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1 Johdanto 

Reniini-angiotensiini-järjestelmä (RAS) on keskeinen elimistön elektrolyytti-, nestetasa-

painon, sekä siihen liittyen verenpaineen säätelijä.  Maksan syntetisoima angiotensino-

geeni pilkotaan munuaisten erittämän reniinin katalysoimana angiotensiini I:ksi (Ang I) , 

josta ACE1 muodostaa angiotensiini II:ta (Ang II), RAS-järjestelmän keskeistä verisuo-

nia supistavaa yhdistettä. Tämän pitkään tunnetun järjestelmän lisäksi RAS:n kompo-

nenttien on osoitettu toimivan myös paikallisesti, ja käsitys sen mekanismeista ja signa-

lointireiteistä on laajentunut. 

Klassisen RAS:n rinnalla toimii myös ns. vaihtoehtoinen RAS, joka saattaa edustaa 

klassiselle RAS:lle vastakkaisvaikutteista signalointireittiä verisuonissa ja erilaisissa 

tulehdus- ja soluvauriotilanteissa. Tämän tiedon valossa on  viime aikoina tutkittu 

RAS:n komponenttien paikallisia vaikutuksia tulehduksellisissa suolistosairauksissa.  

Tulehduksellisten suolistosairauksien (IBD) kaksi päämuotoa ovat Crohnin tauti ja haa-

vainen paksusuolen tulehdus (colitis ulcerosa). Näistä kahdesta sairaudesta kärsii noin 

0,5 % länsimaiden väestöstä ja kummatkin ovat syntymekanismeiltaan toistaiseksi tun-

temattomia. Merkittävä osuus näistä sairauksista kärsivistä ei saavuta nykyisillä hoito-

muodoilla pysyvää paranemista.  

2 Kirjallisuuskatsaus 

2.1 Klassinen reniini-angiotensiini-järjestelmä 

RAS on säätelyjärjestelmä, joka aktivoituu pääasiassa dehydraation, natriumin puut-

teen tai verenvuodon aiheuttaman veritilavuuden pienenemisen takia. Reniini on spesi-

finen proteolyyttinen entsyymi, joka erittyy verenkiertoon munuaisten afferentin arte-

riolin jukstaglomerulaarisista soluista mm. silloin, kun suolatase on negatiivinen tai ve-

renpaine laskee. Täsmällisemmin reniinin eritystä verenkiertoon säätelevät 1: sympaat-

tisen hermoston aktivaaatio β1 adrenoreseptorin kautta 2: munuaisvaltimon hypotensio 

eli alentunut verenpaine sekä 3: vähentynyt natriumpitoisuus distaalisissa munuais-

tiehyissä. [1; 2; 3.] 
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Reniini on RAS-järjestelmän kannalta merkittävä osatekijä siksi, että reniini-

angiotensiini-järjestelmän tärkeimmän biologisesti vaikuttavan yhdisteen, angiotensiini  

II:n muodostumisnopeutta rajoittava tekijä on nimenomaan plasman reniiniaktiivisuus. 

Reniini pilkkoo veressä maksassa syntetisoitua angiotensinogeenia angiotensiini I:ksi. 

Tämä on RAS-järjestelmän aktivaation ensimmäinen vaihe (kuva 1). Angiotensinogeeni 

on maksassa syntetisoitava α2-globuliini ja ainoa tunnettu reniinin substraatti. An-

giotensiini I:llä ei tiedetä olevan merkittävää biologista aktiivisuutta vaan sen merkitys 

lienee ainoastaan angiotensiini II:n esiasteena. [2; 4.] 

 

 

Kuva 1 Angiotensinogeenin peptidisidos katkeaa N-terminaalisesta päästä ja seurauksena muo-
dostuu angiotensiini I. 

Angiotensiini II on RAS-järjestelmän ehkä merkittävin biologisesti aktiivinen kompo-

nentti. Angiotensiini II muodostuu, kun Angiotensiini I:stä pilkotaan kaksi aminohappoa 

sen karboksiterminaalisesta päästä. Tämä tapahtuu angiotensiinikonvertaasi 1:n eli 

ACE1:n katalysoimana (kuva 2). [2.]  
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Kuva 2 ACE1 pilkkoo dipeptidin angiotensiini I:n karboksiterminaalisesta päästä ja seurauksena 
muodostuu kahdeksan aminohapon pituinen angiotensiini II. 

Angiotensiini II:n tekee keskeiseksi sen voimakkaasti verisuonia supistava vaikutus 

elimistössä. Voimakkaimmin tämä vaikutus ilmenee ihossa, suoliston alueella ja munu-

aisissa, ja vähemmissä määrin aivoissa, sepelvaltimoissa, keuhkoissa ja luustolihak-

sessa. [1.] Angiontensiini II aktivoi spesifisiä angiotensiinireseptoreja AT1R  ja AT2R, 

jotka välittävät tunnetut angiotensiini II:n biologiset vaikutukset. Edellä mainittujen re-

septorien suhteelliset määrät vaihtelevat kudoksittain AT1R:n ollessa useimpien kudos-

ten pääasiallinen reseptori. Juuri AT1R-reseptori välittää angiotensiini II:n vasokonstrik-

tiiviset ominaisuudet verisuonissa. Muita AT1R:n välittämiä vasteita verisuonissa ovat 

mm. hypertrofia, migraatio, proliferatiivinen vaikutus, rakenneproteiinien synteesi ja 

oksidatiivinen stressi. AT1R-reseptorin omaavia kudoksia on mm. aivoissa, lisä-

munuaisten kuorikerroksessa, munuaisessa, kohdun sileälihaksessa, lisämunuisen 

ytimessä ja maksassa. [2; 3.] 

 

Angiotensiini II:n verisuonia supistavan vaikutuksen lisäksi sillä, ja sitä kautta myös 

koko reniini-angiotensiini -järjestelmällä, on oleellinen merkitys elimistön natriumtasa-

painon säätelyssä. Aldosteroni on lisämunuaisen kuorikerroksen erittämä hormoni, joka 

lisää natriumin takaisin imeytymistä distaalisessa tubuluksessa ja kokoojaputkissa sa-

malla lisäten kaliumin ja vedyn eritystä virtsaan. Angiotensiini II lisää aldosteronin eri-

tystä lisänmunuaisen kuorikerroksesta vaikuttaen sitä kautta elimistön natriumtasapai-

noon. Aldosteronilla on todennäköisesti myös suoria vaikutuksia verenpaineeseen. 

Aldosteroni on mineralokortikoidi-signalointireitin keskeisin hormoni. Viime aikoina mi-

neralokortikoidireseptoreita on löydetty muistakin kuin epiteelikudoksista, mm. sydä-

men ja verisuonten sileälihaskudoksista. Lisäksi suuremmat seerumin aldosteronipitoi-
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suudet ja suuremmat aldosteroni-reniini-pitoisuussuhteet altistavat verenpainetaudin 

kehittymiselle. Nämä edellä mainitut seikat korostavat aldosteronin merkitystä hyper-

tension patogeneesissä. Kuvassa 3 näkyy RAS-järjestelmä siltä osin kuin sitä tässä 

opinnäytetyössä käsitellään. Katkoviivoilla merkityt nuolet edustavat vähäisempää affi-

niteettia reseptoriin verrattuna normaalilla viivalla merkittyyn. [2; 33.] 

 

 

Kuva 3 Reniini-angiotensiini –järjestelmä. 
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2.2 ACE1 

Ihmisen ACE1 on molekyylipainoltaan 146,6 kDa, solukalvolle kiinnittyvä entsyymi. 

Hiiren ACE1 on molekyylipainoltaan 147,3 kDa, ja erittäin homologinen verrattuna ih-

misen ACE1:een 1088 aminohapon 1312:sta ollessa identtisiä.  ACE1 koostuu kahdes-

ta homologisesta keskuksesta, N-terminaalisesta domeenista (Leu1–Pro601) ja C-

terminaalisesta domeenista (Leu613–-Pro1193). ACE1 on sinkistä ja kloridista riippu-

vainen sinkkimetallopeptidaasi, jonka optimaalinen pH-alue on 7,5-8,5. [21.] 

 ACE1 on kiinnittyneenä solukalvolle sen C-terminaalisen hydrofobisen transmembraa-

nialueen (Val1228–Ser1248), ja sitä seuraavan solunsisäisen C-terminaalisen ”hän-

nän” kautta (Gln1249–Ser1277). C-terminaalisen keskuksen yhdistää N-terminaaliseen 

keskukseen ”linker-region” (Pro602–Asp612). On myös viitteitä siitä, että ACE1:n va-

pautumiseen solunkalvolta vaikuttaa ACE1 ”sheddase”-entsyymi. Kyseinen entsyymi 

kykenee vapauttamaan ACE1:n solukalvolta leikkaamaalla sen solukalvoon sitovan C-

terminaalisen hännän. Sheddase-entsyymin toiminnasta tiedetään toistaiseksi vähän, 

mutta sen aktiivisuuteen näyttäisivät vaikuttavan jotkin ACE1:n C-domeenin rakenteel-

liset jaksot. Entsyymin on ehdotettu kuuluvan proteiinien ADAM-sukuun, ja sen aktiivi-

suutta näyttäisi estävän ainakin EDTA. [21.] 

ACE1:n ekspressiota tapahtuu määrällisesti eniten seuraavissa elimissä ja kudoksissa: 

keuhkoissa, verisuonien endoteelisoluissa, harjareunuksessa munuaistiehyissä, suolis-

ton epiteelikerroksessa ja kehittyvissä sukusoluissa. Sukusoluissa syntetisoitava ACE1 

on molekyylipainoltaan somaattista ACE1:tä pienempi sisältäen vain  somaattisessakin 

ACE1:ssä esiintyvän C-terminaalisen domeenin. Kyseistä ACE1 -muotoa kutsutaan 

usein ”testis ACE” tai ”germinal ACE”. ACE1:tä syntetisoidaan myös aivoissa. Vuonna 

2002 ilmestyneessä julkaisussa [22] ilmeni, että ACE1:n somaattista muotoa ekspres-

soitui kaikissa kokeessa käytetyissä 72 ihmisperäisessä kudosnäytteessä merkittävällä 

tasolla. 

ACE1 pilkkoo elimistössä angiotensiini I-peptidiä biologisesti aktiiviseksi, verisuonia 

voimakkasti supistaviksi, angiotensiini II -peptidiksi. Tämä on ACE1:n keskeisin tehtävä 

elimistössä. ACE1-estäjät ovat yksi yleisimmistä verenpainelääkeryhmistä. ACE1:n, 

angiotensiini II:n ja niiden estäjien vaikutukset eivät kuitenkaan rajoitu ainoastaan ve-

renpaineeseen ja muihin RAS-järjestelmän pitkään tunnettuihin vaikutuksiin kuten nes-
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tetasapainon säätelyyn. ACE1:n on ehdotettu liittyvän myös mm. immuunivasteen pro-

sesseihin ja ruuansulatusjärjestelmään. [21.] 

2.3 ACE2 

Angiotensiinikonvertaasientsyymi 2 (ACE2) on karboksipeptidaasi, jonka molekyyli-

massa ihmisellä on noin 92 kDa. Se on sinkkiä sitova metallopeptidaasi sekä mem-

braaniproteiini kuten ACE1. ACE2 on ACE1:n homologi, mutta eroaa siitä substraattis-

pesifisyydeltään. ACE1-estäjillä ei ole havaittu olevan vaikutusta ACE2:n toimintaan 

käytetyillä pitoisuuksilla.  ACE2:lla on ACE1:n tavoin transmembraanialue ja C-

terminaalinen sytoplasminen häntä. ACE2:n N-terminaalinen domeeni on homologinen 

ACE1:n kanssa mutta sillä on vain yksi aktiivinen keskus. [23; 24; 25.] 

 ACE2 ilmenee ihmisellä useissa eri kudoksissa, mm. keuhkoissa, maksassa, aivoissa, 

munuaisissa ja suolistossa. ACE2 ekspressoituu erityisesti verisuonten endotee-

lisoluissa ja keuhkorakkuloiden epiteelisoluissa, mutta myös varsin merkittävissä mää-

rin ruoansulatuskanavan kudoksissa kuten ohutsuolessa duodenumissa ja ileumissa. 

[23; 24; 25.] 

ACE2 pilkkoo yhden aminohapon angiotensiini II:sta muodostaen tuotteena angioten-

siini (1-7):n (Ang (1-7)). ACE2 on siis karboksipeptidaasi siinä missä ACE1 on karbok-

sidipeptidaasi pilkkoessaan aina kahden aminohapon mittaisen peptidin.  Ang (1-7) 

välittää MAS-reseptorin kautta angiotensiini II:lle käänteisiä vaikutuksia kuten veren-

paineen laskua verisuonten laajentumisen välityksellä, sekä tulehdusta vähentäviä vai-

kutuksia. ACE2:lla on siis osoitettu olevan kudosta suojaavia ominaisuuksia RAS:iin 

liittyvissä sairauksissa kuten verenpainetaudissa. [23; 24; 25; 26.] 

2.4 Reniini-angiotensiini-järjestelmä suolistossa 

2.4.1 Paikallinen reniini-angiotensiini-järjestelmä 

Klassisen RAS:n lisäksi RAS-järjestelmä ja sen komponentit voisivat syntyä ja vaikut-

taa elimistössä paikallisesti. Paikallisesti toimiva RAS ei ole riippuvainen elimistöön 

verenkierrossa eritettävästä reniinistä tai angiotensinogeenistä, vaan sen sijaan RAS-

järjestelmän komponentit pystytään tuottamaan paikallisesti. Paikallisesti ilmentyvän 
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RAS:n uskotaan olevan merkittävässä roolissa kudos-homeostaasiin liittyvissä proses-

seissa kuten neste- ja elektrolyyttitasapainon ylläpitämisessä, paikallisessa verenkier-

ron säätelyssä ja kudosvauriota seuraavissa toiminnoissa. RAS:n tai sen komponent-

tien paikallisesti tuottamia vasteita elimistöön on havaittu mm. munuaisissa, sydämes-

sä, aivoissa, maksassa, haimassa sekä ruoansulatuskanavassa. [28.] 

Ruoansulatuskanavasta on löydetty kaikki autonomisen RAS-järjestelmän edellyttämät 

komponentit. ACE1 on paikannettu ihmisen ohutsuolessa merkittävissä määrin epitee-

lisolujen villusrakenteeseen ja suoliliepeen valtimoiden endoteelikerrokseen. Pak-

susuolesta ACE1:tä on löydetty seuraavista paikoista: pintaepiteelikerros, suolilieve, 

lamina propria ja submucosan mesenkymaaliset solut. ACE2:n RNA:ta ja proteiinia 

löytyy merkittävissä määrin seuraavista ohutsuolen rakenneosista: epiteelin harja-

reunus, verisuonten sileälihaskudos, verisuonten endoteeli, muscularis mucosa ja 

muscularis propria. Paksusuolesta ACE2:a on havaittu suoliliepeestä. RAS:n kom-

ponentteja on tutkittu vähemmän paksusuolessa kuin ohutsuolessa. Sekä ACE1:n ja 

ACE2:n mRNA:ta esiintyy terminaalisessa ileumissa, duodenumissa ja paksusuolessa 

suhteessa enemmän kuin muissa ihmisen kudoksissa. [28.]   

Ohutsuolessa angiotensiinireseptoreista AT1R ekspressoituu epiteelin villusrakenteis-

sa, myenteerisessä hermopunoksessa, lamina propriassa ja suorissa että pitkittäisissä 

lihaksissa. AT2R ekspressoituu myenteerisessä pleksuksessa sekä vähäisemmin li-

haksessa ja epiteelisoluissa. Paksusuolessa AT1R on löydetty ainakin pinnan epitee-

lisoluista, kryptoista, lamina proprariasta ja limakalvolta. AT2R on paikallistettu suolen 

pinnan epiteelikerrokseen, kryptoihin ja joihinkin mesenkymaalisiin soluihin. Reniini ja 

angiotensiini II on myös paikallistettu ohutsuolesta. [28.] 

Paikallisen RAS:n osallisuudesta ruoansulatuskanavan toimintaan on kertynyt viime 

aikoina paljon viitteitä. Paikallinen RAS on todennäköisesti osallisena ainakin seuraa-

vissa suoliston toiminnoissa: glukoosin säätely, neste- ja elektrolyyttitasapainon sääte-

ly, verenkierto ja motiliteetti sekä tulehdustilat ja suoliston sairaudet. ACE1:n ja ACE2:n 

ajatellaan myös toimivan ruoansulatusentsyymeinä. [28.]  

2.4.2 RAS tulehduksellisissa suolistosairauksissa 

RAS -järjestelmän komponenttien ja suoliston tulehdustilojen väliselle yhteydelle on 

saatu viime aikoina todisteita. Ang II-reseptoreilla on mahdollisesti merkitys suoliston 
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limakalvotulehdusten säätelyssä (29). Ang II:n tulehdustilojen ja kudosvaurioiden vas-

teesta on saatu viitteitä useissa muissakin elimissä. IBS:n (Irritable Bowel Syndrome), 

eli ärtyneen suolen oireyhtymän on ehdotettu liittyvän vähäisen aktiivisen inflammaati-

on kautta AT2R -reseptoreihin. Vuonna 2014 julkaistussa tutkimuksessa [25] todettiin, 

että IBD:tä sairastavilla oli korkeammat ACE2 aktiivisuudet ja Ang (1-7) -konsentraatiot 

kuin kontrolliryhmällä. Muilla verenkierron välityksellä välittyvillä klassisen RAS:n kom-

ponenteilla ei todettu eroavaisuuksia ryhmien välillä. Ang (1-7):llä on osoitettu olevan 

tulehdusta ja fibroosia vähentäviä ominaisuuksia, jotka ovat angiotensiini II vastaisia.  

Crohnin tauti ja ulseratiivinen koliitti ovat patogeneesiltaan vielä toistaiseksi tuntemat-

tomia kroonisia tulehduksellisia suolistosairauksia, jotka vaikuttavat suolen limakalvolla 

ja seinämässä. Keskeiseksi tekijäksi on ehdotettu häiriintynyttä tai poikkeavaa im-

muunivastetta mm. suoliston omaa bakteeriflooraa vastaan, mutta sairauden syntyme-

kanismit ovat vielä tuntemattomia. [30; 25.] 

Crohnin tauti rajoittuu ohutsuoleen noin 30 %:lla, ja paksusuoleen 25 - 30 %:lla potilais-

ta. 40 %:lla tautia esiintyy sekä ohut- että paksusuolen alueella. Oireita ovat tavalli-

simmin vatsakivut, ripuli, kuumeilu ja suolen tukokset.  Diagnoosi tehdään oireiden 

ohella pääasiassa endoskopiatutkimuksilla. Crohnin sairaudessa joudutaan usein te-

kemään leikkaushoito, jossa pyritään poistamaan eniten oireita aiheuttavat tautimuu-

tokset kuten ohutsuolitukokset, internit fistelit, absessit, suolen perforaatiot, toksiset 

koliitit ja anaalialueen leesiot. [30.]  

Ulseratiivinen koliitti on suolen seinämän tulehdussairaus paksusuolen alueella. Taval-

lisimpia oireita ovat vatsakivut ja ripuli, sekä liman, märkäisen eritteen ja veren esiinty-

minen ulosteissa. Taudin diagnosointi perustuu oireiden lisäksi kolonoskopiaan ja his-

tologisiin näytteisiin, joissa arvioidaan tyypillisten tulehdusmuutosten esiintyvyyttä pak-

susuolessa. Aktiivin koliitin hoidossa käytetään ensisijaisesti kortikosteroideja, joiden 

on tarkoitus vaimentaa immunologisia reaktioita. Lievässä – keskivaikeassa koliitissa 

remissio on saavutettu  65 - 68 %:n todennäköisyydellä prednisonilla, joka on kortiso-

nin sukuinen lääkeaine. Jos tauti ei reagoi kortikosteroidihoitoon, käytetään ensisijai-

sesti siklosporiinia, joka on immunosuppressoiva lääkeaine. Remission ylläpitohoidos-

sa käytetään ensisijaisesti 5-ASA (5-aminosalisylaatti) -valmisteita. Niitä käytetään 

myös taudin aktiivisen vaiheen hoitoon. Biologisia valmisteita kuten TNFα -salpaajia 

käytetään koliitin hoidossa, ja ne sopivat niille, jotka eivät ole reagoineet edellä mainit-

tuihin perinteisiin lääkeaineisiin. TNFα on valkuaisaine, jota elimistö tuottaa normaalisti 
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torjuakseen tulehduksia, mutta sen liikatuotanto voi johtaa suoliston tulehdukseen.  [30; 

31.] 

2.5 Suolistotulehduksen tutkimusmallit hiirillä 

Monilla erilaisilla hiirimalleilla voidaan tutkia suolistotulehduksen mekanismeja. Taulu-

kossa 1 on esitetty eniten käytettyjä suolitulehdusmalleja. 

Taulukko 1 Suolistotulehduksen tutkimusmalleja hiirillä. 

Malli Toimintaperiaate 

Kemiallisesti indusoidut mallit Kemiallisesti indusoitu suoliston limakal-

von/epiteelikerroksen häiriötila tai hapteenilla indu-

soitu koliitti. 

Geneettiset mallit 

 

Transgeeniset ja ”knock-out”-hiiret.  

Immuunijärjestelmän solujen siirto Immuunijärjestelmän solujen selektiivinen siirto puut-

teellisen immuunijärjestelmän omaavalle hiirelle. 

Koliitin spontaani ilmentyminen Spontaanisti suolistotulehduksia ilmentävien hiirikan-

tojen käyttö. 

Suoliston bakteerit Suoliston mikrobiston manipulointi ja sen vaikutukset 

suolistotulehdusten kehittymiseen.  

 

Kemiallisesti indusoidut mallit 

Kemiallisesti indusoidut mallit ovat suosittuja, koska niillä on suhteellisen helppo ai-

kaansaada koliitin tai Crohnin-taudin kaltaisia oireita ja patogeenisia reaktioita hiirillä. 

Toinen merkittävä syy kemiallisesti indusoitujen mallien suosioon on niiden hyvä tois-

tettavuus. Kemiallisesti indusoivat suolitulehdusmallit voidaan jakaa karkeasti kahteen: 

1. hapteenilla indusoituun koliittiin  ja 2. niihin, jotka vaikuttavat häiritsevästi tai tuhoa-

vasti suoliston limakalvoon tai epiteelikerrokseen. [32.] 

Esimerkkinä hapteenilla indusoidusta suolitulehdusmallista on malli, jossa intrarektaali-

sesti annettava TNBS (2,4,6-trinitrobentseeni-sulfonihappo) tai DNBS (dinitrobentsee-

ni-sulfonihappo) etanolissa aiheuttaa immuunipuolustusjärjestelmän  yliherkkyysreak-

tion hapteeniin sitoutuneille proteiineille aiheuttaen Crohnin-taudin kaltaisen kroonisen 
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ja akuutin tulehduksen. Etanoli auttaa tuhoamaan suolistoa suojaavaa limakalvoa, ja 

TNBS tai DNBS haptenisoi suoliston mikrobiston proteiineja tehden niistä immuno-

geenisiä ja siten aiheuttaen antigeenispesifisten T-solujen tuotannon. [32.] 

Toinen, tässäkin opinäytetyössä käytetty mallityyppi kemiallisesti indusoituun suolitu-

lehdukseen on DSS -malli, jossa annetaan hiirille juomaveden välityksellä dekstraani 

natriumsulfaattia (DSS). DSS on sulfonoitu polysakkaridi, jolla aikaansaadaan annok-

sesta riippuen joko akuutti tai krooninen tulehdus suolistossa, lähinnä paksusuolessa. 

DSS:n uskotaan aiheuttavan suoran toksisen reaktion suoliston epiteelissä,  aiheuttaen 

suoliston mikrobiston ja sen tuotteiden tunkeutumisen epiteelin läpi. Tätä seuraavaan 

tulehdukseen reagoivat lähinnä synnynnäisen immuunipuolustuksen solut tehden tästä 

mallista mielekkään tutkittaessa luontaisia mekanismeja sekä epiteelivaurioiden aiheut-

tamia vaikutuksia koliitissa. DSS juoton seurauksena paksusuolen patologia on sa-

mankaltaista kuin ulseratiivisessa koliitissa: haavaumia, epiteelikerroksen eroosiota 

sekä suurentunutta leukosyyttien ja granulosyyttien esiintyvyyttä. [32.] 

Geneettiset mallit 

Geneettisellä tulehdusmallilla tarkoitetaan transgeenisiä (uusi geeni viety kohde-

eliöön), tai poistogeenisiä (”knock out”, jokin geeni poistettu) eläinkantoja, joita käyte-

tään tulehduksen patogeneesin ja mekanismien tutkimukseen. Käytetyimpiä ovat kan-

nat, joiden suolissa on häiriöitä suojaavassa epiteelikerroksessa, bakteerien tunnistuk-

sessa, synnynnäisen immuunipuolustuksen signaloinnissa, immuunijärjestelmän sääte-

lyssä-, tai stressivasteen signaloinnissa. Esimerkiksi transgeeniset dominanttinegatiivi-

set N-kadheriini hiiret, joilla on mutatoituneita suoliston epiteelisoluja, jotka kehittävät 

huokoisia kohtia epiteeliin. Lisäksi niiden solujen välinen adheesio on häiriintynyt. Nä-

mä tekijät johtavat suolessa spontaanisti syntyvään tulehdustilaan, joka on samankal-

tainen kuin Crohnin taudissa. Tulehdustila johtaa lopulta syöpämuutokseen. Muita tut-

kittavia geneettisiä malleja epiteelikerroksen toiminnan tutkimisen lisäksi ovat im-

muunipuolustuksen häiriöt sekä antioksidantti- ja stressivaste. [32.] 

Immuunijärjestelmän solujen siirto 

Tulehdusmallin periaatteena on tiettyjen immunopuolustusjärjestelmän solujen selektii-

vinen siirto hiiriin, joiden immunopuolustusjärjestelmä on poistogeenisin menetelmin 

saatettu epäkuntoon. Näin pystytään indusoimaan tulehdus valituilla solutyypeillä. Ylei-
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sin tapa on siirtää CD4+CD45RB auttaja-T-soluja hiirikantoihin, joilla on SCID (severe 

combined  immunodeficiency), tai RAG-puutos (recombination-activating genes). Mai-

nittujen solujen indusointi aiheuttaa koliitin. [32.] 

Koliitin spontaani ilmentyminen 

Joillain hiirikannoilla on todettu syntyvän spontaanisti suolistotulehduksia ilman min-

käänlaista ulkoista indusointia kuten geenimuuntelua. Näillä kannoilla pystytään mallin-

tamaan ihmisen patogeneesiltään mahdollisesti monisyinen ja kompleksi IBD. Esimer-

kiksi SAMP1/YitFc-kannat kehittävät spontaanin suolistotulehduksen Crohnin taudin-

kuvan tapaisesti distaaliseen ohutsuoleen. [32.] 

Suoliston bakteerit 

Hiiren suoliston bakteerikannan muutoksilla on yhteys tulehduksellisten suolistosaira-

uksien patogeneesiin. Suoliston bakteerikantaa joko rajoitetaan esimerkiksi antibiooteil-

la tai se poistetaan kokonaan. Yleistä kaikille suoliston bakteerikantaa muuttavissa 

tulehdusmalleissa  on suoliston altistaminen bakteerisille antigeeneille. Tämä aiheuttaa 

lymfosyyttien aktivaation. [32.] 

2.6 Muut tutkimuksen kohteet tulehduksellisiin suolistosairauksiin liittyen 

TNFα on pro-inflammatorinen sytokiini, jonka ekspression on todettu kasvavan krooni-

sissa tulehduksissa. Tunnettujen pro-inflammatoristen vaikutusten lisäksi sillä voi olla 

myös tulehdusta vähentäviä vaikutuksia. TNFα näyttää indusoivan tulehdusta alentavi-

en glukokortikoidien tuotantoa suoliston limakalvolla akuutissa tulehduksessa. Jos 

TNFα poistetaan suolistosta, glukokortikoidien tuotto pysähtyy ja tulehdukselliset oireet 

pahenevat DSS-mallissa. [34.] 

CYP11B1 (11β-Hydroxylase) on geeni, josta koodattava entsyymi  muuttaa hiirellä 11-

deoksikortikosteronin kortikosteroniksi. CYP11B1 ja CYP11B2 säätelevät paikallista 

kortikosteronin tuottoa suolistossa hiirellä. Akuutin tulehduksen oireet voimistuvat 

CYP11B1:n eston seurauksena ihmisellä. Toisaalta joissain tulehduksellisissa tiloissa 

kuten diabeteksessä CYP11B1:n esto alentaa tulehdusta. [36; 38.] 



12 

     

LRH-1 (Liver receptor homolog 1) on tumareseptori-proteiini, joka säätelee mm. elimis-

tön kolesteroli- ja sappihappotasapainoa. LRH-1:n tuotannon geneettinen vaimentami-

nen (knock-down) altistaa hiiret tulehduksellisille suolistosairauksille. Intrarektaalisesti 

annettu TNBS LRH-1 knock-down hiirillä aiheuttaa CYP11B1:n ja CYP11B2:n alentu-

neen ekspression suolistossa johtaen alentuneeseen kortikosteronituottoon.  [35; 38.] 

3 Tavoitteet 

Opinnäytetyön tavoitteena oli selvittää kokeellisessa tulehdusmallissa paikallisesti toi-

mivan RAS -järjestelmän komponenttien ilmentymistä mRNA- ja proteiinitasolla hiiren 

suolistossa ja soveltaa menetelmät niiden mittaamiseen tutkimusryhmän käyttöön.  

4 Menetelmät 

Opinnäytetyön työosa aloitettiin optimoimalla western blot -menetelmää ACE1- ja 

ACE2-määrityksiä  varten. Tämän jälkeiset keskeiset työvaiheet on esitetty kuvassa 4.  

 

Kuva 4 Opinnäytetyön kulku. 
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4.1 Hiirikoe 

Kudosnäytteet saatiin koe-eläiminä käytetyistä hiiristä. Hiiret (n=36) olivat balb/c-

kantaa ja ne jaettiin kolmeen ryhmään: 1. Kontrolliryhmä, juomana oli vesi. 2. Tuleh-

dusryhmä (3 % DSS),  juomana  3 % DSS vedessä. 3. Tulehdusryhmä (5 % DSS), 

juomana 5 % DSS vedessä. Kussakin ryhmässä oli 12 hiirtä. Ennen tulehdusryhmien 

DSS-juoton aloittamista kaikkia hiiriä pidettiin 5 vuorokautta vedellä, jotta kuljetuksen 

aiheuttama mahdollinen stressi ei vaikuttaisi tutkimustuloksiin (niin sanottu tasapainot-

tumisjakso).  

Koe aloitettiin tasapainottumisjakson jälkeen porrastetusti 2 hiirtä ryhmää kohti/päivä. 

DSS tai vesi vaihdettiin päivittäin uuteen sekä tarkistettiin, että hiirillä on riittävästi ruo-

kaa. Hiiret punnittiin päivittäin ja niiden yleiskunto tarkistettiin. Hiirten lopettamisperuste 

eli ns. humane-end point oli yleiskunnon romahdus tai painon putoaminen yli 10 % ko-

keen aikana. Häkit vaihdettiin viikoittain. Seitsemän DSS- tai vesijuottopäivän jälkeen 

hiiret lopetettiin ensin tainnuttamalla hiilidioksidilla ja sitten dekapitaatiolla. Hiiret punnit-

tiin ennen tainnutusta. Dekapitaatioveri kerättiin suppilolla suoraan hepariiniputkiin, ja 

käänneltiin putkea välittömästi muutaman kerran.  Putket sentrifugoitiin (12 000 g , 15 

min huoneenlämmössä).  

Krebsin puskuria (liite 1) hapetettiin 10 min syöttämällä karbogeenia (95 % O2 5 % 

CO2) putkella liuokseen. Krebsin puskuria pipetoitiin 3 ml jokaisen 6-kuoppalevyn 

kuoppaan ex vivo -inkubaatiota varten. Hiiret preparoitiin avaamalla ne ensin saksilla ja 

paikantamalla ohutsuolen ja paksusuolen liittymäkohta. Ileumista duodenumiin päin 

olevat kiinnikkeet ja rasvakudos ohutsuolen ympäriltä poistettiin. Suolet puhdistettiin 

Krebsin puskurissa.  

Ohutsuoli leikattiin irti mahalaukusta ja umpisuolesta. Suoli avattiin pitkittäin ja poistet-

tiin enimmät ruokasulat. Ohutsuolen keskikohdasta leikattiin noin 1,5 cm:n kokoinen 

pala immunohistokemiallista määritystä varten, joka fiksattiin 10 %  neutraaliksi pusku-

roidussa formaliinissa 24 h huoneenlämmössä. Kudospalat pestiin PBS:llä (liite 1) ja 

säilöttiin 70 % etanolissa + 4 °C:ssa paraffiinivaluun asti. Ohutsuolen ileumin ja duo-

denumin puoleisesta päästä leikattiin vastaavanlaisesti palat histologisia määrityksiä 

varten. 
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Hiiren paksusuoli irrotettiin ja avattiin sekä puhdistettiin se kuten ohutsuoli. Leikattiin 

suolen keskikohdasta noin 2 cm:n kokoinen pala ex vivo -inkubaatiota varten. Ohut-

suolen jäljelle jäänyt duodenumin puoleinen osa pilkottiin noin 2 cm:n kokoisiin paloihin 

ex vivo -inkubaatiota varten. Ikubaatiota varten leikatut palat ohutsuolesta sekä pak-

susuolesta asetettiin 6 kuoppalevylle omiin kuoppiinsa. Suolia inkuboitiin +37 °C:ssa 3 

h .Otettiin 300 µl:n näytteet heti ns. nollahetkellä sekä 1,5 h:n päästä. Loput näytteestä 

otettiin talteen 3 h:n jälkeen (n. 900 µl). Näytteet pakastettiin  -20 °C:ssa ja siirrettiin 

myöhemmin samana päivänä -80 °C:seen pakastimeen.  

Ohutsuolen jäljellä oleva ileumin puoleinen osa leikattiin kahteen osaan: proksimaali-

seen ja distaaliseen. Nämä olivat kudosnäytteinä myöhemmissä proteiini- ja RNA -

määrityksissä. Kudosnäytteet jäädytettiin välittömästi kuivajäässä ja säilytettiin -80 

°C:ssa. Myös proksimaalisesta osasta paksusuolta otettiin kudoskäyte. Proksimaalinen 

osa paksusuolta fiksattiin 10 % formaliinissa kuten vastaavat ohutsuolinäytteet duo-

denumista ja ileumista.  

4.2     Näytteiden käsittely 

Proteiinin ja RNA:n eristys western blot - ja RT-qPCR-menetelmien näytteitä varten 

Proteiini- ja RNA -näytteet eristettiin ohut- ja paksusuolinäytteistä. Proteiinin ja RNA:n 

eristykseen käytettiin kaupallista kittiä: Macherey-Nagel, NucleoSpin® RNA/Protein 

[8](liite 2). Näytteet otettiin pakkasesta ja säilöttiin välittömästi kuivajäille. Eppendorf-

putkessa oleva suolinäyte otettiin kuivajäiltä ja siitä leikattiin preparointisaksilla noin 20 

-30 mg:n painoinen pala suolta.  Leikattu näyte punnittiin muutaman ensimmäisen ker-

ran ja sen jälkeen eristykseen menevän näytteen koko arvioitiin silmämääräisesti. Ho-

mogenisointiputkiin laitettiin 4 pientä halkaisijaltaan 2,8 mm keraamista helmeä putkea 

kohti. Putkiin pipetoitiin 350 µl kitin lyysauspuskuria ja 3,5 µl 2-merkaptoetanolia. Lyy-

sispuskuri sisältää suuria määriä kaotrooppisia ioneja, jotka denaturoivat proteiineja. 

Tämä on hyödyllistä siksi, että proteiineja pilkkovat proteaasit ja RNA:ta pilkkovat 

Rnaasit inaktivoituvat.  2-merkaptoetanoli toimii pelkistävänä aineena ja rikkoo proteii-

nien disulfidisidoksia näin ollen rikkomalla niiden kvaternaari- ja tertiaarirakenteita. Di-

sulfidisidosten rikkomisen yhdessä kaotrooppisten ionien kanssa pitäisi eliminoida ent-

syymiaktiivisuus näytematriisissa.  [6.] 
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Kun tarvittava osuus suolta oli siirretty homogenisointiputkeen, laitettiin alkuperäinen 

näyte nopeasti takaisin kuivajäille. Näytteet homogenisoitiin nestetypellä noin +4 

°C:een jäähdytetyssä homogenisaattorissa (Precellys 24 Lysis & Homogenization, Ber-

tin Technologies) (5400 rpm, 1 x 15 s). Homogenisointiohjelma toistettiin tarvittaessa. 

Liuokset sentrifugoitiin (12 000 g,  20 min), minkä jälkeen supernatantti otettiin talteen 

ja pakastettiin -80 °C:ssa. 

RNA:n ja proteiinin eristys tehtiin kitin ohjeen mukaisesti. Näytteiden RNA-pitoisuudet 

mitattiin NanoDrop 8000 -laitteella. Nukleotidit, RNA, ssDNA, ja dsDNA absorboivat 

kaikki aallonpituudella 260 nm. Absorbanssien suhdeluvulla aallonpituuksista 260 nm 

ja 280 nm voidaan arvioida RNA:n puhtautta. 260/280-suhdeluku puhtaalle RNA:lle on 

likimain 2. Absorbanssien mittausten jälkeen näytteet säilöttiin välittömästi -80 °C:seen. 

[7.] 

RNA:n eristyksen jälkeen proteiininäytteet saostettiin kitin ”Protein precipitator”-

puskurilla ohjeen mukaan. Etanolipesun jälkeen proteiinipelletti kuivattiin vetokaapissa 

huoneenlämmössä noin 10 min tai kunnes Eppendorf -putkea näpäyttämällä ei näkynyt 

vesipisaroita. Pelletti liuotettiin 100 µl:aan kitin puskuria, jossa pelkistävänä reagenssi-

na oli TCEP. Proteiinipelletti resuspensoitiin. Näytteitä keitettiin 3 min +97 °C:ssa pelle-

tin liuottamiseksi. Nämä denaturoituneessa muodossa olevat proteiininäytteet käytettiin 

western blot -analyyseihin. 

Proteiinin eristäminen ELISA-määrityksiä varten 

Kokeesta saaduista kudosnäytteistä määritettiin ELISA-tekniikalla ACE1-entsyymi spe-

sifisellä kaupallisella kitillä (DuoSet ELISA Development system, mouse ACE, cat# 

DY1513). Koska denaturoituneessa muodossa Macherey-Nagel-kitin TCEP-puskurissa 

olevat näytteet eivät sovellu ELISA-määrityksiin, täytyi ELISAa varten valmistaa omat 

näytteet. Näytteinä käytettiin ohut- ja paksusuolinäytteitä: kontrolli, 3 % DSS, 5 % DSS, 

n=8) 

Näytteet siirrettiin nopeasti -80 °C:sta kuivajäille. Homogenisoitiin noin 100 mg:n pala 

ohutsuolta, joka laimennetaan 1:10 -suhteessa näytepuskuriin (liite 1, NP40 ).  Aikai-

sempien määritysten perusteella voitiin arvioida, että tässä suhteessa laimennetussa 

näytteessä on sopiva määrä proteiinia kokonaisproteiinin määritystä varten, kun näytet-

tä laimennetaan edelleen vielä 1:10 -suhteessa. Paksusuolinäytteitä, joita oli lähtökoh-
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taisesti massaltaan vähemmän per näyte pyrittiin leikkaamaan noin 20 - 30 mg:n pala, 

joka homogenisoitiin edelleen niin että se laimenee suurin piirtein 1:10 -suhteessa.  

Näytteet homogenisoitiin Precellys 24 Lysis & Homogenization -homogenisaattorilla 

kuten aikaisemmin.  

Käytetty näytepuskuri (liite 1, NP40) sisältää suhteellisen heikkoja ei-ionisia detergent-

tejä ja soveltuu siis ELISA-määrityksiin, koska se ei denaturoi proteiineja. Puskuri so-

veltuu myös hyvin membraaniproteiineille,  joihin ACE1 lasketaan. Proteaasi-inhibiittori 

tabletti (Thermo scientific, PierceTM Protease inhibitor Mini Tablets)  estää erilaisten 

proteaasien aktiivisuutta, mitkä pilkkovat proteiineja. [10.] 

Kun näytteet oli homogenisoitu, ne sentrifugoitiin välittömästi (+4 °C, 12 000 g, 15 min). 

Supernatantti otettiin talteen ja laimennettiin 1:10 kokonaisproteiinin määritystä varten.  

4.3 Kokonaisproteiinin määritys 

Ennen näytteiden analysointia western blot - ja ELISA-tekniikoilla niiden kokonaisprote-

iinipitoisuus täytyi määrittää. Kokonaisproteiinin määritys tehtiin kaupallisella kitillä: 

Thermo Scientific™ Pierce™ BCA™ Protein Assay -kitin ohjeen mukaisesti [9]. Tunte-

mattoman näytteen proteiinipitoisuus voidaan määrittää piirtämällä standardikuvaaja 

refrenssiproteiinin antamista absorbansseista ja vertaamalla tuntemattoman proteiini-

näytteen absorbanssia standardisuoraan. Refrenssiproteiinina käytettiin naudan see-

rumin albumiinia (BSA). BSA:sta tehtiin kahdeksan laimennoksen sarja pitoisuusalueel-

le 0 – 2000 µg/ml käytettyä puskuria.  

4.4 Western blot 

Western blot -menetelmällä määritettiin RAS-järjestelmän komponentteja ACE1 ja 

ACE2. Menetelmää varten täytyi optimoida vasta-aineiden pitoisuudet, näytteen prote-

iinipitoisuus sekä yleisesti menetelmän toimivuus. Pohjana menetelmää suunniteltaes-

sa käytettiin ohjetta Abcam, Definitive guide to western blot [10]. 

 

 



17 

     

 

Western blot -optimointi ACE1 vasta-aineelle 

Ennen opinnäytetyön varsinaisen runko-osan muodostavan kokeen suoritusta pyrittiin 

pystyttämään menetelmä valmiiksi ACE1:n määritystä varten western blot-tekniikalla. 

Varsinaisen kokeen proteiininäytteet eristettiin kaupallisella  Macherey-Nagel, Nu-

cleoSpin® RNA/Protein -kitillä kuten aiemmin kuvattu. Seuraavassa  on  kuvattu alus-

tavan western blot-optimointikokeen näytteen käsittely ja kokonaisproteiinin määritys.   

Näytteinä käytettiin hiiren ohut- ja paksusuoli, sekä munuais- ja keuhkonäytteitä. Ku-

dospalat (ohutsuoli) sulatettiin jäillä. Otettiin noin 100 mg:n pala kudosta homogenointi-

putken pohjalle. Lisättiin putkiin puskuria (liite 1, NP40) niin, että kudospala laimeni 

massan mukaisesti 1:10. Puskurissa oli käytetty NP-40:n sijasta Triton x-100:aa. Lisäk-

si näytepuskuriin oli lisätty proteaasi-inhibiittori-tabletti (PierceTM Protease inhibitor Mini 

Tablets).  Putkiin lisättiin myös 3 kpl suurta homogenointihelmeä/putki. Putket laitettiin 

nestetypellä n. 0 ˚C:seen jäähdytettyyn homogenisaattoriin (Precellys 24 Lysis & Ho-

mogenization, Bertin Technologies) ja homogenisoitiin laitteen ohjelmalla 6000 rpm, 

3x5 sek. Osa homogenointiputkista hajosi tällä ajo-ohjelmalla. Näytteitä sentrifugoitiin 

(+ 4°C 20 min 12 000 g)  ja otettiin supernatantti talteen. 

Näytteiden kokonaisproteiinipitoisuus määritettiin BCA-kitillä  (Pierce BCA Protein As-

say Kit, Thermo Scientific), minkä jälkeen näytteet laimennettiin laemmlipuskuriin siten, 

että 10 µl:ssa valmista näytettä oli 20 µg kokonaisproteiinia.  Näytteitä keitettiin laemm-

lipuskurissa 95 C:ssa 5 min. Ne vorteksoitiin ennen ja jälkeen keittämisen ja ne olivat 

tässä vaiheessa valmiita näyteajoon. Näytteet voitiin vaihtoehtoisesti tässä vaiheessa 

pakastaa ja sulatuksen yhteydessä keitettiin vielä uudestaan +95 °C:ssa 5 min ajan. 

Näytteenkäsittelyn ja kokonaisproteiinin jälkeen western blot -menetelmä seuraa varsi-

naisen kokeen protokollaa (liite 3).  

Käytetty vasta-aine ACE1:n määrittämiseen oli Abcam Anti-Angiotensin Converting 

Enzyme 1, Rabbit polyclonalantibody - N-terminal ab182770.  Valmistaja ilmoittaa vas-

ta-aineen tunnistavan hiiren, rotan ja ihmisen ACE1-proteiinin. Vasta-aineen immuno-

geeni, eli vasta-ainemuodostusta suoraan stimuloiva antigeeni, on synteettinen ihmisen 

ACE1 entsyymin N-terminaalisen pään peptidi. Valmistajan ilmoittama oletettu mole-

kyylipaino ACE1-proteiinille on 150 kDa ja suosituslaimennosalue vasta-aineelle 

1:1000 – 1:5000.  
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Vasta-ainepitoisuuksia kokeiltiin laimennosalueella 1:500 – 1:5000 pitäen kokonaispro-

teiini 20 µg:ssa totaalitilavuudessa 10 µl tai 20 µl riippuen käytetyn SDS-PAGE -geelin 

kaivontilavuudesta. Proteiinien siirtoa akryyliamidigeeliltä membraanille kokeiltiin 

Trans-Blot® Turbo™ -laitteen eri blottausohjelmilla (mm High MW, valmistajan suositus 

yli 150 kDa:n proteiineille, ja Mixed MW joka soveltuu proteiineille kokoluokassa 5-150 

kDa). Myös näytteen denaturointia kokeiltiin alhaisemmassa 80 ˚C:n lämpötilassa sen 

varalta, että keitto lähellä 100 ˚C lämpötilaa aiheuttaisi tutkittavan proteiinin pilkkoutu-

misen. Sekundaari-vasta-aine (Goat Anti-Rabbit IgG (H + L)-HRP Conjugate #170-

6515) laimennettiin 1:3000 TBST-puskurissa (liite 1). Sigma-aldrich, Anti-Rabbit IgG 

(whole molecule)–Peroxidase antibody produced in goat A0545  -vasta-ainelaimennos 

oli 1:10 000.  

Latauskontrollina (loading control) käytettiin beta-aktiinille spesifistä vasta-ainetta  San-

ta Cruz, β-Actin Antibody (C4) mouse monoclonal IgG1 sc-47778, jota käytettiin lai-

mennoksella 1:1000. Sekundaari vasta-aineena käytettiin R&D Systems, HAF007 Goat 

Anti-Mouse, HAF007 laimennoksella 1:1000. Latauskontrollia käytetään varmistamaan, 

että näytettä on pipetoitu geelille tasaisesti samat määrät kaivoihin. Tämä on erityisen 

tärkeää kun vertaillaan proteiiniekspressiota eri näytteiden välillä kuten tässä tapauk-

sessa. Latauskontrollin tulisi olla näytteiden välillä tasaisesti ekspressoituva proteiini.  

Western blot -analyysi ACE1- ja ACE2 -vasta-aineilla 

Hiirikokeesta saatujen ohut- ja paksusuolinäytteiden ACE1 -ja ACE2 -

proteiiniekspressiot pyrittiin mittaamaan pystytetyllä western blot -menetelmällä. Kont-

rollinäytteinä käytettiin kontrolliryhmän hiirien munuais- ja keuhkonäytteitä, joissa pitäisi 

olla runsaasti ACE1- ja ACE2 -proteiinia. ACE1:n (Abcam ab182770) primaarivasta-

aine laimennettiin 1:1000 ja ACE2:n (Sigma-Aldrich, Anti-ACE2 rabbit, SAB3500346) 

primaarivasta-aine laimennettiin 1:500. Näytteen kokonaisproteiinipitoisuus geelin 

kuoppaa kohden oli 20 µg. Näytteiden käsittely ja kokonaisproteiinin määritys on kuvat-

tu kappaleissa 3.2 ja 3.3. Geeleinä käytettiin valmiita kaupallisia geelejä (Bio Rad, Mini 

PROTEAN TGX 7,5%), sekä itse valmistettuja akryyliamidigeelejä (liite 4). Sekundaari-

vasta-aineena käytettiin Sigma-Aldrich, Anti-Rabbit IgG (whole molecule)–Peroxidase 

antibody produced in goat laimennoksella  1:10 000. Latauskontrollina käytettin beta-

aktiinille spesifistä vasta-ainetta  Santa Cruz, β-Actin Antibody (C4) mouse monoclonal 

IgG1 sc-47778, joka laimennettiin 1:1000. β-aktiinin sekundaarivasta-aineena käytettiin 
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R&D Systems, HAF007 Goat Anti-Mouse, HAF007 laimennoksella 1:1000. Menetelmä 

suoritettiin liitteen 3 protokollan mukaisesti.  

4.5 RT-qPCR 

Kvantitatiivisella käänteistranskriptiopolymeraasiketjureaktiolla, eli RT-qPCR-

menetelmällä tutkittiin opinnäytetyön eläinkoesarjan geeniekspressiota kaikkien tutkit-

tavien komponenttien osalta. Näytteinä käytettiin  ohut- ja paksusuolinäytteistä eristet-

tyä ja puhdistettua RNA:ta (kappale 3.2). Jokaisesta hiirikokeen kolmesta ryhmästä, 1. 

kontrolliryhmä, 2. tulehdusryhmä (3 % DSS) ja 3. tulehdusryhmä (5 % DSS) otettiin 5 

näytettä geeniekspressioanalyysiä varten.  Kuvassa 5 on esitetty RT-qPCR analyysin 

työvaiheet. 

 

Kuva 5 RT-qPCR-analyysin työvaiheet 
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Alukkeiden suunnittelu 

 

Ensimmäinen työvaihe oli tutkittaville kohdegeeneille spesifisten alukkeiden suunnitte-

lu. Primerit suunniteltiin NCBI:n Primer-BLAST-ohjelmalla. Monistettavat alueet eli 

amplikonit on esitetty taulukossa 2. Alukeparien sekvenssit ovat liitteessä 5.  

 

Taulukko 2 Monistettavat amplikonit 

Geeni NCBI tietokantanumero 

ACE1 NM_207624.5 

ACE2 NM_001130513.1 

TNFα NM_007393.3 

LRH-1 NM_030676.3 

CYP11B1 NM_001033229.3 

β-aktiini NM_007393.3 

Rplp0 NM_007475.5 

S18 NR_003278.3 

 

Primer-BLAST-ohjelmasta asetettiin monistuvan PCR-tuotteen eli amplikonin kooksi 80 

- 120 bp. Alukkeiden sulamispisteeksi (Tm) asetettiin +60 °C ja suurimmaksi lämpötila-

poikkeamaksi ehdotettuihin alukepareihin 1 °C. Monistettavien alukkeiden koot asetet-

tiin välille 18 – 25 bp optimaalisen pituuden ollessa 20 bp. Alukkeiden GC -

pitoisuudeksi asetettiin viiteväli 40 - 60%. Alukkeiden optimaaliseksi dNTP-

konsentraatioksi asetettiin 0,2 mM. Alukkeet suunniteltiin siten, että alukeparin väliin 

jää ainakin yksi introni monistumiskohtaa vastaavassa geenissä. Näin ollen pystytään 

erottamaan monistunut mRNA ja genominen DNA toisistaan, koska jälkimmäisen muo-

dostama monistumistuote on intronin takia pidempi. Intronin pituus pyrittiin saamaan 

aina ainakin 1000 bp:n pituiseksi. Mainittujen Primer-BLAST -asetuksien lisäksi muut 

parametrit pidettiin oletusasetuksissa. 

Yllä mainittujen Primer-BLAST asetusten palauttamat alukepariehdotukset tarkistettiin 

vielä IDT:n  OligoAnalyzer 3.1 -verkko-ohjelmistolla. OligoAnalyzerilla tarkistettiin aluk-

keiden mahdollisesti muodostamat ”self-dimer” -rakenteet. Dimer-rakenteet, joita poly-

meraasit pystyvät pidentämään 3’ päästä ovat kriittisiä alukkeiden suunnittelussa. Esi-

merkiksi kuvassa 5 oleva dupleksi-rakenne pystyy pitenemään 3’ päästä. 
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 5' GAAGGCTTTGGCGACGCGT 

                 ||||||          

 3'              TGCGCACGTATA 

Kuva 5 Dupleksirakenne pystyy pidentymään juosteen 3’ päästä. 

 

Kuvan 6 dupleksirakenne ei pysty pidentymään. 

 

 5'                 TACGTAGTTGGTCTCCCTG 

                    ||||||  

 3'   TCCCTCTGGTTTCGATGCAT 

Kuva 6 Dupleksirakenne ei pysty pidentymään. 

On havaittu, että kaksi toisilleen komplementaarista emästä alukkeen 3’ päässä kuvan 

5 kaltaisessa tilanteessa ei ole vielä tarpeeksi vakaa polymeraaseille. Tämän pohjalta 

kaikki alukkeet, jotka sisälsivät 3 tai enemmän komplementaarisia nukleotideja itsensä 

kanssa alukkeen 3’ -päässä hylättiin alukkeen suunnittelussa. Myös alukkeita, joissa oli 

useita peräkkäisiä G pareja, yritettiin välttää. G-parit lisäävät mahdollisten ei toivottujen 

rakenteiden vakautta. [17.]  

Geeniekspressiota tutkiessa tulokset, eli tässä tapauksessa tutkittavan kohdegeenin 

koodaavan mRNA:n määrä, täytyy suhteuttaa johonkin. Suosituin tapa on käyttää si-

säisiä kontrolligeenejä (ns. housekeeping-geenit tai endogeeniset kontrolligeenit), jotka 

ekspressoituvat optimaalisessa tilanteessa tasaisesti näytteiden välillä erilaisista näyt-

teen käsittelyistä huolimatta. Käyttäessä kontrolligeenejä normalisointiin, huomioidaan 

myös mitattavan lähtömateriaalin määrä ja vaihtelu näytematrsiisin kudostyypissä ja 

solujakaumassa. Esimerkiksi normalisoitaessa totaali-RNA:n määrään ei oteta huomi-

oon rRNA:n ja mRNA:n välistä jakaumaa totaali RNA:ssa. Lisäksi usein käytettävää 

absorbanssin mittausta aallonpituudella 260 nm ei voida pitää riittävän tarkkana ja luo-

tettavana menetelmänä normalisointiin. [16.] 

Vaikka kontrolligeenien oletetaan ekspressoituvan tasaisesti, on havaittu että niiden 

ekspressioissa saattaa olla todellisuudessa huomattavia eroja. Tästä syystä on suosi-

teltavaa käyttää useampaa kuin yhtä kontrolligeeniä ekspressiotasojen normalisointiin, 

koska tulosten luotettavuus on täysin kiinni kontrolligeenin tasaisesta ekspressiosta. 

Käyttämällä useaa kontrolligeeniä, jotka todistetusti ekspressoituvat tasaisesti, saa-

daan tuloksiin RT-qPCR:n herkkyyden ja dynaamisen alueen edellyttämää luotetta-
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vuutta. [16.] Suunnitelluista alukepareista β-aktiini, Rplp0 ja S18 toimivat sisäisinä kont-

rolligeeneinä näytesarjassa. Taulukossa 3 on esitelty ne lyhyesti.  

Taulukko 3 Käytetyt endogeeniset kontrollit 

β-aktiini 

 

β-aktiini muiden aktiinien ohella on erittäin 

konservoitunut proteiini, joka ekspressoi-

tuu kaikissa eukarioottisoluissa. β-aktiini 

on solun tukirankaproteiini, joka osallistuu 

mm. solun motiliteetin ja fagosytoosin 

säätelyyn. [12; 13.] 

Rplp0 

 

Rplp0 on LP10 -suvun ribosomaalinen 

proteiini, joka sijaitsee sytoplasmassa 

sekä tumassa. Rplp0 on ribosomin 60S 

alayksikön komponentti. Rplp0 proteiinia 

koodaavassa 36B4 -geeniä vastaavassa 

cDNA -sekvensissä on erittäin konservoi-

tuneita alueita 5’ pään avoimessa lukuke-

hyksessä kauttaaltaan kudostyypistä tai 

eläinlajista riippumatta. On myös huomat-

tu, että sekvenssin vastaavuus eri eläinla-

jien välillä on huomattavan suuri. [14; 15.] 

18S 

 

18S ribosomaalinen RNA sekvenssi valit-

tiin, koska ribosomaalista RNA:ta koo-

daavat sekvenssit sisältävät hyvin kon-

servoituneita alueita. 
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RNA:n kääntö cDNA:ksi ja qPCR-mittaukset 

Koska RT-qPCR suoritettiin niin sanotulla kahden vaiheen reaktiolla (RNA käännetään 

ensin cDNA:ksi ja sitten ajetaan qPCR spesifisillä alukkeilla), täytyi puhdistettu RNA 

kääntää ensin cDNA:ksi. Kääntö suoritettiin kaupallisella kitillä: Bio rad, iScript™ cDNA 

Synthesis Kit, cat# 170-8891 kitin ohjeiden mukaisesti. Näytteet laimennettiin 20 µl:n 

totaalitilavuuteen siten, että reaktioon käytettiin 1 µg totaali-RNA:ta. Näytteet laimen-

nettiin vielä edelleen suhteessa 1:5. Käännetty ja laimennettu cDNA oli nyt valmis 

templaatiksi qPCR -mittauksiin ja toimi ns. nollalaimennoksena. 

Käytetty laite qPCR-mittauksiin oli Roche LightCycler® 480 Instrument II. Näytteet pi-

petoitiin Rochen valmistamille valkoisille 384-kuoppalevyille. Käytetty master-mix oli 

LightCycler® DNA Master SYBR Green I. Näytteen totaalitilavuus/kuoppa oli 10 µl, 

johon pipetoitiin aina 5 µl SYBR Green master mixia, 0,25 µl forward-aluketta, 0,25 µl 

reverse-aluketta ja 3,5 µl PCR-laatuista vettä. Alukkeet oli laimennettu pitoisuuteen 10 

µM. Templaatin määrä/kuoppa oli 1 µl. Pipetoinnit suoritettiin huoneenlämmössä siten, 

että ensin pipetoitiin master-mix jokaiseen kuoppaan ja sen jälkeen templaatti. Temp-

laatti pipetoitiin kuopan kylkeen, jotta saatiin visuaalinen varmistus siitä, että templaatti 

oli pipetoitu kuoppaan. Kun master-mix ja templaatti oli pipetoitu, laitettiin kuoppalevyn 

päälle ”plate-sealer” ja sentrifugoitiin master-mix ja templaatti kuoppalevyn kuoppien 

pohjalle 2250 g, 20 s. Kuoppalevy säilytettiin +4 °C:n lämpötilassa yön yli ja sentrifugoi-

tiin ja ajettiin qPCR-laitteella seuraavana aamuna. Laitteessa käytetyt ajoparametrit on 

esitetty taulukossa 4. Denaturaatio, annealing ja elongation -sykli toistettiin 45 kertaa ja 

sulamispiste -analyysi kerran. 

Taulukko 4 Ajoparametrit 

Syklin vaihe Lämpötila Aika 

Denaturaatio 95 °C 10 s 

Sitoutuminen (annealing) 60 °C 20 s 

Pidennys (elongation) 72 °C 5 s 

Sulamislämpötila-analyysi 95 °C 5 s 

 60°C 60 s 

 95 °C 15 s 
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Ensimmäinen suoritettu mittaussarja oli alukkeiden tehokkuuden testaaminen. Alukkei-

den tehokkuus määritetään tekemällä templaatista laimennossarja. Ct arvojen, ja lai-

mennoksen konsentraation logaritmisen arvon muodostavan suoran kulmakertoimen 

perusteella lasketaan tehokkuusarvo. Tässä työssä templaatin laimennossarjat tehtiin 

1:2 laimennossarjalla sekä 1:5 laimennossarjalla aina tehden 5 eri laimennosta. Lai-

mennokset pipetoitiin triplikaatteina. 

Alukkeiden tehokkuus määritetään, jotta voidaan varmistua, että alukkeet monistavat 

spesifisesti haluttua tuotetta templaatista. Lisäksi alukkeiden tekokkuutta laskevat eri-

laiset primer-dimer-rakenteet, jotka kilpailevat halutun tuotteen muodostumisen kanssa. 

Alukkeiden hyvä tehokkuus on tärkeää erityisesti silloin, kun halutaan tarkkoja tuloksia 

vasta yli 35 syklin jälkeen monistuvista PCR-tuotteista. Varsinaiset ekspressiotasojen 

eroja vertailevat mittaukset tehtiin laimentamalla templaatti suhteessa 1:10. [18.] 

  

4.6 ELISA 

Tässä työssä tutkittiin ACE1-entsyymiä kaupallisella ELISA-kitillä: DuoSet ELISA Deve-

lopment system, mouse ACE, cat# DY1513. Mittaukset suoritettiin kitin ohjeiden mu-

kaisesti (DuoSet ELISA Development system, mouse ACE, cat# DY1513, 751870.1, 

9/10). Näytteinä käytettiin hiirikokeen ohut- ja paksusuolinäytteitä, joita otettiin ELISAa 

varten 8 jokaisesta käsittelyryhmästä (kontrolli, 3 % DSS ja 5 % DSS). Näytteiden kä-

sittely ja kokonaisproteiinin määritys on kuvattu kappaleissa 3.2 ja 3.3. Näytteet lai-

mennettiin 1:1000 -suhteessa kitin reagent diluentiin (liite 1) ja pipetoitiin duplikaatteina 

kuoppalevylle. ACE1 -standardista tehtiin 7 pitoisuuden  1:2 -suhteinen laimennossarja 

alueelle 6000 pg/ml – 93,75 pg/ml. Standardit pipetoitiin duplikaattina. Lisäksi pipetoitiin 

nollanäyte ilman standardia. Nollanäyte ja standardinäytteet laimennettiin reagent di-

luent -liuokseen,  
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5 Tulokset 

5.1 Western blot -optimoinnin tulokset 

ACE1 western blot 

ACE1-vasta-aineilla inkuboidut näytteet hiirikokeen ohutsuolihomogenaateista on esi-

tetty kuvassa 6. Vasta-aineen valmistajan ilmoittama molekyylipaino ACE1-proteiinille 

on noin 150 kDa [20]. Ctrl on kontrolliryhmän näyte, 3 % on 3 % DSS -juoton saaneen 

ryhmän näyte ja 5 % on 5 % DSS -juoton saaneen ryhmän näyte. Näytteitä on 2 per 

käsittelyryhmä. Munuainen on kontrolliryhmän hiiren munuaisnäyte. M1 on PageRuler 

Plus -proteiinistandardi (cat# 26619), ja M2 on Precision Plus Protein™ Kaleidosco-

pe™ -proteiinistandardi (cat#161-0375).  

 

Kuva 6 ACE1 -inkuboidut ohutsuolihomogenaatit. 20 µg kokonaisproteiinia/kaivo. 

 

Kuvassa 6 esitetyt ACE1-vasta-aineet poistettiin (ohutsuolihomogenaattinäytteet,), ja 

membraani detektoitiin uudelleen β-aktiini-vasta-aineella. Vasta-aineen valmistajan 

ilmoittama β-aktiinin molekyylipaino on 43 kDa. (kuva 7) 

 

Kuva 7 Ohutsuolihomogenaattinäytteet inkuboitu β-aktiini-vasta-aineella (latauskontrolli). 20 µg 
kokonaisproteiinia/kaivo. 



26 

     

Kuvassa 8 ACE1-vasta-aineilla inkuboidut näytteet hiirikokeen 

paksusuolihomogenaateista. Näytteet samat ja toteutettu ohutsuolihomogenaatti-

blottauksessa mutta käytettiin 8 % akryyliamidigeeliä (liite 4). 

 

Kuva 8 ACE1-vasta-aineilla inkuboidut näytteet hiirikokeen paksusuolihomogenaateista. 20 µg 
kokonaisproteiinia/kaivo. 

 

Kuvassa 8 esitetyt ACE1-vasta-aineet poistettiin (paksusuolihomogenaattinäytteet), ja 

membraani detektoitiin uudelleen β-aktiini-vasta-aineella (kuva 9.). 

 

Kuva 9 Paksusuolihomogenaattinäytteet inkuboitu β-aktiini-vasta-aineella (latauskontrolli). 20 µg 
kokonaisproteiinia/kaivo. 

Kuvat 6 ja 8 osoittavat, että ohutsuolinäytteissä tai paksusuolinäytteissä ei ole spesifis-

tä bandia n. 150 kDa:n kohdalla, jossa ACE1:n pitäisi näkyä. Kuvat 7 ja 9 osoittavat, 

että  β-aktiini sen sijaan näkyy hyvin sille spesifisellä vasta-aineella.  Ohutsuolihomo-

genaatti-membraanissa (kuva 6) on havaittavissa joitain haaleita bandeja oikealla alu-

eella, mutta niitä ei voi riittävällä varmuudella tulkita ACE1-proteiiniksi. 
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ACE2 western blot 

ACE2-vasta-aineilla inkuboidut näytteet hiirikokeen ohutsuolihomogenaateista on esi-

tetty kuvassa 10. Vasta-aineen valmistajan ilmoittama molekyylipaino ACE2-proteiinille 

on noin 100 kDa. Näytteet ovat samat kuin ACE1-vasta-aineilla inkuboidussa blottauk-

sessa erotuksena, että tässä on mukana myös keuhkonäyte kontrolliryhmän hiirestä. 

Käytetty geeli SDS-Pagessa oli Bio rad Mini-Protean TGX 7,5% cat#456-1023.   

 

Kuva 10 ACE2-vasta-aineilla inkuboidut näytteet hiirikokeen ohutsuolihomogenaateista. 20 µg ko-
konaisproteiinia/kaivo. 

Kuvassa 10 esitetyt ACE2-vasta-aineet poistettiin (ohutsuolihomogenaattinäytteet,), ja 

membraani detektoitu uudelleen β-aktiini-vasta-aineella (kuva 11). 

 

Kuva 11 Ohutsuolihomogenaattinäytteet inkuboitu β-aktiini-vasta-aineella (latauskontrolli).  20 µg 
kokonaisproteiinia/kaivo. 

 

ACE2-vasta-aineilla inkuboidut näytteet hiirikokeen paksusuolihomogenaateista on 

esitetty kuvassa 12. Näytteet ovat samat ja samalla tavalla toteutettu kuin ACE2-

ohutsuolihomogenaatti-blottauksessa. Esimerkkinä koko membraani.   
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Kuva 12 ACE2-vasta-aineilla inkuboidut näytteet hiirikokeen paksusuolihomogenaateista. 20 µg 
kokonaisproteiinia/kaivo. 

 

Kuvassa 12 esitetyt ACE2-vasta-aineet poistettiin (paksusuolihomogenaattinäytteet), ja 

membraani detektoitiin uudelleen β-aktiini-vasta-aineella (kuva 13). 

 

Kuva 13 Paksusuolihomogenaattinäytteet inkuboitu β-aktiini-vasta-aineella. 20 µg kokonaisproteii-
nia/kaivo. 

Myöskään ACE2 (noin 100 kDa) ei näy spesifisenä signaalilla ohutsuolinäytteissä tai 

paksusuolinäytteissä (kuvat 10 ja 12). Tilanne on sama kuin ACE1-bloteissa, eli β-

aktiini näkyy (kuvat 11 ja 13), mutta varsinainen tutkittava proteiini ACE2 ei. Vasta-aine 

-pitoisuuksia kokeiltiin kummankin vasta-aineen kohdalla laajalla skaalalla kontrollinäyt-

teiden kanssa, ja optimoinnissa otettiin huomioon myös blottauksen teho (varmistettiin 
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isojen proteiinien siirtyminen geeliltä membraanille) ja proteiinien denaturointilämpötila. 

Western blot -protokollan toimivuuden puolesta puhuu se, että β-aktiini saatiin onnis-

tuneesti näkymään spesifisenä signaalina. Kun otetaan vielä huomioon se, että näyt-

teiden käsittely tehtiin NP40-puskurin ja sitä seuraavan lyysauksen ohella myös kau-

pallisella kitillä sen ohjeiden mukaisesti, on todennäköistä että vasta-aineiden toimi-

vuudessa on ongelmia ACE1- ja ACE2 -proteiinien tunnistuksen suhteen käytettyjen 

näytteiden kohdalla.  

5.2 ELISA -tulokset 

ACE1-määrityksessä kuoppalevyltä luettiin absorbanssit aallonpituuksilla 450 nm ja 

540 nm. Absorbanssit aallonpituudella 540 nm vähennettiin 450 nm absorbansseista. 

Tämä aallonpituuslukemakorjaus ottaa huomioon kuoppalevyn optiset virheet. Tämän 

jälkeen nollanäytteen absorbanssi vähennettiin kaikista tuloksista. Standardikuvaaja 

piirrettiin laskemalla absorbansseista ja pitoisuuksista ensin kymmenkantaiset logarit-

mit. Näillä arvoilla piirrettiin standardikuvaaja absorbanssi-arvoista konsentraation funk-

tiona (kuva 14). 

 

Kuva 14 Ohutsuolinäytteiden mittauksessa käytetty standardisuora 

y = 0,943x - 3,3213 
R² = 0,9977 
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Näytteiden absorbansseista otettiin samaan tapaan 10-kantaiset logaritmit ja sovitettiin 

suoralle. Ratkaistiin standardisuoran yhtälön perusteella näytteiden pitoisuudet. Näyt-

teiden ACE1-konsentraatiot jaettiin näytteistä määritetyillä kokonaisproteiini-

konsentraatioilla, jolloin tulokset saatiin muodossa µg:aa ACE1-proteiinia mg:ssa koko-

naisproteiinia (kuva 15). Samat laskut tehtiin paksusuolinäytteille (kuva 15), jonka mää-

rityksessä käytetyssä standardisuorassa  R² = 0,9952. Tuloksissa kaikkien kolmen kä-

sittelyryhmän ACE1 pitoisuudet (n=8). Pylväät ja pystyjanat kuvaavat keskiarvoa ja 

keskiarvon keskivirhettä (SEM).   

 

Kuva 15 ACE1 µg/mg kokonaisproteiinia ohut- ja paksusuolinäytteissä, n=8. Pystyjana = SEM. 

ACE1 ELISA-määritysten perusteella käsittelyryhmien (kontrolli, 3 % DSS, 5 % DSS) 

välillä ei ole merkitsevää eroa. ACE1-pitoisuudet ovat ryhmien välillä otoksen keskivir-

heiden sisällä.  
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5.3 RT-qPCR-tulokset 

Alukkeiden tehokkuus ja sulamispiste-analyysi 

Amplikoneita TNFα ja CYP11B1 monistavien alukkeiden tehokkuus laskettiin tekemällä 

cDNA:sta laimennossarja 1:2, 1:4,1:8, 1:16 ja 1:32. Amplikoneiden β-aktiini, Rplp0, 

S18, ACE1, ACE2 ja LRH1 monistustehokkuus laskettiin tekemällä cDNA:sta laimen-

nossarja 1:5, 1:25, 1:125, 1:625. Jokaiselle alukkeelle piirrettiin kuvaaja Ct arvoista 

konsentraation kymmenkertaisen logaritmin funktiona. Tehokkuus (E) lasketaan kuvaa-

jan kulmakertoimen (S) perusteella kaavalla 1:  

𝐸 = 10
−1

𝑆       [1] 

Tulos muutetaan prosenttimuotoon kaavalla 2: 

(𝐸 − 1) ∗ 100     [2] 

taulukossa 5 näkyy PCR -tehokkuus tietyille alukepareille. 

Taulukko 5 PCR -tehokkuus tietyille alukepareille 

Aluke Tehokkuus (E)  

ACE1 80 % 

ACE2 105 % 

TNFα 94 % 

LRH-1 65 % 

CYP11B1 90 % 

β-aktiini 90 % 

Rplp0 93 % 

S18 76 % 
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Optimaalisesti tehokkuus on 90 - 100 %. Myös hieman yli 100 %:n tehokkuudet ovat 

hyväksyttäviä. Kuten tuloksista nähdään, alukkeet S18, β-aktiini, LRH-1 ja ACE1 eivät 

täytä näitä kriteereitä. [18; 37.] 

Lisää informaatiota alukkeiden toiminnasta saadaan sulamispisteanalyysistä (liite 6). 

Alukkeet β-aktiini, S18, Rplp0, ACE1, ACE2 ja CYP11B1 näyttäisivät sulamispisteana-

lyysin perusteella monistavan yhtä spesifistä tuotetta. Alukkeet LRH-1 ja TNFα monis-

tavat epäspesifisesti jotain muuta. Tämä ilmenee kuvaajassa useampana piikkinä. 

Esimerkkinä LRH-1:n sulamispisteanalyysi (kuva 16).  

 

Kuva 16 LRH-1 sulamispisteanalyysi. 

 Kuten tuloksista havaitaan, hyvä tehokkuus ei välttämättä todista alukkeen monistavan 

spesifisesti haluttua tuotetta. TNFα:n sulamispisteanalyysi osoittaa sen monistavan 

useampaa kuin yhtä tuotetta vaikka sen tehokkuus oli hyvä, 94 %.  

Ekspressioiden mittaukset 

Korjaamattomia tuloksia eli Ct-arvoja käsiteltiin laskemalla ensiksi jokaisen käsittely-

ryhmän biologisten (käsittelyryhmän hiiren näyte) ja teknisten replikaattien (triplikaatti-

pipetoinnit) keskiarvot jokaiselle amplikonille. Jokaiselle amplikonille saatiin siis kolme 
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Ct-keskiarvoa: kontrolli, 3 % DSS ja 5 % DSS. Seuraavaksi laskettiin jokaiselle ampli-

konille joka käsittelylle kontrollin ja käsittelyryhmän erotusta kuvaava arvo, delta-Ct 

(dCt).  Tehokkuus arvot korotettiin potenssiin dCt-arvoilla joihin viitataan termillä relati-

ve quantity (RQ) (kaava 3). 

𝑅𝑄 = 𝑎𝑙𝑢𝑘𝑘𝑒𝑒𝑛 𝑡𝑒ℎ𝑜𝑘𝑘𝑢𝑢𝑠𝑑𝐶𝑡   [3] 

Jokaiselle käsittelyryhmälle laskettiin kontrolligeenien muodostama yhtenen normali-

saatiotekijä (NF). Käsittelyryhmän normalisaatiotekijä on kyseisen käsittelyryhmän jo-

kaisen kontrolligeenin RQ-arvojen geometrinen keskiarvo (kaava 4).  

𝑁𝐹 =  (𝑗 ∗ 𝑛 ∗ 𝑘)
1

3     [4] 

j  = 1. kontrolligeenin RQ 

n = 2. kontrolligeenin RQ 

k = 3. kontrolligeenin RQ 

Viimeisenä RQ-arvo jaetaan kyseisen käsittelyryhmän NF-arvolla, jolloin saadaan NRQ 

arvo (normalisoitu suhteellinen pitoisuus). Näin kontrolliryhmän NRQ-arvo on aina 1, 

johon käsittelyryhmän arvoa verrataan (kaava 5). 

𝑁𝑅𝑄 =
𝑅𝑄

𝑁𝐹
     [5] 

Seuraavassa kuvaajat tutkittavien komponenttien suhteellisista ekspressioista (kuvat 

17 - 21). Virhepylväänä SEM, joka on biologisten replikaattien NRQ-arvojen keskiarvo-

jen keskivirhe.  
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Kuva 17 ACE1:n suhteellinen ekspressio ohut- ja paksusuolinäytteissä, n=5, pystyjana = SEM. 

 

 

Kuva 18 ACE2:n suhteellinen ekspressio ohut- ja paksusuolinäytteissä, n=5, pystyjana = SEM. 
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Kuva 16 TNFα:n suhteellinen ekspressio ohut- ja paksusuolinäytteissä, n=5, pystyjana = SEM. 

 

 

Kuva 20 LRH-1:n suhteellinen ekspressio ohut- ja paksusuolinäytteissä, n=5, pystyjana = SEM. 

 

 

 

 

 

 

-4

-2

0

2

4

6

8

10

Control 3 % DSS 5 % DSS

R
e
la

ti
v
e

 Q
u

a
n

ti
ty

 

TNFα 

Ohutsuoli Paksusuoli

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

Control 3 % DSS 5 % DSS

R
e
la

ti
v
e

 Q
u

a
n

ti
ty

 

LRH-1 

Ohutsuoli Paksusuoli



36 

     

 

Kuva 21 CYP11B1:n suhteellinen ekspressio ohut- ja paksusuolinäytteissä, n=5, pystyjana = SEM. 

RT-qPCR –määrityksissä ongelmaksi osoittautui biologisten replikaattien välinen hajon-

ta. NRQ-arvojen hajonta on liian suurta, minkä takia tilastollisesti merkittäviä eroja eks-

pressioeroista ei voida arvioida. 

6 Päätelmät 

Western blot on työläs menetelmä, jossa on paljon muuttujia, kun selvitetään syytä 

menetelmän toimimattomuuteen. Opinnäytetyön menetelmä saatiin käynnistettyä ja 

toimimaan luotettavasti  β-aktiinille spesifisellä vasta-aineella, mutta mielenkiinnon koh-

teena olleita ACE1- ja ACE2 -proteiineja ei pystytty määrittämään. Menetelmän voisi 

kehittää toimivaksi ACE1:lle ja ACE2:lle löytämällä ja käyttämällä spesifisesti toimivia 

primaari-vasta-aineita. Menetelmän tehokkuus on paljon kiinni juuri siitä, onko käytettä-

vissä toimivaksi todettuja spesifisiä vasta-aineita, mikä osoittautui opinnäytetyössä to-

dennäköiseksi virhelähteeksi menetelmän toimivuuden kannalta. Toinen mahdollinen 

syy menetelmän toimimattomuuteen voisi olla tutkittavien proteiinien hajoamien näyt-

teenkäsittelyssä. On kuitenkin epätodennäköistä, että kaikki tutkittava ACE1- ja ACE2 -

proteiini olisi hajonnut näytteenkäsittelyn ja western blot -ajon aikana.  

ELISA-menetelmä saatiin  toimimaan ACE1-proteiinille käytetyssä näytematriisissa. 

ELISA –määritysten perusteella käsittelyryhmien (kontrolli, 3 % DSS, 5 % DSS) välillä 

ei ole merkitsevää eroa. Paksusuolessa näyttäisi olevan noin kaksinkertainen määrä 
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ACE1-proteiinia ohutsuoleen verrattuna käytetyissä näytteissä. Ohut- ja paksusuoli-

näytteiden tulokset ovat kuitenkin eri mittauksista, joten niitä ei voi pitää täysin vertailu-

kelpoisina. Lisäksi vasta-aineen mahdollinen epäspesifinen sitoutuminen korostuu, kun 

näytematriisina on paksusuoli, joka sisältää ohutsuolta enemmän mittausta häiritseviä 

tekijöitä kuten esimerkiksi bakteereita. 

Tutkimusryhmän muissa kokeissa havaittiin, että ex-vivo –inkubaatiossa (kts. kpl. 4.1) 

ACE1:n pitoisuus kasvaa ajan funktiona näyteliuoksessa. Opinnäytetyön tulokset tuke-

vat hypoteesia, jossa ACE1 pystytään vapauttamaan solukalvolta inkuboinnin seurauk-

sena. Opinnäytetyön tuloksista ilmenee, että ACE1:n pitoisuudessa ei ole tilastollisesti 

merkitsevää eroa käsittelyryhmien välillä ennen inkubaatota.   

 Menetelmä on varsin nopea verrattuna western blot-menetelmään ja sisältää huomat-

tavasti vähemmän mahdollisia virhelähteinä. Toisaalta ELISA-menetelmän tehokkuus 

ja luotettavuus on lopulta kiinni vasta-aineen toimivuudesta kuten western blot-

menetelmässäkin. Vertailtaessa näitä kahta menetelmää ELISAn eduksi voidaan siis 

laskea erityisesti menetelmän nopeus.  

RT-qPCR-menetelmä saatiin käytännössä toimimaan. Alukkeiden laskennalliset tehok-

kuusarvot jäivät kokonaisuudessaan hieman toivottua alhaisemmiksi (taulukko 5) opti-

maalisen tehokkuuden ollessa yli 90 %. Sulamispiste-analyysin perusteella ainoastaan  

LRH-1:ä ja TNFα:aa vastaavat alukeparit monistavat epäspesifisesti jotain muuta tuo-

tetta. Muut alukeparit näyttävät sulamispiste-analyysin perusteella monistavan spesifi-

sesti haluttua tuotetta. Biologisten replikaattien välisen hajonnan suuruuden takia ei 

pystytty määrittämään, onko eri käsittelyryhmien välillä tilastollisesti merkitsevää eroa 

tutkittavien komponenttien kohdalla. Teknisten replikaattien eli kuoppalevylle pipetoitu-

jen rinnakkaisnäytteiden hajonta samoista biologisista näytteistä oli hyväksyttävällä 

tasolla. Menetelmää voisi kehittää suunnittelemalla yli 90 %:n tehokkuudella toimivat 

alukkeet ja saamalla biologisten replikaattien välisen hajonnan tasolle, millä voidaan 

vertailla käsittelyryhmien välisiä ekspressio-eroja tilastollisesti merkitsevällä tasolla.  
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Käytetyt puskuritliuokset 

 

NP40 Buffer 100 ml  

150 mM NaCl 

1% Triton X-100 

50 mM Tris-HCl, pH 8.0 

 

10X TBS, pH 7,6, 1000 ml 

24.23 g Trizma base 

80.06 g NaCl 

1000 ml MilliQ H20 

 

1X TBST 1000 ml 

100 ml 10X TBS 

1 g Tween20 

900 ml MilliQ H20 

 

Blokkauspuskuri 

2.5 g maitojauhetta 

50 ml TBST 

 

10 x PBS 1000 ml 

80 g NaCl 

2 g KCl 

14 g Na2HPO4 x 2H2O 

2 g KH2PO4 

 

Reagent diluent (ELISA-menetelmä) 

1 % BSA PBS:ssa 

 

Pesupuskuri (ELISA-menetelmä) 

0,05 % Tween 20 PBS:ssa 
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Krebs-puskuri pH 7,4 1000 ml 

6,95 g NaCL 

2,1 g NaHCO3 

2 g glukoosia 

1,6 ml 1 M CaCl2 

1,3 ml 3,5 M KCl 

0,16 g KH2PO4 

1,2 ml 1 M MgSO4 

0,1 ml 5M HCl 
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Kudosnäytteiden homogenisointi  

 

1. Jäädytetyt kudosnäytteet (hiiren ohut- ja paksusuoli) pidettiin jäässä kuivajäillä 

sillä välin, kun homogenisaattori (Precellys 24 Lysis & Homogenization, Bertin 

Technologies) jäähdytettiin noin 0 ˚C:seen jäähdytysyksikössä (Cryolys, Bertin 

Technologies) olevalla nestetypellä.  

 

2. Homogenointiputkiin laitettiin 4 pientä helmeä sekä 350 µl lyysaus-puskuria. 

Laitettiin putkiin 20 – 30 mg:n painoinen kudospala. Ravisteltiin putkea, jotta 

kudospala saataisiin heti lyysauspuskuriin homogenointiputken pohjalle. 

 

3. Laitettiin homogenointiputket homogenisaattoriin. Ajettiin laitteen ohjelmalla 

5400 rpm, 1 x 35 s. Ajo keskeytettiin kuitenkin aina noin 20 s ajon jälkeen. Pi-

demmät ja voimakkaammat homogenisointiohjelmat sekä etenkin isommat 

helmet rikkoivat satunnaisesti homogenointiputkia. Pienillä helmillä putket säi-

lyivät joka kerta ehjinä. 

 

4. Homogenaatit pipetoitiin Eppendorf-putkiin ja säilöttiin välittömästi kuivajäille. 
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Western blot -menetelmä 

Näytteenkäsittely ja kokonaisproteiini 

 

1. Näytteiden kokonaisproteiini määritettiin BCA-kitillä (Pierce BCA Protein Assay 

Kit, Thermo Scientific), minkä jälkeen näytteet laimennettiin näytepuskuriin si-

ten, että 10 µl:ssa valmista näytettä on 20 µl kokonaisproteiinia. Näytteet keitet-

tiin näytepuskurissa +95 °C:ssa 5 min. Näytteet vorteksoitiin ennen ja jälkeen 

keittämisen ja olivat tässä vaiheessa valmiita näyteajoon. Näytteet voitiin vaih-

toehtoisesti tässä vaiheessa pakastaa ja sulatuksen yhteydessä keitettiin vielä 

uudestaan +95 °C:ssa 5 min. 

 

SDS-PAGE ja blottaus 

 

2. SDS-PAGE-ajoa varten tehtiin geelit itse (8 - 10% Akryyliamidigeeli, liite 4), tai 

käytettiin valmiita  kaupallisia geelejä (Bio Rad, Mini PROTEAN TGX 7,5 %).  

Bioradin ajolaitteisto valmisteltiin asettamalla geelit laitteeseen ja kaatamalla 1x 

laimennettua ajopuskuria (Biorad Tris/glycine/SDS) sisäkammioon. Näytteet pi-

petoitiin geelille (10 µl/kaivo). Molekyylipainostandardia (PageRuler Plus Pres-

tained Protein Ladder 10-250K, Thermo Scientific)pipetoitiin 7 µl/kaivo.  Täytet-

tiin myös ulkokammio ajopuskurilla ja ajettiin 100 V:n jännitteellä ensin 15 min, 

jonka jälkeen ajettiin vielä noin 45 min 125 V:n jännitteellä.  

 

3. SDS-PAGE-ajon jälkeen siirryttiin suoraan blottaukseen, joka tehtiin laitteella 

Bio rad, Trans-Blot® Turbo™ Transfer System. Käytettiin laitteelle yhteensopi-

via PVDF-kalvoja (Bio rad, Trans-Blot® Turbo™ Mini PVDF Transfer Packs). 

Toinen geelin laseista irroitettiin ja geeli siirrettiin suodatinpaperipinon ja kalvon 

päälle. Asetettiin toinen suodatinpaperipino geelin päälle ja rullattiin ilmakuplat 

pois. Ajattiin blottausohjelma laitteen ”High MW”-ohjelmalla 

 

4. Blottauksen jälkeen membraani värjättiin ”Ponceau Red”-väriaineella. Mem-

braani upotettiin väriaineeseen ja inkuboitiin sitä ravistuksessa 10 min. Inku-

boinnin jälkeen huuhdeltiin membraania hieman vedellä, jolloin membraanilla 

olevat proteiinibandit näkyivät hieman paremmin. Kun  blottauksen onnistumi-

nen oli varmistettu, pestiin membraani väriaineesta  TBST:llä 4x5 min heiluris-

sa. Blotattu geeli värjättiin yön yli Coomassie-väriaineessa ja pestiin sen jälkeen 

vedellä, kunnes proteiinibandit erottuivat selkeästi. Näin pystyttiin havainnoi-

maan, oliko geelille jäänyt membraanille siirtymättömiä proteiineja.   

 

Blokkaus ja vasta-aineinkubaatiot  

 

Pesuvaiheen jälkeen membraani blokattiin blokkauspuskurissa ( 5 % maitojauhe-

TBST) 1 h 4 ˚C:ssa lievässä ravistuksessa. 
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5. Membraania inkuboitiin primaari-vasta-aineessa yön yli 4 ˚C:ssa lievässä ravis-

tuksessa. Vasta-aine laimennettiin blokkaupuskuriin.  

 

6. Membraania pestiin TBST:llä 4x5 min ravistuksessa. Otettiin detenktioreagens-

sit tässä vaiheessa tasaantumaan huoneenlämpöön.  

 

7. Membraania inkuboitiin sekundaari vasta-aineessa 1 tunti huoneenlämmössä 

ravistuksessa. Vasta-aine laimennettiin TBST:hen.     

 

Detektointi  

 

8. Membraania pestiin TBST:llä 4x5 min ravistuksessa. 

 

9. Sekoitettiin detektioreagenssit A ja B (Amersham ECL Plus western Blotting 

Detection Reagents) kitin ohjeiden mukaisesti suhteessa 1:40  falcon-putkessa 

ja pipetoitiin liuosta välittömästi membraanille niin, että pinta membraanin pinta 

peittyi kokonaan. Inkuboitiin 5 min. 

 

10. Asetettiin membraani kuvantamislaitteeseen (Fujifilm FLA-9000) ja kuvattiin 

membraani fluorescence ja ECL Plus-ohjelmalla PMT-asetuksella 300. Jos tut-

kittavat bandit olivat saturoituneet tai kuva oli liian tumma, kokeiltiin PMT -

asetusta 250. Jos taas kuva oli liian haalea, kokeiltiin korkeampia PMT -

asetuksia kuten 400 tai enemmän.  

 

Membraanin strippaus 

 

11. Kun kuvat olivat tallennettu, huuhdeltiin membraania TBST:ssä muutaman ker-

ran. 

 

12. Esilämmitettiin strippauspuskuri  60 ˚C:seen falcon-putkessa vesihauteessa. 

Käytettiin strippauspuskuria joka sisälsi seuraavasti reagensseja totaalitilavuu-

dessa 100 ml: 20 ml 10 % SDS, 12,5 ml 0,5 M tris-HCl pH 6.8, 67,5 ml milli-Q 

vettä, 0,8 ml 2-merkaptoetanoli. Asetettiin membraani kannelliseen muoviasti-

aan, jonne pipetoitiin noin 25 ml strippauspuskuria. Inkuboitiin 60 ˚C vesihau-

teessa noin 30 min. Välillä astiaa heilutellen. 

 

13. Inkubaation jälkeen huuhdeltiin membraania juoksevalla vedellä niin kauan, 

kunnes membraani ei haissut enää 2-merkaptoetanolilta.  

 

14. Membraania pestiin TBST:llä 4x5 min ravistuksessa. 

 

Membraani oli nyt valmis blokkaukseen ja vasta-aineinkubaatioihin kuten edellä. 
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Akryyliamidigeelit 

Alageeli 

 

Ylägeeli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H2O 4,63 ml 

1,5 M Tris-HCL pH 8,8 2,5 ml 

10 % SDS 100 µl 

30 % acrylamide/ bisacrylamide 2,7 ml 

10 % APS 60 µl 

TEMED 13 µl 

H2O 2,95  ml 

0,5 M Tris-HCL pH 6,8 1,25 ml 

10 % SDS 50 µl 

30 % acrylamide/ bisacrylamide 700 µl 

10 % APS 25 µl 

TEMED 20 µl 
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Käytetyt alukeparit 
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Sulamispisteanalyysit 

  

β-aktiini 

Rplp0 
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S18 

ACE1 
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ACE2 

 TNFα
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LRH-1

 

CYP11B1 


