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Suomalainen gelsoliiniamyloidoosi on suomalaiseen tautiperintdon kuuluva sairaus, jonka
kuvasi ensimmaisena silmalaakari Jouko Meretoja vuonna 1969. Autosomissa vallitsevasti
periytyvan sairauden tyypillisimmat oireet ovat sarveiskalvon verkkomainen rappeuma,
hitaasti eteneva kasvohermohalvaus ja ihon ennenaikainen I6ystyminen. Liséksi esiintyy
muun muassa sydan- ja munuaisoireita.

Suomalainen gelsoliiniamyloidoosi johtuu pistemutaatiosta gelsoliinia koodaavassa gee-
nissa. Gelsoliini on aktiinia muokkaava proteiini, josta on olemassa solunsiséinen ja so-
lunulkoinen muoto. Kumpaakin muotoa koodaa sama geeni. Geenimutaation vuoksi gelso-
liini pilkkoutuu vaarin, jonka seurauksena muodostuu amyloidogeenisia fragmentteja, joista
polymerisoituu liukenematonta amyloidia. Amyloidia kertyy eri kudoksiin, erityisesti ve-
risuonten seindmiin ja solujen tyvikalvoihin. Vain solunulkoisen gelsoliinin on havaittu
muodostavan amyloidogeenisia fragmentteja.

Opinnaytety® tehtiin Helsingin yliopiston kliinisen proteiinikemian yksikdssa Meilahdessa.
Tyon tarkoituksena oli selvittdé siledn lihaksen a-aktiinin vasta-ainetta kayttaen, 16ytyisikd
gelsoliiniamyloidoosia sairastavien ja kontrollina toimineiden terveiden ihmisten verisuoni-
naytteista eristetyista siledlihassoluista ja kudosleikkeistad eroja. Siledlihassolujen on ha-
vaittu tuottavan runsaasti solunsisaista gelsoliinia. Tytssa kaytettyja menetelmia olivat
western blot, solujen vasta-ainevarjays ja verisuonileikkeiden immunohistologinen varjays.

Western blot —menetelmalla karakterisoitiin tutkittavat solut eli tarkistettiin, etta tutkittavat
solut olivat siledlihassoluja eika fibroblasteja, jotka voivat helposti kontaminoida primaa-
risolukasvatuksen. Solujen vasta-ainevarjayksella saatiin esiin siledlihassolujen aktiiniran-
gat, joissa ei kuitenkaan havaittu eroja potilas- ja kontrollisolujen valilla. Verisuonileikkei-
den immunohistologisella varjayksella saatiin nakyviin seindmén keskikerros, joka koostuu
paaosin siledlihassoluista. Silealihassolujen havaittiin olevan epjarjestyksessa potilaan
verisuonen seindmassa, mika kertoi seinaman rakenteen hajoamisesta. Siledlihassolujen
maarissa seindman keskikerroksessa potilaan ja kontrollin valilla ei huomattu olevan eroa.

Avainsanat suomalainen gelsoliiniamyloidoosi, siledlihassolu, aktiini, vasta-
aine
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Finnish gelsolin amyloidosis belongs to the Finnish disease heritage, and it was discov-
ered by ophthalmologist Jouko Meretoja in 1969. The disease is autosomally dominantly
inherited. The main symptoms are corneal lattice dystrophy, slowly progressive cranial
neuropathy and abnormal skin laxity. Cardiac and renal abnormalities may occur among
other symptoms.

Finnish gelsolin amyloidosis is caused by a single base mutation in a gelsolin gene. Gel-
solin is an actin-modulating protein, which is expressed in an intracellular and an extracel-
lular form. Both of the forms are encoded by a single gene. Due to the mutation, gelsolin
misfolds, which leads to the formation of amyloidogenic fragments and eventually to amy-
loid. Amyloid accumulates in different organs, especially in blood vessel walls and in cellu-
lar basement membranes. The extracellular gelsolin solely forms amyloidogenic frag-
ments.

This thesis was carried out at Meilahti Clinical Proteomics Core Facility of the University of
Helsinki. The purpose of this thesis was to study smooth muscle cells and tissue sections
of gelsolin amyloidosis patients and healthy controls to find differences between them. The
samples were isolated from blood vessel samples. It has been observed that smooth mus-
cle cells produce high amounts of intracellular gelsolin. The methods used in this thesis
were Western blot, immunostaining of the cells and immunohistological staining of blood
vessel sections. The same primary antibody, anti-a smooth muscle actin, was used in all
methods.

The Western blot method was used to characterize the studied cells to verify that the cells
were smooth muscle cells instead of fibroblasts. Fibroblasts can easily contaminate prima-
ry cell culture. By immunostaining of the smooth muscle cells, it was possible to study actin
cytoskeletons of the cells. No differences were observed between the patient cells and
control cells. The blood vessel wall was analysed with immunohistological staining. The
middle layer consists mainly of smooth muscle cells. It was noticed that the smooth muscle
cells in the blood vessel wall of the patient were disoriented. The number of the smooth
muscle cells in the middle layer of the blood vessel wall was approximately the same be-
tween patients and controls.

Keywords Finnish gelsolin amyloidosis, smooth muscle cell, actin, anti-
body
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Lyhenteet

ABC avidiini-biotiinikompleksi (avidin-biotin complex)

anti-a-SMA silean lihaksen a-aktiinin vasta-aine (anti-a-smooth muscle actin)

BSA naudan seerumin albumiini (bovine serum albumin)
DAB 3,3’-diaminobentsidiini

DAPI 4’ 6-diamidino-2-fenyyli-indoli

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO dimetyylisulfoksidi

FBS naudan sikién seerumi (fetal bovine serum)

PBS fosfaattipuskuroitu suolaliuos (phosphate buffered saline)
PBST fosfaattipuskuroitu suolaliuos, jossa 0,1 % Tween-20
PFA paraformaldehydi

SDS natriumdodekyylisulfaatti (sodium dodecyl sulfate)
SMC silealihassolu (smooth muscle cell)
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1 Johdanto

Amyloidoosilla eli amyloiditaudilla tarkoitetaan elimiston tilaa, jossa kudoksiin ja elimiin
kertyy proteiinista tai sen osista perdisin olevaa liukenematonta materiaalia eli amy-
loidia. Sité voi muodostua esimerkiksi siten, etta proteiini laskostuu vaarin geenimutaa-
tion seurauksena ja pilkotaan virheellisesti, jolloin syntyy amyloidifragmentteja ja edel-
leen amyloidia. Amyloidia voi kertyd paikallisesti vain tiettyyn kohtaan elimistba tai
useisiin eri kudoksiin, jolloin kyseessa on systeeminen amyloidoosi. (Pettersson ym.
1999.)

Amyloiditaudeista tunnetuin on varmaankin Alzheimerin tauti. Siin& aivoihin hermosolu-
jen ulkopuolelle muodostuu amyloidiplakkeja, jotka vaurioittavat soluja vaikeuttaen tie-
donkasittelyd ja heikentden muistia. (Juva 2013.) Muita yleisia amyloidooseja ovat
kroonisiin tulehduksellisiin sairauksiin liittyva reaktiivinen amyloidoosi (AA-amyloidoosi),
kevytketjuamyloidoosi eli AL-amyloidoosi ja seniili ATTR-amyloidoosi. (Pettersson ym.
1999; Salonen 2013.)

Harvinaisempia amyloiditauteja ovat perinndélliset amyloidoosit, kuten suomalainen gel-
soliiniamyloidoosi. Se on autosomissa vallitsevasti periytyva sairaus, jossa geenimu-
taation seurauksena vaarin pilkkoutuneesta gelsoliiniproteiinista peraisin olevat amy-
loidogeeniset fragmentit kertyvat amyloidina elimistdn eri kudoksiin. Silman sarveiskal-
von verkkomainen rappeuma, hitaasti eteneva kasvohermohalvaus ja ihon poikkeava
|6ystyminen eli cutis laxa ovat taudille tyypillisimpia oireita. Tautiin ei ole spesifista hoi-
toa. (Kiuru-Enari & Haltia 2013.)

Tassa opinnaytetydssa oli tarkoituksena tutkia suomalaista gelsoliiniamyloidoosia sai-
rastavien ja kontrollina toimineiden terveiden ihmisten verisuoninaytteista eristettyja
siledlihassoluja ja kudosleikkeitd mahdollisten erojen Ioytamiseksi. Tydssa kaytettyja
menetelmi& olivat western blot, solujen vasta-ainevarjays ja verisuonileikkeiden immu-
nohistologinen varjays. Kaikissa menetelmissd kaytettin samaa primaarista, silean

lihaksen a-aktiinin vasta-ainetta.



2 Teoria

2.1 Suomalainen gelsoliiniamyloidoosi

Suomalaiseen tautiperintoon kuuluvan gelsoliiniamyloidoosin kuvasi ensimmaisena
silmalaakari Jouko Meretoja vuonna 1969 (Meretoja 1969). Meretojan tautinakin tun-
nettu sairaus periytyy autosomissa dominantisti, jolloin toisen vanhemmista ollessa
sairas puolet lapsista perii taudin. Taudin penetranssi eli ilmenemisyleisyys on 100 %,
eli kaikilla taudin puhkeamisién ylittaneilla tautimutaation kantajilla esiintyy oireita. Tau-
dinkantajia arvellaan Suomessa olevan lahes tuhat. (Meretoja 1976; Kiuru-Enari & Hal-
tia 2010.)

Meretojan (1976) tutkimuksen mukaan suuri osa suvuista, joissa amyloidoosia esiintyy,
on lahtdisin Etela-Hameen Lammilta tai Kymenlaaksosta. Erityisen monen amyloidipoti-
laan juuret ovat Kymenlaakson Valkealassa. Vaikka tauti 16ydettiin ja sitd on raportoitu
eniten Suomessa, sita esiintyy myos muualla Euroopassa, Aasiassa seka Pohjois- ja
Etela-Amerikassa (Kiuru-Enari & Haltia 2010).

Gelsoliiniamyloidoosi ilmenee verkkomaisena sarveiskalvorappeumana, hitaasti etene-
vand kasvohermohalvauksena ja ihon poikkeavana l6ystymisena (cutis laxa). Ensim-
maisena havaitaan yleensa sarveiskalvorappeuma silman biomikroskooppikuvaukses-
sa. Sarveiskalvon verkkomaisessa rappeumassa sarveiskalvon stroomaan kertyy amy-
loidia juoviksi muodostaen verkkomaisen kuvion. Amyloidijuovia l6ytyy etenkin sarveis-

kalvon reunaosista. (Meretoja, 1971; Kiuru-Enari & Haltia 2013.)

Sarveiskalvorappeuma alkaa yleensa 25-30 vuoden i&ssad, mutta siihen liittyvia sar-
veiskalvon haavaumia esiintyy tavallisesti vasta yli 40-vuotiailla. Yleisia oireita ovat
silmien kuivuminen, valonarkuus ja artyminen. Muita oireita ovat sarveiskalvon eroosiot
ja toistuvat tulehdukset. Sarveiskalvorappeuma voi aiheuttaa nakodkyvyn pysyvan heik-
kenemisen tai jopa sokeutumisen. Rappeumaan saattaa liittya myos muita silmataute-

ja, kuten avokulmaglaukoomaa ja kaihia. (Meretoja, 1971; Kiuru-Enari & Haltia 2013.)



Gelsoliiniamyloidoosi aiheuttaa useita neurologisia oireita, joista tyypillisin on aivoher-
mojen, etenkin kasvohermon, neuropatia. Neuropatia alkaa noin 30—40-vuotiaana ja se
etenee hitaasti johtaen kasvohermohalvaukseen. Halvaus voi alkaa toispuoleisena,
mutta kehittyy yleensa molemminpuoliseksi. Potilailla saattaa esiintya esimerkiksi kas-
voilla tuntohairiditd ja lihasten nykimista sekd kuulon alenemista. Vanhemmiten voi
esiintyd nielemisvaikeuksia ja syljen valumista. Gelsoliiniamyloidoosi vaikuttaa my6s
aareishermostoon aiheuttamalla potilaille muun muassa kasien ja jalkojen karkiosien
tuntohairioita, refleksien heikentymista ja lihasheikkoutta. Aareishermoston toimintahéi-

riét ovat kuitenkin usein lievia. (Kiuru-Enari & Haltia 2010; Kiuru-Enari & Haltia 2013.)

Ihon poikkeava loystyminen eli cutis laxa on tyypillinen gelsoliiniamyloidoosin aiheut-
tama oire, joka aikaansaa kasvonpiirteiden ennenaikaisen vanhenemisen. Yhdessa
kasvohermohalvauksen kanssa cutis laxa aiheuttaa gelsoliiniamyloidoosi-potilaille tyy-
pilliset kasvojen roikkuvat piirteet (kuva 1). Yli 40-vuotiailla potilailla iho on poikkeavan
I0ys&é usein pdanahan ja otsan alueella, vanhemmilla myds muualla kasvoissa, kasis-

sa ja selassa (kuva 1). Iho on kuiva ja kutiava ja mustelmia saattaa tulla helposti. Cutis

laxa rajoittaa kasvonilmeitd ja ndkokenttdd sekéd haittaa suun kayttéa mukaan lukien
puhumista. (Kiuru-Enari ym. 2005; Kiuru-Enari & Haltia 2013.)

Kuva 1. Cutis laxa eli ihon poikkeava l6ystyminen on gelsoliiniamyloidoosin tyypillinen oire,
joka aiheuttaa potilaalle kasvojen roikkuvat piirteet (vasemmanpuoleinen kuva). lho on hy-
vin l6ystynyttd myds muun muassa selassa (oikeanpuoleinen kuva). Sari Kiuru-Enarin ot-
tamat kuvat julkaistu potilaan luvalla (Kiuru-Enari ym. 2005).



Edella mainittujen oireiden liséksi gelsoliiniamyloidoosi voi aiheuttaa sydén- ja munu-
aisoireita. Keski-ikaisilla potilailla sydanongelmia esiintyy harvemmin kuin ik&antyneilla.
Munuaisoireet ovat heterotsygoottisilla geenivirheen kantajilla (eli ovat perineet geeni-
virheen vain toiselta vanhemmalta) yleensa lievid. Homotsygooteilla kantajilla niin mu-
nuais- kuin muutkin oireet ovat yleensa vaikea-asteisia. Heilla tauti saattaa alkaa jo
teini-iassa ja johtaa kuolemaan alle 30-vuotiaana. (Kiuru-Enari & Haltia 2010.)

Suomalaiseen gelsoliiniamyloidoosiin ei ole olemassa spesifista hoitoa. Vaivoja voi-
daan kuitenkin helpottaa oireenmukaisilla hoidoilla. Etenkin silmaoireiden saanndllinen

hoitaminen parantaa potilaan elaménlaatua merkittavasti. (Kiuru-Enari & Haltia 2013.)

2.2 Gelsoliini

Gelsoliini on aktiiniin sitoutuva ja sitd pilkkova proteiini, jota esiintyy useimmissa ihmi-
sen kudoksissa. Siitd on olemassa kahta erilaista muotoa; solunsisainen, joka on kool-
taan 80 kDa, seka solun ulkopuolelle erittyva muoto eli plasmagelsoliini (kooltaan 83
kDa). Sama kromosomissa 9 sijaitseva geeni koodaa kumpaakin muotoa. (Yin & Stos-
sel 1979; Yin ym. 1984; Kwiatkowski ym. 1986; Kwiatkowski ym. 1988.)

Solunsisainen gelsoliini vaikuttaa toiminnallaan solun rakenteeseen ja liikkumiseen. Se
sitoutuu aktiiniin pilkkoen sen kahtia. Samalla gelsoliini muodostaa aktiinifilamentin
plus-pddhan cap-rakenteen eli tulpan, jolloin uudet aktiinimonomeerit eivat voi liittya
filamenttiin. Gelsoliinin sitoutuminen aktiiniin on Ca?**-ionien ja pH:n saatelem&a. Fos-
foinositidien vaikutuksesta se taas irtoaa aktiinista, jonka jalkeen aktiinifilamentti voi
jalleen polymerisoitua. Plasmagelsoliini toimii samoin, mutta se pilkkoo verenkiertoon
solukuoleman tai kudosvaurion vuoksi vapautunutta aktiinia. (Kwiatkowski 1999; Do-

minquez & Holmes 2011.)

Gelsoliini muodostuu kuudesta keskenaan homologisesta domeenista. Inaktiivisissa
oloissa, eli kun kalsiumia ei ole l&sn&, se muodostaa tiiviin rakenteen, jolloin aktiinia
sitovat osat ovat piilossa. Gelsoliinin kanssa samaan proteiiniperheeseen kuuluvat ad-
severiini, adseveriini (D5), capG, flightless, villiini, advilliini ja supervilliini. (Kwiatkowski
1999; Dominquez & Holmes 2011.)



Meretojan taudissa gelsoliinia koodaavassa geenissé olevan pistemutaation seurauk-
sena nukleotidi 654 on vaihtunut guaniinistd adeniiniksi. Tamé& aiheuttaa muutoksen
proteiinin primaarirakenteessa, jossa asparagiinihappo (aminohappo 187) vaihtuu as-
paragiiniksi. Vaihdoksesta johtuen Argl72:n ja Alal73:n valinen tavallisesti piilossa
oleva peptidisidos paljastuu furiiniproteaasille trans-Golgi-verkostossa. Taté kutsutaan
a-gelsolinaasivaiheeksi, josta alkaa gelsoliinin poikkeava pilkkoutuminen (kuva 2). Sen
tuloksena potilaiden plasmasta loytyy 68 kDa:n gelsoliinifragmentteja normaalin gelso-
liinin lisdksi. B-gelsolinaasivaiheessa MT1-matriksimetalloproteaasi pilkkoo 68 kDa:n
gelsoliinifragmentteja 60 kDa:n ja 6-8 kDa:n kokoisiksi fragmenteiksi. Naista pienista
fragmenteista polymerisoituu liukenematonta amyloidia, jota kertyy kudoksiin. Geeni-
mutaatio on sama seka solunsisaisessa etta -ulkoisessa gelsoliinissa, mutta vain so-
lunulkoisen gelsoliinin on havaittu muodostavan amyloidogeenisia fragmentteja. Suo-
malaisessa gelsoliiniamyloidoosissa amyloidia kerdantyy erityisesti verisuonten seina-
miin ja solujen tyvikalvoihin. (Maury ym. 1991; Kangas ym. 1996; Kiuru-Enari & Haltia
2010.)

hspi??ﬂsn

83 kDa

Furiini

68 kDa

MT1-matriksimetalloproteaasi

e-sk0a [T 60 kD2

Kuva 2. Gelsoliiniproteiinin poikkeava pilkkoutuminen. Geenimutaation vuoksi Argl72:n ja
Alal73:n valinen peptidisidos paljastuu furiinin pilkottavaksi, jolloin muodostuu 68 kDa:n
gelsoliinifragmentti. Syntynyt fragmentti pilkkoutuu edelleen MT1-matriksimetalloproteaasin
vaikutuksesta. Tuloksena on 60 kDa:n kokoinen gelsoliinifragmentti sek& 6 tai 8 kDa:n amy-
loidogeeninen fragmentti. Amyloidogeeninen fragmentti on kuvattu ruskealla ja mutaa-
tiokohta keltaisella.



2.3 Valtimoverisuoni ja silealihassolut

Verenkierron tehtdvana on huolehtia ravintoaineiden, kuten hapen ja glukoosin viemi-
sestd kudoksiin seka tuoda pois kuona-aineita kuten hiilidioksidia. Veri kulkee elimis-
tossé verisuonistoa pitkin. Valtimot kuljettavat verta sydamesta poispain. Ne haaroittu-
vat pienemmiksi valtimoiksi ja kudoksissa edelleen hiussuoniksi. Ravinto- ja kuona-
aineiden vaihto veren ja kudosnesteen valilla tapahtuu hiussuonistossa. Sielta veri pa-

lautuu laskimoiden kautta takaisin sydameen. (Nienstedt ym. 1999: 184-185.)

Hiussuonen seindma muodostuu levyepiteelisolukerroksesta eli endoteelista ja sideku-
doksisesta tyvikalvosta. Muissa verisuonissa (laskimot ja valtimot) seindman sisékerros
eli tunica intima muodostuu endoteelista ja sidekudoksesta. Keskimmainen kerros,
tunica media, on enimmakseen siledlihaskudosta. Ulkokerros eli tunica adventitia on
kollageenisaikeista sidekudosta. Vaikka valtimoiden ja laskimoiden seindmaét ovat ra-
kenteeltaan samanlaisia, ne eroavat seinaman paksuudessa. Valtimon seindma on
paksumpi ja kerrokset erottuvat selvasti poikkileikkauksesta (kuva 3). (Nienstedt ym.
1999: 201-202.)

Valtimon seindman rakenne

keskikerros

ulkokerros / sisdkerros

endoteeli

siledd lihasta

ulompi elastinen
kerros sisempi elastinen

kerros

Kuva 3. Valtimoverisuonen seindméan rakenne. Kuvassa nakyy siledlihassolujen sijoittuminen
seinaman keskikerroksessa. (Blausen gallery 2014.)



Valtimoverisuonen seindméan paksuin kerros on sileasta lihaksesta koostuva tunica
media. Sileaa lihasta I0ytyy tyypillisesti putkimaisten ja pussimaisten elinten seinamis-
ta, verisuonten lisdksi muun muassa hengitysteista ja ruuansulatuskanavasta. Sileali-
hassolut ovat pienid ja sukkulamaisia yksitumaisia soluja. Tyypillisen solun pituus on
0,02-0,5 mm ja paksuus 3-10 pum. Silealihassolujen aktiini- ja myosiinifilamentit eivat
ole jarjestaytyneet sarkomeereiksi, eika niissa siten ole havaittavissa poikkijuovaisuut-
ta. Taman vuoksi aktiini- ja myosiinifilamentit voivat liukua toistensa ohi pitkastikin, jol-
loin siled lihas voi venya tai supistua sopivan kokoiseksi supistusvoiman karsimatta.
Vaikka siledn lihaksen supistusvoima on pienempi ja supistumisnopeus hitaampi kuin
poikkijuovaisella lihaksella, se kuitenkin pystyy pitamé&an supistustilaa kauemmin ylla
vasymatta. (Nienstedt ym. 1999: 82—-83; Hiltunen ym. 2009: 277.)

Silealihaskudos toimii tahdosta riippumattomasti, joko automaattisesti tai autonomisen
hermoston s&éateleméana. Automaattisesti toimivat siledlihassolut eivat tarvitse her-
moimpulssia supistuakseen. Supistuminen alkaa useimmiten tahdistinalueilta, joista se
etenee muihin soluihin aukkoliitosten kautta. Téllaisia automaattisia soluja 16ytyy esi-
merkiksi mahalaukun ja suolten seindmistd. Autonomisen hermoston séatelemia si-
ledlihassoluja 10ytyy muun muassa silmista ja verisuonten seinamista. Ne tarvitsevat
hermostolta toimintakaskyn supistuakseen. (Niendstedt ym. 1999: 82—83; Hiltunen ym.
2009: 277-278.)

2.4 Aktiini

Aktiini on monissa eukaryoottisoluissa runsaslukuisin proteiini ja sen konsentraatio voi
olla jopa yli 100 pM. Se on hyvin konservoitunut eli sailynyt evoluution kuluessa lahes
muuttumattomana, mista johtuen eri elidlajien aktiinit eivat juuri eroa toisistaan.
(Cherng ym. 2008: 7-8.)

Aktiinin pallomaista monomeeria kutsutaan G-aktiiniksi (globular). Polymerisoituessaan
se muodostaa kierteistd saietta, jota kutsutaan F-aktiiniksi (filamentous). Nama ak-
tiinisdikeet eli mikrofilamentit osallistuvat solun tukirangan muodostamiseen. Aktiini
liittyy siten olennaisesti muun muassa solun liikkumiseen ja solun muodon yllapitami-

seen. (Cherng ym. 2008: 7-8; Dominquez & Holmes 2011.)



Selkarankaisilla aktiinista esiintyy kolmea eri paamuotoa. Muodot eroavat toisistaan
vain muutamien aminohappojen osalta. Suurimmat erot I0ytyvat niiden aminoterminaa-
lisista paista, jotka ovat 50-60 %:sesti homologisia, kun taas muun sekvenssin osalta
homologisuus on jopa yli 90 %. a-aktiineja 10ytyy yleensa lihassoluista, - ja y-aktiineja
taas muista soluista. Silean lihaksen a-aktiinin molekyylipaino on 42 kDa. (Skalli ym.
1986; Cherng ym. 2008: 7-8; Dominguez & Holmes 2011.)

3 Tydn tarkoitus

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittaa silean lihaksen a-aktiinin vasta-ainetta (anti-a-
SMA) kayttaen, 16ytyisikd suomalaista gelsoliiniamyloidoosia sairastavien ja kontrollina
toimineiden terveiden ihmisten verisuonindytteista eristetyista siledlihassoluista ja ku-
dosleikkeista eroja. Silealihassolujen on havaittu tuottavan runsaasti gelsoliinia, erityi-
sesti solunsiséistéd muotoa (Fock ym. 2005), jonka vuoksi ne on valittu soluviljelyyn ja
tutkimuksen kohteeksi. Tydssa kaytettiin kolmea menetelmaa: western blottausta, solu-

jen vasta-ainevarjaysta ja verisuonileikkeiden immunohistologista varjaysta.

Western blot —menetelmaa kaytettiin solujen karakterisointiin, eli osoittamaan ovatko
tutkittavat solut todella siledlihassoluja vai fibroblasteja. Fibroblastit ovat sidekudok-
seen soluvéliainetta erittdvia, kehittyvia soluja (Nienstedt ym. 1999: 59; Hiltunen ym.

2009: 192). Ne saattavat helposti kontaminoida primaarisoluviljelman.

Solujen vasta-ainevarjayksella tutkittin niiden morfologiaa. Vasta-aineella saatiin esiin
solujen aktiinitukirangat. Verisuonileikkeiden immunohistologisen varjayksen avulla

voitiin tarkastella suonen seindmé&n rakennetta ja silealihassolujen maaraa.



4 Materiaalit ja menetelmat

4.1 Materiaalit

Materiaalina opinnaytetydssé kaytettiin plastiikkakirurgisista operaatioista saatujen gel-
soliiniamyloidoosipotilaiden ja taudin suhteen terveiden kontrollien verisuonindytteista
perustettuja primaarisolulinjoja ja kudosleikkeitad. Sileélihassolulinjoja oli yhteenséa 13: 7
potilassolulinjaa ja 6 kontrollisolulinjaa.

4.2 Primaarinen vasta-aine

Tyb6ssa kaytettiin Sigman monoklonaalista silean lihaksen a-aktiinin vasta-ainetta (anti-
a-SMA, engl. anti-a-Smooth Muscle Actin, klooni 1A4, tuotenumero A2547). Vasta-aine
on tuotettu immunisoidusta hiiresta saatujen pernan solujen ja hiiren myeloomasolujen
fuusion seurauksena muodostuneiden hybridoomasolujen avulla. Immunogeeniné tuo-
tossa on kaytetty siledn lihaksen a-aktiinin aminoterminaalisen paan synteettista pepti-
did yhdistettyna KLH:iin (Keyhole Limpet Hemocyanin).

4.3 Soluviljelymenetelmat

Sulatus

Nestetypessa sailytyksessa olleet solut sulatettiin pitdmalla niitd vesihauteessa (+37
°C) pari minuuttia. Sulanutta solususpensiota sekoitettiin pipetoimalla siséén ja ulos
muutaman kerran. Suspensio siirrettiin steriiliin muoviputkeen ja liséattiin 5 ml kasvatus-
liuosta, mink& jalkeen sekoitettiin pipetin avulla. Kasvatusliuoksena oli Dulbecco’s Mo-
dified Eagle Medium —liuosta (DMEM), jossa oli 10 % naudan sikion seerumia (FBS), 1
% Glutamaxia (Life Technologies) ja 1 % penisilliini-streptomysiini-antibioottiliuosta.
Solususpensiota sentrifugoitiin 10 minuuttia 405 g:n voimalla. Sentrifugoinnin jalkeen
supernatantti poistettiin ja tilalle lisattiin 5 ml kasvatusliuosta, johon solupelletti suspen-
soitiin. Solususpensio siirrettiin kasvatusmaljalle (g 6 cm). Soluja kasvatettiin inkuboin-

tikaapissa +37 °C:ssa 5 % CO;:ssa.
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Kasvatusliuoksen vaihto ja solujen jakaminen

Kun soluviljelmé oli kasvamassa téayteen eli lahestymassa konfluenssia, solut jaettiin.
Vanha kasvatusliuos poistettiin maljalta ja viljelIma pestiin kerran fosfaattipuskuroidulla
suolaliuoksella (PBS; 15 mM Na,HPO,/NaH,PO,4, pH 7,4,150 mM NacCl). Halkaisijal-
taan 6 cm:n maljalle riitti 5 ml puskuria. Pesun jalkeen maljalle pipetoitiin trypsiini-
EDTA:ta (6 cm:n maljalle 1 ml) ja inkuboitiin +37 °C:ssa 2 minuuttia. Inkuboinnin jal-
keen maljaa kopautettiin kevyesti pohjasta solujen irrottamiseksi kunnolla. Irtoaminen
voitiin tarkastaa myds mikroskopoimalla. Maljalle lisattiin 5 ml kasvatusliuosta ja solu-
jen irtoaminen varmistettiin viela pipetoimalla suspensiota edestakaisin muutaman ker-
ran ennen siirtoa steriilin putkeen. Suspensiota sentrifugoitiin 10 minuuttia (405 x g).
Muodostunut supernatantti poistettiin ja putkeen pipetoitiin 10 ml kasvatusliuosta. Pel-
letti suspensoitiin liuokseen, jonka jalkeen suspensio siirrettiin maljalle (g 10 cm). Malja
siirrettiin inkubaattoriin (+ 37 °C, 5 % CO,).

Mikali solut eivét olleet konfluentteja, riitti pelkka kasvatusliuoksen vaihto. Tall6in vanha
liuos poistettiin maljalta ja solut pestiin kerran PBS-liuoksella. Pesun jalkeen lisattiin

uusi kasvatusliuos.

Solujen pakastaminen

Solut voitiin pakastaa, kun ne olivat lahestyméssa konfluenssia. Kasvatusliuos poistet-
tiin maljalta ja viljielma pestiin kerran PBS-liuoksella. Solut irrotettiin trypsiini-EDTA-
liuoksella, jota pipetoitin 1-2 ml halkaisijaltaan 10 cm:n maljalle ja inkuboitiin +37
°C:ssa 2 minuuttia. Taman jalkeen maljalle lisattiin kasvatusliuosta ja solujen irtoami-
nen varmistettiin pipetoimalla pari kertaa edestakaisin. Suspensio siirrettiin putkeen ja
sentrifugoitiin 10 minuuttia (405 x g). Supernatantti poistettiin ja solupelletti suspensoi-
tiin 800 pl:aan pakastusmediaa. Pakastusmediana kaytettiin FBS:a, jossa oli 8 % dime-
tyylisulfoksidia (DMSO). Suspensio siirrettiin kryoputkeen, joka laitettiin isopropanolia
sisdltavaan pakastusastiaan. Soluja pidettiin vuorokausi pakastimessa -80 °C:ssa, en-

nen kuin ne siirrettiin nestetyppisailytykseen.
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4.4 Solujen vasta-ainevarjays

Varjaysta varten maljojen pohijille laitettiin pienia laseja, joiden paalle vilielmén annettiin
kasvaa. Lasit keréattiin 6-kuoppalevylle PBS-liuokseen. Solut kestavaéitiin pitamalla niita

4 % paraformaldehydiliuoksessa (PFA) noin 20 minuuttia.

Ennen varjaysta PFA-kestavoidyt solut permeabilisoitiin eli tehtiin lapéaiseviksi 0,3 %
Triton X-100-PBS-liuoksella, jota pipetoitin 1 ml/kuoppa ja inkuboitin 15 minuuttia.
Permeabilisoinnin jalkeen pestiin 3 x 10 minuuttia PBS-liuoksella. Pesujen jalkeen solu-
ja pidettiin kyllastysliuoksessa tunnin ajan. Kyllastysliuoksena oli 3 % naudan seerumin
albumiinia (BSA, Biowest) PBS-liuoksessa. Taman jalkeen pestiin jélleen 3 x 10 mi-
nuuttia PBS-liuoksella.

Vasta-aineinkubointia varten PBS-liuos poistettiin kuoppa kerrallaan. Primaarivasta-
aineena kaytetty anti-a-SMA laimennettiin 1:4000 PBS-liuokseen ja sita pipetoitiin 30
pl/lasilevy. Inkuboitiin 1 tunti, jonka kuluttua pestiin taas 3 x 10 minuuttia PBS-
liuoksella. Sekundaarivasta-ainelaimennosta (Alexa 488 anti-mouse, Invitrogen, laim.
1:250 PBS-liuokseen) pipetoitiin myds 30 pl/lasi ja inkuboitiin tunnin ajan. Sitten pestiin

PBS-liuoksella 4 x 10 minuuttia.

Solut peitettiin Vectashieldin DAPI Mounting media —aineella. Peiteainetta pipetoitiin
objektilasille 2 pl, lasilevya kuivattiin hieman suodatinpaperiin ja laskettiin pisaran p&al-
le solupuoli alaspdain. Peiteaineessa mukana oleva 4’,6-diamidino-2-fenyyli-indoli (DA-

PI1) varjaa solujen tumat.

45 Western blot

Blottausta varten naytteet ajettiin Bolt™ 4-12 % Bis-Tris Plus —geelille (Novex Life
Technologies). Jokaiseen naytteeseen lisattiin 7 pl puskuriseosta, jossa oli Bolt™ LDS
Sample Buffer (4x) —puskuria ja Bolt™ Reducing Agent (10x) —liuosta suhteessa. Sitten
naytteitéa [Ammitettiin + 70 °C:ssa 10 minuuttia, jonka jalkeen ne ajettiin geelilla 165 V:n
jannitteelld 35 minuuttia. Ajopuskurina oli MES SDS Running Buffer ja proteiinistand-

ardina Precision Plus Protein™ All Blue Standards (Bio-Rad).
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Geeliajon jalkeen tehtiin blottaus iBlot-laitteella, mika kesti 10 minuuttia. Nitroselluloo-
sakalvo kyllastettiin tdméan jalkeen 5 % BSA/PBS-liuoksessa tunnin ajan huoneenlam-
mossa. Tunnin jalkeen kyllastysliuos kaadettiin pois ja tilalle lisattiin primaarinen vasta-
aine 1 % BSA/PBST (PBS, jossa 0,1 % Tween-20)-liuoksessa. Vasta-aineen laimen-
nos oli 1:1000. Kalvo vietiin vasta-aineliuoksessa kylmidon, jossa se oli ravistelussa

yon yli.

Seuraavana paivana kalvo pestiin 3 x 10 minuuttia PBST-liuoksella, jonka jalkeen sita
pidettiin sekundaarisessa vasta-aineessa (IRDye 680 LT goat-anti-mouse, Sarstedt)
ravistelussa tunnin ajan huoneenlammaossa. Vasta-aine oli laimennettu suhteessa 1:20
000 1 % BSA/PBST-liuokseen, jossa oli myos 0,02 % natriumdodekyylisulfaattia (SDS)
epaspesifisen sitoutumisen estdmiseksi. Tasta eteenpain kalvoa suojattiin valolta se-
kundaarisen vasta-aineen valoherkkyyden vuoksi. Vasta-ainekasittelyn jalkeen kalvoa
pestiin jalleen 3 x 10 minuuttia PBST-liuoksella, jonka jalkeen se siirrettin PBS-
liuokseen. Nitroselluloosakalvo kuvattiin IR-alueen (700—-800 nm) skannerilla (Odyssey,
LI-COR).

4.6 Immunovarjays avidiini-biotiinikompleksi- eli ABC-menetelmalla

Kudoskasittelyn ja parafiiniin valamisen jalkeen leikkeet voitiin varjata. Parafiinileikkeita
inkuboitiin aluksi +56 °C:ssa 30 minuuttia parafiinin pehmittdmiseksi ja leikkeiden kiin-
nittdmiseksi laseille. Parafiinin poistamiseksi laseja pidettiin 3 x 10 minuuttia ksyleenis-
sd, jonka jalkeen ne siirrettiin laskevan alkoholisarjan kautta mQ-veteen. Laskeva alko-
holisarja kasitti 2 x 5 minuutin inkuboinnin absoluuttisessa etanolissa, 2 x 5 minuuttia
95 % etanolissa ja 5 minuuttia 70 % etanolissa. Vedessa laseja pidettiin 2 x 5 minuut-

tia.

Seuraavaksi leikkeet esikasiteltiin keittamalla niita sitraattipuskurissa (pH 6) epitooppi-
en esiinsaamiseksi. Keitto tapahtui kuumentamalla puskurissa olevia leikkeitéd mikroaal-
touunissa 4 x 5 minuuttia, varoen ylikiehumista. Keiton jalkeen leikkeita pidettiin mQ-

vedessa 5 minuuttia.
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Seuraavaksi naytteiden epaspesifistd peroksidaasia vahennettiin inkuboimalla niita 30
minuuttia vastavalmistetussa metanoli-vetyperoksidiliuoksessa, jonka jalkeen lasit pes-
tin 3 x 5 minuuttia PBS-liuoksella. Leikkeita kyllastettin hevosen seerumilla 1 tunti.
Seerumi oli laimennettu 1 % BSA/PBS-liuokseen. Kyllastamisen jalkeen leikkeité inku-
boitiin yon yli +4 °C:ssa primaarivasta-aineessa, joka laimennettin 1 % BSA/PBS-
liuokseen suhteessa 1:4000.

Seuraavana paivana naytteet pestiin 3 x 5 minuuttia PBS-liuoksella ennen sekundaa-
rista vasta-ainetta. Hevosessa tuotettu hiiren IgG-vasta-aineita tunnistava biotinyloitu
sekundaarivasta-aine (Vector) laimennettiin PBS-liuokseen ja leikkeita inkuboitiin siind
30 minuuttia. Taman jalkeen laseja pestiin jalleen 3 x 5 minuuttia PBS-liuoksella. Seu-
raavaksi leikkeita pidettiin 30 minuuttia ABC-reagenssissa, joka valmistettiin Vectorin
Vectastain Elite ABC System —kitin ohjeiden mukaan. Sitten toistettiin PBS-pesu (3 x 5

minuuttia).

3,3’-diaminobentsidiiniliuos (DAB-liuos), jonka avulla vasta-ainereaktio voidaan havain-
noida, valmistettiin DAB Substrate Kit for Peroxidase —kitin (Vector Laboratories) ohjei-
den mukaan. DAB:n annettiin vaikuttaa leikkeilla noin 10 minuuttia, tarkkaillen mikro-
skoopilla varireaktion kehittymista. TAman jalkeen niitd huuhdeltiin 10 minuuttia vesi-
johtovedessa ja sen jalkeen mQ-vedesséa. Huuhtelun jalkeen leikkeet varjattiin Mayerin
hematoksyliinilld, jolloin saadaan nakyviin solujen tumat. Hematoksyliinin annettiin vai-
kuttaa 3-4 minuuttia, jonka jalkeen huuhdeltiin taas 10 minuuttia vesijohtovedessa ja

mQ-vedessa.



14

5 Tulokset ja tulosten tarkastelu

Fibroblastisolut voivat kontaminoida primaarisoluviljelman, joten tutkittavat siledlihasso-
lut karakterisoitiin western blottausta kayttden (kuva 4). Blottauksessa naytteina ol
siledlihassoluja kolmestatoista eri linjasta, joista kuvassa on esitettyna 4 ja yksi fibro-
blastilinja. Koska kaytetty primaarinen vasta-aine on spesifista silean lihaksen a-
aktiinille, vain siledlihassoluilla ndhdaan positiiviset proteiinivydhykkeet 42 kDa:n koh-
dalla. Fibroblastinayte antaa negatiivisen tuloksen. Tasta voidaan todeta, etta tutkitta-
vat solut todella ovat siledlihassoluja ja vasta-aine toimii kuten pitaakin eli tunnistaa

oikean epitoopin.

SMC SMC SMC SMC  FIBR.

250 kDa

150 kDa
100 kDa

75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

Kuva 4. Western blot. Siledlihassolut (SMC, engl. smooth muscle cell) ndkyvéat kuvassa posi-
tiivisina ja fibroblastinayte (FIBR.) negatiivisena.
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Kuvassa 5 on esitetty solujen vasta-ainevarjayksen tuloksia. Varjayksella saatiin esiin
silealihassolujen aktiinitukirangat. Varjatyt solut olivat peraisin yhteensa kolmestatoista
eri silealihassolulinjasta. Kuvassa on yhden potilassolulinjan ja yhden kontrollisolulinjan

soluja.

Kuva 5. Solujen immunovarjays. Vasemmanpuoleisessa kuvassa on kontrollisoluja ja oikealla
potilassoluja.

Suomalaista gelsoliiniamyloidoosia tutkittaessa on huomattu vain solunulkoisen gelso-
linin muodostavan amyloidogeenisia fragmentteja (Kangas ym. 1996). Kummastakin
gelsoliinimuodosta on kuitenkin vastuussa sama geeni, joten kummallakin muodolla on
sama mutaatio. Solunsisdinen gelsoliini vaikuttaa muun muassa solun rakenteeseen
aktiinia muokkaamalla. Tdman perusteella voisi olla mahdollista, ettd potilaan sileali-
hassolujen aktiinifilamenteista I0ytyisi jotain eroa verrattuna kontrollisoluihin. Erot ak-
tiinitukirangoissa voisivat antaa viitteitd geenimutaation vaikutuksista solunsisaisen
gelsoliinimuodon toimintaan. Tassa tydssa tehtyjen varjaysten perusteella mitd&n mai-
nittavampia poikkeavuuksia ei kuitenkaan 16ytynyt. Seka kontrolli- etta potilassolut var-
jaytyivat hyvin. a-SMA-varjayksilla ei siis voitu havaita eroja potilas- ja kontrollisolujen

aktiinitukirankojen valilla.
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Immunohistologista varjaysta kayttamalla tutkittiin verisuonten seindamien rakenteita ja
siledlihassolujen maaraé seindaman keskikerroksessa eli tunica mediassa. Kontrolli- ja

potilasleikkeitd vertailtin mahdollisten erojen havaitsemiseksi. Varjatyt verisuonileikkeet

l6ytyvét kuvasta 6.

Kuva 6. Verisuonileikkeiden immunohistologinen vérjays. Vasemmalla on kuva kontrollileik-
keesta ja oikealla potilaan verisuonileikkeesta.

Verisuonten tunica media nékyy kuvissa tummanruskeana. Se muodostuu paaasiassa
siledstd lihaskudoksesta. Potilaan verisuonileikkeen tunica mediassa nakyy vaaleita
laikkuja tummanruskean osion keskella. Vaaleat alueet merkitsevat sita, etta sileélihas-
solut ovat seinaméassa epdjarjestyksessa ja verisuonen seindman rakenne on siis ha-
jonnut. Potilaan tunica median silealihassolujen maarassa kontrolliin verrattuna ei ha-

vaittu eroa.
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6 Yhteenveto

Opinnaytetydssa tarkasteltiin suomalaista gelsoliiniamyloidoosia sairastavien ja kontrol-
lina toimineiden terveiden ihmisten verisuoninaytteista eristettyja siledlihassoluja ja
kudosleikkeita, yrittaen loytaa niiden valiltd eroavaisuuksia. Sileédlihassolujen on huo-
mattu sisaltavan paljon gelsoliinia, erityisesti solunsisaista muotoa (Fock ym. 2005).
Kaytossad oli kolme menetelmaa: western blot, solujen vasta-ainevarjays ja ve-
risuonileikkeiden immunohistologinen varjays. Kaikissa menetelmissa kaytettiin samaa
primaarista, Sigman monoklonaalista silean lihaksen a-aktiinille spesifista vasta-

ainetta.

Western blottauksella osoitettiin tutkittavien solujen olevan siledlihassoluja. Lisaksi to-
dettiin, ettd kaytetty vasta-aine tunnisti oikean epitoopin, eli se reagoi siledlihassoluista
I0ytyvan, 42 kDa:n kokoisen a-aktiinin kanssa.

Solujen vasta-ainevarjayksen avulla tutkittiin silealihassolujen aktiinirankoja, etsien
eroja kontrolli- ja potilassolujen valilta. Varjaykset kylla onnistuivat, mutta mitaan suu-

rempia poikkeavuuksia ei [6ytynyt.

Verisuonileikkeiden varjayksella tutkittiin verisuonten seinamien rakennetta ja sileali-
hassolujen méaaraa. Potilaan verisuonileikkeesta |6ytyi vaaleita alueita ruskeaksi varjay-
tyneen, paaosin siledsta lihaskudoksesta muodostuneen keskikerroksen eli tunica me-
dian keskeltd. Nama vaaleat alueet kertovat verisuonen seindméan hajonneesta raken-
teesta, jossa siledlihassolujen jarjestys seinaman keskikerroksessa on muuttunut kont-

rolliin verrattuna. Sileélihassolujen maarissa sen sijaan ei havaittu eroa.
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