilla ei ole huomattavaa muutosta histogrammin asettumisessa. Analyyseista
voidaan laskea kontrollin ja varjayksen rajattujen alueiden erotus, joka kertoo,
kuinka paljon soluja on alueen rajojen sisélla koko soluméaarasta. Rajattujen
alueiden tulokset ovat kaikissa muissa varjayksissa 0 paitsi CD102 varjaykses-
sa 0,06. Analyyseista paatellen 3B11-solut eivat ilmenna CD31- eivatka CD102-

antigeenid, ja siksi histogrammi ei ole muuttunut kontrolleihin verrattuna.
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EOMA -solujen varjaamattomien kontrollien seka CD31 ettd CD102 varjaysten
valilla on selva ero. CD31 histogrammi on selvasti siirtynyt ja CD102 on siirtynyt
enemman. Rajattujen otosten erotukset nakyvat taulukosta 2. Siirtynyt histo-
grammi ja otosten erotukset kertovat, ettd EOMA -solut ovat CD31- ja CD102-

vasta-aineelle positiivisia, joka osoittaa niiden ilmentavan kyseisia antigeeneja.

Virtaussytometrisista tutkimuksista voidaan negatiivisten kontrollisolujen avulla
maarittdd alue, jolle varjattyjen solujen tulisi osua kuvaajassa. Taman alueen
arvoksi maaritetddn lahes 0 kontrollisoluilla. Negatiivisen kontrollin avulla voi-
daan kuvaajista nahda ja tuloksista laskea kontrollin ja varjayksen valinen ero-
tus. Tama arvo kertoo, kuinka paljon prosentuaalisesti soluista osuu maaritetyn
alueen sisélle. Taulukosta 2 nahdddn EOMA-solujen erotusten arvot eri varja-
yksilla. Kuvasta 8 nahdaan 3B11- ja EOMA —solujen varjadmaéattémien solujen
ja CD31 varjaysten histogrammit vertailtuna keskenaan. Histogrammien siirty-
minen nakyy selvasti EOMA -solujen CD31 varjayksessa. 3B11-solujen histo-
grammi ei ole siirtynyt rajatun otoksen alueelle CD31 varjayksessa ja alueiden

arvojen valiset erotukset olivat O.

Taulukko 2. EOMA —solujen varjaysten ja erotukset

EOMA Rajattu alue Varjays — Kontrolli

Varjadmattémat kont-

rollisolut 0,04 0
CD31 88,76 88,72
CD102 99,91 99,87
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6 PAATELMAT

Primaaristen endoteelisolujen eristaminen ja kasvattaminen on haastavaa, ja
siihen on yritetty |0ytaa tehokas ja toimiva menetelma. Menetelman kehittami-
nen olisi erittéin tarkeaa, silla ryhmassa tehdaan paljon tutkimusta poistogeeni-
silla hiirilla. Naiden hiirten endoteelisolujen ja leukosyyttien valisten interaktioi-

den seuraaminen in vitro —menetelmalla avaisi uusia nakymia tutkimukseen.

Tutkimusprojektiin valittiin kaupallisista solulinjoista 3B11- ja EOMA —solut, jotka
vaihtoehdoista parhaiten kasvoivat soluviljelyolosuhteissa. Kaupallisista solulin-
joista saatiin hyvat vertailuun kelpaavat solut, koska kaikkia virtauskokeita ei
pystytty tekemaan primaarisoluilla alhaisen solusaannin takia. Solulinjoista
EOMA —solut ulkonadllisesti muistuttivat enemman eristettyja primaarisia soluja.
Molemmat néista olivat litteampid ja levittaytyivat isommalle alueelle. 3B11-solut
olivat ulkonadllisesti enemman HUVEC —solujen kaltaisia. HUVEC —solut ovat
napanuorista eristettyja ihmisen endoteelisoluja.?® 3B11- ja HUVEC —solut olivat
molemmat pyéredmpia muodoltaan ja veivat hieman vihemman pinta-alaa kiin-

nittymisalustaltaan verrattuna primaarisiin soluihin ja EOMA —solulinjaan.

Solulinjoja tutkittiin immunofluoresenssivarjayksilla ja analysoimalla varjaykset
virtaussytometrilla. 3B11- ja EOMA -solujen virtaussytometriset analyysit 0soit-
tivat EOMA -solujen olevan CD31 ja CD102 positiivisia, mutta 3B11-solut eivat
varjaysten mukaan olleet. Varjayksista voidaan paatelld, ettda EOMA -solut ovat
endoteelisoluja, mutta 3B11-soluista varjayksen mukaan varmistusta ei saatu.
Kyseenalaiseksi jaa, miksi 3B11-solut eivat ilmentaneet endoteelisoluille tyypilli-
sid antigeenejd. Mahdollinen syy 3Bl1-solujen antigeenien ilmentaméattémyy-
teen voi olla, etta soluja oli viljelty lilan pitkd&n. Pitkaan kasvatetut immortalisoi-

dut solut muuttuvat helposti ja voivat menettdé fenotyyppinsa.

Virtauskanavien varjadminen oli sopivin tapa tutkia primaarisia soluja. Solut voi-
tiin ensin kayttaa kapillaarivirtausmenetelman kokeissa, minka jalkeen kanavat
sailottiin fiksatiiviin ja varjattiin. Fluoresenssimikroskoopilla tarkasteltiin varjays-

ten tulokset ja pystyttiin erottamaan, ovatko eristetyt solut verisuonen vai mah-
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dollisesti imusuoniston endoteelisoluja. Mikroskopoimalla |0ydettiin virtauskana-
vista verisuonen endoteelisoluja, joten eristyksessa oli suurimmaksi osaksi saa-
tu eroteltua oikeita endoteelisoluja. Molemmat varjadysmenetelmat ovat tekni-
sesti samanlaisia, koska niissa molemmissa kaytettiin fluoresoivia vasta-aineita
joko suorakonjugaattina tai primaarisina ja sekundaarisina. Primaarisille soluille
FACS -varjays ei soveltunut, koska solumaara eristyksen jalkeen oli liian alhai-
nen ja solut olisi menetetty analysoitaessa. Virtauskanavan varjayksella solut

hyoddynnettiin kokonaisvaltaisesti.

Eristysmenetelmén kanssa tehdyilla kokeilla saatiin eristettya endoteelisoluja
hiiren sydamesta ja keuhkoista. Paremmaksi menetelméksi todettin MACS —
eritysmenetelma. Soluja saatiin huomattavasti enemman ja syyna on mahdolli-
sesti MACS —menetelman uudempi teknologia verrattuna dynabeadseihin.
MACS —menetelman helmet olivat pienemman kokoisia, hellavaraisempia ja
myrkyttdmia soluille.®* Sydan- ja keuhkokudosten solusaantovertailussa ei
huomattu merkittavia eroja, mutta eristysvaiheen vasta-aine- ja helmikasittelyai-
koja pidentamalla huomattiin hieman korkeammat solusaannot. Jatkossa so-
lusaannon nousua voitaisiin testata pidemmilla inkubaatioajoilla. Solusaanto
eristyksessa ei kuitenkaan ole viela tarvittavan tehokas, joten menetelmaa tulisi
testata jatkossa tarkemmin. Endoteelisoluja kuitenkin saatiin eristettya ja viljel-
tya, jolloin niille pystyttiin tekem&aan adheesiokokeita kapillaarivirtausmenetel-

malla.

Eristysmenetelmaan otettiin vaikutteita Lim Y. et al.?®

tieteellisesta artikkelista,
jossa menetelmd& oli toiminut tulosten mukaan hyvin. Eroavaisuuksia artikkelin
ja kaytetyn menetelman valilla oli kaytettyjen hiirten ikd, kudosten hajotusmene-
telma seka erottelumenetelma. Artikkelissa kaytetyt hiiret olivat 8-10 viikon ikéi-
sid, kun tdman tyon menetelmassa alle 10 vuorokauden ik&isid. Vanhempien
hiirten kudokset ovat kooltaan ja solumaéaraltddn suuremmat, mutta jakautuvat
hitaammin ja vahemman kuin nuorempien hiirten. Vanhempien hiirten kudosten
kayttd olisi mahdollisesti parempi vaihtoehto, jos soluja ei tulla viljelemaan pit-
kaa ajanjaksoa, vaan tullaan kayttamaan hyoddyksi pian eristyksen jalkeen. Talla

perusteella vanhempien hiirten kayttd voisi parantaa solusaantia eristysmene-
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telmassa. Hajotusmenetelman mallina kaytetty menetelma erosi testatusta me-
netelméasta saksien kaytolla sekd pidemmalla kollagenaasiliuoksen inkubaatio-
ajalla. Kollagenaasikasittelya olisi siis mahdollista pidentaa ja mekaanista hajo-
tusmenetelmaa varioimalla. MACS —eristysmenetelman kaytto valittiin, koska se

on menetelmana uudempi verrattuna dynabeadseihin.

Endoteelia stimuloitiin kapillaarivirtauksen kokeisiin neljan tunnin ajan, yon yli ja
kahden vuorokauden ajan. Nama stimulaatiot oli kaytannollisimmat tydskentelyn
toteuttamisen kannalta. Valitut stimulointiajat ovat hyvat vertailuun toistensa
kanssa, koska neljan tunnin stimulaatio on selvasti lyhyempi ajanjakso kuin
melkein vuorokauden pituinen yon yli stimulaatio. Endoteelia olisi jatkossa
mahdollista stimuloida jollakin toisella tulehdusta aiheuttavalla tekijalla, jolloin
saataisiin vertailukohde hiiren kasvainkuoliotekija-o.:n stimulaatiolle. Stimulantin
konsentraatiota korkeammaksi muuttamalla olisi mahdollista saada lisda leu-
kosyytteja tarttumaan ja saada leukosyytteja transmigroitumaan enemman, jol-

loin kokeen paapaino olisi transmigraatiolla.

Leukosyyttien adheesiokokeiden tulosten perusteella voidaan sanoa menetel-
man pystytyksen onnistuneen, koska hiiren kasvainkuoliotekija-a-stimulaatiolla
saatiin leukosyytteja tarttumaan endoteeliin. Tarttuneiden leukosyyttien maara
kasvoi sekd virtaavan leukosyyttimaaran ettd hiiren kasvainkuolio-o-
stimulaation mukaan. Leukosyyttipitoisuuksien perusteella eniten leukosyytteja
tarttui stationdarisissa kokeissa. Viiden minuutin seisotuksissa leukosyyteilla on
helpompi tarttua endoteeliin ilman virtausta. Toisaalta virtauskokeissa olosuh-
teet muistuttavat enemman todenmukaista tilannetta verisuonissa ja mahdollis-
taa pydrimisen havainnoinnin. Leukosyyteille ei kokeissa tehty erottelua, jolla
olisi saatu jokin tietty leukosyyttityyppi kapillaarivirtausmenetelmén kokeeseen.
Jatkossa olisi mahdollista tehda esimerkiksi neutrofiilien erottelu, jolloin n&htai-
siin vain neutrofiilien tai vastaavasti muiden leukosyyttien kayttaytyminen ko-

keissa.

Taman tyon tuloksia tullaan hyodyntamaan endoteelisolujen tutkimuksessa.
Kohteena talle olisivat poistogeeniset hiirikannat, joilla esiintyy endoteelisolujen

adheesiomolekyylien puutostiloja. Mahdollisesti muuttunutta adheesiota pystyt-
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taisiin tarkkailemaan kapillaarivitausmenetelman kokeilla. Uusien adheesiomo-
lekyylien tutkimus edistaa tietdmysta valkosolujen kulkeutumismekanismeista ja
mahdollistaa uudenlaisten adheesion vastaisten terapiamuotojen hyédyntami-

sen tulevaisuudessa hoitomuotona erilaisissa tulehduksellisissa taudeissa.
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Solujen mediumit

HEC

RPMI-1640 Sigma R0883 500 ml
+ 5 ml 100 x I-glutamiini

+ 10 % FCS

+ 640 pl P/S

3B11

Sigma D6429 Dulbecco’s Modified Eagle Medium 500 ml
+ 10% FCS

+ 4,64 ml 7 % NaHCO;

+ 640 pl P/S

EOMA

Sigma D6429 Dulbecco’s Modified Eagle Medium 500 ml
+10% FCS, ei inaktivoitu

+ 4,64 ml 7 % NaHCO3

+ 640 pl P/S
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PromoCell Endothelial Cell Growth Medium (Ready-to-use) C-22010 500 ml
+ 640 ul P/S

+18 % FCS
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Puskuriliuokset ja kollagenaasiliuos

PBS

Sigma D8537 Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Modified without calcium

chloride and magnesium chloride

Dynabeads

Sigma D8537 Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Modified without calcium

chloride and magnesium chloride
+0,1% BSA

+2mM EDTA

MACS -kitti

Sigma D8537 Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Modified without calcium

chloride and magnesium chloride
+ 0,5% BSA/FCS

+2mM EDTA

Kollagenaasi

5ml PBS with Ca**, Mg®* THL Tuote 906
+ 5mg Kollagenaasi Il

+ 5mg kollagenaasi IV

+ 1 mg DNAse |
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Ajopuskuriliuos
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline with MgCl, and CaCl,

+ 0,1% Human Serum Albumin
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EPICS-puskurit

EPICS |
400 ml EPICS-PBS
1 ml 4% NaN3

8 ml FCS

EPICS I
400 ml EPICS-PBS

1 ml 4% NaN;

EPICS fix

400 ml EPCS-PBS

10,8 ml 37% formaldehydi
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Vasta-aineet

Vasta- Valmistaja Valmis- Konsentraa- Klooni Tuotenumero
aine tuselain ja tio
kohde-elain
CD31 BD Pharmin- Rat anti- 0,5 mg/ml MEC 13.3 553370
gen mouse
CD31 BD Pharmin- Rat anti- 1,0 mg/ml MEC13.3 553369
NA/LE gen mouse
CD102 BD Pharmin- Rat anti- 1,0 mg/ml 3C4 553325
gen mouse (mLC2/4)
CD31-488 | BD Pharmin- Rat anti- 0,5 mg/ml MEC 13.3 102514
gen mouse
LYVE-1 Reliatech Rabbit anti- 2 mg/ml - 103-PA50
GmbH mouse
Alexa Sigma Aldrich | Goat anti- 2 mg/ml IgG-FITC F6258-2ml
Fluor 488 rat
Alexa Life Technolo- | Goat anti- 2 mg/ml IgG A11035
Fluor 546 gies rabbit
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Histogram Statistics
File: Data.002 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: ak-1 Patient ID:
Tube: Untitled Panel: Untited Acquisition Tube List
Acquisition Date: 25-Oct-13 Gate: G4
Gated Events: 9787 Total Events: 10000
X Parameter: FL1-H (Log)
Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV
All 1, 9910 9787  100.00 97.87 3.18 282 5517
M1 19, 9910 0.00 0.00
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Histogram Statistics
- File: Data.003 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: ak-1 Patient ID:

Tube: Untitled

Acquisition Date: 25-Oct-13
Gated Events: 9864

X Parameter: FL1-H (Log)

Panel: Untiled Acquisition Tube List
Gate: G4
Total Events: 10000

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV
All 1, 9910 9864 100.00 98.64 3.60 328 483
M1 19, 9910 0.00  0.00 "
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Histogram Statistics
File: Data.004 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: ak-1 Patient ID:
Tube: Untitled Panel: Untitled Acquisition Tube List
Acquisition Date: 25-Oct-13 Gate: G4
Gated Events: 9871 Total Events: 10000
X Parameter: FL1-H (Log)
Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean C\
All 1, 9910 9871  100.00 98.71 3.98 3.48 313
M1 19, 9910 6 0.06 0.06 225.54 4593 218
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Histogram Statistics
File: Data.001 Log Data Units: Linear Values

Sample ID: hiiri 1

Tube: Untitled

Acquisition Date: 28-Nov-13
Gated Events: 8076

X Parameter: FL1-H (Log)

Patient ID:

Panel: Untited Acquisition Tube List
Gate: G4

Total Events: 10000

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV
All 1, 9910 8076 100.00 80.76 7.20 658 41.23
M1 25, 9910 3 004 003 2839 2822 13.79

A
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Histogram Statistics

File: Data.003

Sample ID: hiiri 1

Tube: Untitled

Acquisition Date: 28-Nov-13
Gated Events: 8284

X Parameter: FL1-H (Log)

Patient 1D:

Gate: G4

Log Data Units: Linear Values
Panel: Untied Acquisiion Tube List

Total Events: 10000

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV

All 1, 9910 8284 100.00 82.84
M1 25, 9910 7353 88.76 73.53
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Histogram Statistics
File: Data.004 Log Data Units: Linear Values
Sample 1D hiiri 1 Patient ID:

Tube: Untitled

Acquisition Date: 28-Nov-13
Gated Events: 8047

X Parameter: FL1-H (Log)

Marker Left, Right Events

Panel: Untied Acquisition Tube List
Gate: G4
Total Events: 10000

% Gated % Total Mean Geo Mean

cv

All 1, 9910 8047
M1 25, 9910 8040

100.00 80.47 545.02 465.40
99.91 80.40 54548 467.13
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Esimerkki tulosten laskemisesta

Eraassa kokeessa endoteeliin kiinnittyneiden leukosyyttien lukumaara oli alla

olevan taulukon mukainen. Kokeessa mikroskopoitiin kymmenen kenttaa.

Kentat Leukosyyttien lukumaara

45

56

74

34

55

70

41

23

O©| 0| N O O | W N B

45

10 66

Keskiarvo 50,9

Keskiarvon avulla voidaan laskea tarttuneiden solujen lukumaara pinta-

alayksikkoa kohden jakamalla solujen lukumaaran keskiarvo kentan pinta-alalla

seuraavalla tavalla, kun kentan pinta-ala on 0,5676 mm?;

50,950l ua

Os6T6m ™= 7=

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura K&hari



