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Suoliston limakalvo valvoo aineiden kulkeutumista epiteelin [&pi ja lisd&ntyneeseen
suoliston lapaisevyyteen on liitetty useita sairauksia, kuten tulehdukselliset suolistosai-
raudet. Suolen limakalvon solujen valissa olevat tiivisliitokset, jotka koostuvat tiivislii-
tosproteiineista, liittdvat epiteelisolut yhteen ja ovat tarkeitd suolen epiteelin yllapitami-
sessa. Niiden vaurioituminen seka toimintahairiét on yhdistetty suoliston lisééntynee-
seen lapaisevyyteen.

Verenpainetta ja nestetasapainoa saateleva reniini-angiotensiinijarjestelma (RAS) toi-
mii myos paikallisesti suolistossa, jossa se osallistuu mm. tulehduksen syntymiseen.
RAS:n vaikutukset ilmenevat, kun angiotensiinia konvertoiva entsyymi (ACE) muodos-
taa angiotensiini Il:a (ang Il), joka sitoutuu angiotensiini tyypinl reseptoriin (ATR1).
Ang IlI/ATR1 -akseli edistaa tulehduksen kehittymista ja muita haitallisia vaikutuksia.
Toisessa RAS:n vaikutusreitissa angiotensiinia konvertoiva entsyymi 2 (ACE 2) muo-
dostaa angiotensiini 1-7:4a (ang (1-7)), joka sitoutuu mas- reseptoriin (MasR). Ang
(1-7) /MasR -akselin vaikutukset ovat painvastaisia verrattuna edelliseen.

Tyon tarkoituksena oli selvittdd ang Il:n ja ang (1-7):n vaikutusta tiivisliitosproteiineihin
maarittdamalla kolme eri tiivisliitosproteiinia, okludiini, klaudiini-1 ja klaudiini-4, Western
blot -menetelmalla hiiren ohut- ja paksusuolen inkubaationaytteista. Lisaksi Western
blot -menetelmaé optimoitiin kyseisille proteiineille.

OKludiinin, klaudiini-1:n ja klaudiini-4:n proteiinitasot saatiin maaritetyksi ja Western
blot -menetelmaé optimoitiin. Ang Il vahentéa klaudiini-4:44 paksusuolessa verrattuna
ang Il +ang (1-7) -nayteryhmaan tilastollisesti merkitsevasti. Myds muut tiivisliitospro-
teiinit nayttaisivat vahenevan ohut- ja paksusuolessa ang ll:n vaikutuksesta, joskaan
tilastollisia eroja ei havaittu. Menetelmaa voitaisiin parantaa lisddmalla geeleille tun-
nettu kontrollindyte saman ajon eri geelien vélisen eron pienentamiseksi.

Avainsanat reniini-angiotensiinijarjestelma, suoliston l&paisevyys, tiivislii-
tosproteiinit, okludiini, klaudiini-1, klaudiini-4
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The intestinal mucosa controls the passage of substances through the epithelium, and
increased intestinal permeability is associated with several diseases, such as inflamma-
tory bowel diseases. Tight junction proteins are part of the tight junction between the in-
testinal epithelial cells. Tight junctions are important in maintaining the mucosal barrier
and their damage and dysfunction is linked to increased intestinal permeability.

The blood pressure and fluid balance, regulating the renin-angiotensin system (RAS)
acts also locally in the gut, where it contributes to the creation of inflammation. The ef-
fects of RAS occur when angiotensin converting enzyme (ACE) forms angiotensin |l
(ang I1), which binds to the angiotensin type 1 receptor (ATR1). The Ang Il / ATR1 axis
promotes the development of inflammation and other harmful effects. In another RAS
pathway, angiotensin converting enzyme 2 (ACE 2) forms angiotensin (1-7) (ang (1-7)),
which binds to the mas-receptor (MasR). The effects of the Ang (1-7) / MasR axis are
opposite to those of the Ang Il / ATR1 axis.

The aim of this thesis was to investigate the effect of ang Il and ang (1-7) on tight junc-
tion proteins by determining three different tight junction proteins, occludin, claudin-1
and claudin-4. Samples were taken from a mouse’s small and large intestine, and deter-
minations were carried out by Western blotting. In addition, the western blot method was
optimized for those proteins.

Protein levels of occludin, claudin-1 and claudin-4 were determined, and the Western
blot method was optimized. Ang Il reduces claudin-4 in the colon statistically significantly
compared to the ang Il + ang (1-7) sample group. Other tight junction proteins would
also appear to decrease in the small and large intestine due to the effect of ang I, alt-
hough no significant differences were observed. The method could be improved by add-
ing a known control sample to the gels to reduce the difference between different gels in
the same run.

Keywords renin-angiotensin system, intestinal permeaubility, tight junc-
tion proteins, occludin, claudin-1, claudin-4
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1 Johdanto

Suoliston lisdéntyneeseen lapaisevyyteen ja sen limakalvoesteen vaurioitumiseen on lii-
tetty useita sairauksia, kuten tulehdukselliset suolistosairaudet (IBD) sek&d muutamat au-
toimmuunisairaudet. On oletettu, ettd kyseisissa sairauksissa tulehdusmekanismit lau-
keavat suolistossa tai muissa elimissa, jos immuunijérjestelma ja mikrobiston tasapaino
ovat muuttuneet. Syita ovat suolen limakalvoesteen saatelyhairitt, immuunivastetta ai-
heuttavien molekyylien hallitsematon virta suolen epiteelin lapi ja muutokset tiivisliitos-
proteiineissa. Tarkkoja IBD:n kehittymiseen vaikuttavia solutason mekanismeja ei viela
tunneta. [1: 821-822.] Suolistossa paikallinen reniini-angiotensiinijarjestelma (RAS),
jonka komponentteja ovat angiotensiini Il ja angiotensiini (1-7), osallistuu tulehduksen
syntymiseen [2: 1-2].

Suolen limakalvolla on kaksi samanaikaista tehtavaa. Se mahdollistaa ravintoaineiden
imeytymisen ja toisaalta estda haitallisten aineiden kulkeutumisen verenkiertoon. Mole-
kyylit kulkeutuvat transsellulaarista- ja parasellulaarista reittid. Transsellulaarisen reitin
kautta solun lapi kulkeutuvat ravintoaineet ja suuret molekyylit. Tiivisliitosproteiinit saa-
televat parasellulaarista reittia, jonka kautta kulkeutuvat ionit ja hydrofiiliset pienet mole-
kyylit. [1: 823.]

Taman insinddritydn tavoitteena oli arvioida RAS:n komponenttien, angiotensiini 1l:n ja
angiotensiini (1-7):n vaikutusta tiivisliitosproteiineihin maarittdmalla tiivisliitosproteiinit
Western blot -menetelmalla hiiren ohut- ja paksusuolen inkubaationaytteistd. Maaritetta-
vat tiivisliitosproteiinit olivat okludiini, klaudiini-1 ja klaudiini-4. Tutkimukset tehtiin Helsin-
gin yliopiston laéaketieteellisen tiedekunnan farmakologian yksikdssa ravitsemusfysiolo-

gian tutkimusryhmassa.
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2 Reniini-angiotensiinijarjestelma

Reniini-angiotensiinijarjestelma (RAS) sdatelee verenpainetta ja nestetasapainoa. Sen
epanormaali aktivaatio voi johtaa korkean verenpaineen ja sydasairauksien kehittymi-
seen. RAS-jarjestelman biologisesti aktiivisin komponentti on angiotensiini Il (ang Il) pep-
tidi, jonka muodostuminen alkaa, kun munuaisissa muodostuva reniinientsyymi pilkkoo
10 aminohappoa maksaperaisen angiotensinogeenin N-terminaali paasta. Talldin muo-
dostuneesta angiotensiini l:sté& (ang 1) syntyy angiotensiinia konvertoivan entsyymin
(ACE) vaikutuksesta ang Il. Aktiivinen reniini syntyy munuaisen jukstaglomerulaaristen
solujen proreniinista. Reniinin tuotannon laukaisee kolme keskeista tekijaa. Reniini va-
pautuu, kun verenpaine on matala, natriumkloridi vahenee munuaisen macula densa so-

luissa tai sympaattinen hermosto aktivoituu. [3: 1201-1214.]

ACE on dikarboksipeptidaasi, joka pilkkoo heikosti aktiivisen esiasteen, ang I:n c-termi-
naali paasta kaksi aminohappoa, jolloin muodostuu aktiivinen ang Il peptidi. ACE:lla on
myOs muita aktiivisia peptidisubstraatteja, esimerkiksi bradykiniini. Se hajottaa bra-
dykiniinin, jolla on verisuonia laajentavia ominaisuuksia, inaktiiviseksi peptidiksi. ACE:n
estajat eli ACE:n toiminnan estaminen on yksi mekanismi verenpaineen vahentamiseksi.
ACE:lla on rakenteeltaan yli 40 % identtinen muoto, joka on ACE 2. ACE 2:n ilmentymi-
nen on rajoittuneempaa, ja sen substraattiominaisuudet ovat myos erilaisia. ACE 2 pilk-
koo matalammalla aktiivisuudella ang I:&, mutta hydrolysoi korkealla tehokkuudella ang
[l:a. Ang Il:n hajotessa ACE 2:n vaikutuksesta muodostuu angiotensiini (1-7) (ang 1-7),
joka on biologisesti aktiivinen seitseman aminohapon peptidi. [3: 1215-1217.]

Solun pinnalla olevat angiotensiinin reseptorit, jotka jaetaan kahteen luokkaan: AT1R ja
AT2R, saatelevat ang Il:n biologista vaikutuksia. AT1R aikaansaa useimpia klassisen
RAS:n toimintoja. AT2R estda solun nopeaa lisdantymista ja kasvua edistamalla solujen
erilaistumista, laajentamalla verisuonia ja laskemalla verenpainetta. AT1R toimii pain-
vastoin eli aiheuttaa verisuonten supistumista. Tavallisesti siis AT1R:n kautta valittyvat
ang ll:n epéedulliset vaikutukset ja AT2R:n kautta valittyvat suojaavat vaikutukset. Kroo-
nisesti kohonnut ang Il edistdd immuunijarjestelméan aktivaatiota sekd korkean verenpai-
neen ja tulehduksen kehittymista. Immuunijarjestelméan aktivaatio tarkoittaa immuuniso-
lujen nopeaa lisaantymista ja tunkeutumista kudoksiin seka tulehdussytokiinien tuotan-

toa. M2-makrofagin, jolla on tulehdusta lievittavia vaikutuksia, polarisaatioon vaikuttaa
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kuitenkin AT1R:iin sidottu ang Il. [4: 3—7, 5: 6—7.] Ang Il voi ACE-entsyymin lisaksi muo-
dostua angiotensinogeenista katepsiinin, toniinin tai kallikreiinin valityksella. My6s ang |
voi pilkkoutua katepsiinin ja kymaasin vaikutuksesta muodostaen ang ll:ta. Kuvassa 1.
on ang ll:n muodostuminen ja RAS-jarjestelma yksinkertaistettuna. Verenpaineen ja
elektrolyyttitasapainon saatelyn liséksi ang Il stimuloi aldosteronin synteesia lisimunuai-
sen kuorikerroksessa. Aldosteroni vaikuttaa verenpaineeseen ja suolojen vaihtoon sen
mineralokortikoidi-reseptorin kautta toimien eri kudoksissa eri tavalla. Lisaksi rippumatta
systeemisesta RAS-jarjestelmastéd ang ll:ta on loydetty useista kudoksista, joissa sita
tuotetaan paikallisesti. [5: 3—6.]

Angiotensiinigeeni

e Reniini
ACE2
| _Ang\'otensiini \ ———— > |Angiotensiini (1-9)
ACE, kymaasi,
atepsint A NEP ACE
Am B/N Am A ~
\ IAngiotensiini IV | < IAngw'otensiini If | = L“\ngiotens"ini - e IAngEOtenSHm (177)
l\‘. \ -
~
PRR AT4R AT1R AT2R Mas R

Kuva 1. Yksinkertaistettu kaavio reniini-angiotensiinijarjestelmasta. ACE2, angiotensiinidkon-
vertoiva entsyymi 2; ACE, angiotensiinia konvertoiva entsyymi; NEP, neutraali en-
dopeptidaasi; Am A, aminopeptidaasi A; Am B/N, aminopeptidaasi B tai N; PRR,
(pro)reniinireseptori; AT4R, angiotensiinin reseptori 4; AT1R, angiotensiinin reseptori 1;
ATZ2R, angiotensiinin reseptori 2; Mas R, Mas-reseptori. [6, muokattul].

Ang (1-7) peptidi l6ydettiin 1980- luvulla. Sen toiminta on pdainvastainen verrattuna
AT1R:n sdateleméan ang Ill:n toimintaan. Ang (1-7) peptidi muodostuu useimmiten ang
ll:sta ACE2—entsyymin vaikutuksesta. Se voi myds muodostua ang I:sta, jolloin valituot-
teena muodostuu ang (1-9), josta ACE pilkkoo ang (1-7):n. Jalkimm&inen muodostu-

misreitti on kuitenkin vahemman merkityksellinen. Ang (1-7) peptidin vaikutukset
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valittyvat padasiassa Mas-reseptorin (MasR) kautta. Ang (1-7) /MasR - akselilla on mo-
nia vastakkaisia vaikutuksia verrattuna ang IlI/AT1R - akseliin. N&ita vaikutuksia ovat ve-
risuonten laajeneminen, solun kasvun esto seka tulehduksen, verisuonitukosten ja ryt-
mihairididen vaheneminen ja lieventyminen. Vaikutukset ovat myds hyvin samanlaisia,
kun ang (1-7) peptidi toimii vaihtoehtoisesti AT2R:n kautta. [5: 7-8.] Silla on my6s hyo-
dyllisia vaikutuksia aineenvaihduntasairauksiin, kuten diabetekseen. On tutkittu ihmisen
ACEZ2- entsyymin kliinista kayttv&, mutta haasteena on tuottaa korkealaatuista ACE2:ta,
jolla on riittava hyétyosuus kohdekudoksessa. Yhdessa tutkimuksessa hyddyllisia vaiku-
tuksia valittavaksi mekanismiksi on 16ydetty muokatun probioottilajin (Lactobacillus para-
casei, LP) kayttaminen elavana vektorina inmisen ACE2:n kuljetukseen. Kahdessa dia-
beettisen retinopatian eli silmén verkkokalvosairauden hiirimallissa on ACE2—-LP:n anta-
minen muun muassa vahentanyt verkkokalvon tulehdussytokiinien tuotantoa. [7: 161—
165.]

3 Suolen rakenne

Ruuansulatuskanavassa suoliston seindmén rakenteeseen kuuluvat sisin kerros eli li-
makalvo (mucosa), jonka jalkeen jarjestyksessa limakalvoalaiskerros (submucosa), li-
haskerros (muscularis externa) ja herakalvo (tunica serosa) (kuva 2.). Limakalvo koostuu
epiteelista, limakalvon tukikerroksesta ja lihaskerroksesta. Epiteeli muodostuu useanlai-
sista erikoistuneista soluista. Limakalvon tukikerros on kollageeni - ja elastiini - kuituja
siséltava loyha sidekudos, jossa on usean tyyppisia rauhasia seka imusuonia ja kapil-
laareja. Limakalvon lihaskerros on ohut siledlihaskerros, jonka supistukset muotoilevat
limakalvoa. Seuraava kerros eli limakalvonalaiskerros on myos kollageeni - ja elastiini-
kuituja sisaltava léyha sidekudos ja siella sijaitsevat suolen seindman suuret hermorun-
got ja verisuonet. Kerroksessa on myds rauhasia ja hermosolujen tihea verkosto, entee-
rinen hermosto. Lihaskerros koostuu kahdesta silealihassolukerroksesta. Sisempané on
pyorea lihaskerros, jonka supistus pienentaa suolen lapimittaa. Ulompana olevan pitkit-
tainen lihaskerros tyontaa supistuksilla ruokasulaa eteenpain. Uloimpana kerroksena on

herakalvo, joka on sidekudosta paallystettyna leveilla mesoteelisoluilla. [8: 539-563.]
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Laskimo

Limakalvonalaiskerroksen

hermopunokset Suolilieve
Limakalvonalaiskerroksen Valtimo
rauhaset
Hermo

Limakalvonalaiskerros

Limakalvon rauhanen

Rauhaskanava \
Imukudos ——Fg ;

Sisdosa

5 Myenteerinen hermopunos
v lihaskerrosten valissa

W S
£ \C-lerakalvo:
Loyha (areolaarinen) sidekudoskerros

Q
Mesoteelisolukerros
Limakalvo:
Epiteeli Lihaskerros:
Limakalvon tukikerros Pyore lihaskerros
Lihaskerros Pitkittdinen lihaskerros

Kuva 2. Suolen seindaman rakenteeseen kuuluu nelja peruskerrosta [9, muokattu].

Ihmisen ohutsuolen pituus on noin 5 metrid. Ohutsuolessa on kolme osaa, jotka ovat
duodenum, jejunum ja ileum. Duodenum on ohutsuolen alkuosa, jejunumin osuus koko
ohutsuolen pituudesta on noin 40 %:a ja ileum on ohutsuolen viimeinen, distaalisin osa.
Ohutsuolessa ruokasula sekoittuu, sen ravintoaineet imeytyvéat suolinukan kautta ja se
kulkeutuu paksusuoleen. Taman aikaansaa ohutsuolen lihaskerroksen supistukset, jotka
ovat segmentoivia ja peristalttisia. Segmentaatiossa supistukset jakavat suolen pieniin
soikeisiin osiin, jolloin ruokasula sekoittuu tehokkaasti ja imeytyminen onnistuu. Peris-
talttisessa aaltoliikkeessa suolen siséltd tyontyy eteenpain pitkittaisilla supistuksilla. [8:
539-563.]

Paksusuolen osia ovat umpisuoli (cecum), nouseva, poikittainen ja laskeva paksusuoli
(colon), perasuoli (rectum) seké perdaukon kanava (anus). Paksusuolen supistukset lii-
kuttavat ja sekoittavat ruokasulaa hitaasti, noin 5-10 cm tunnissa, jolloin suolojen ja ve-
den imeytyminen helpottuu. Paksusuolessa tapahtuu muutaman kerran péaivassa mas-
saliike, joka eroaa peristalttisista aalloista siten, etta supistunut alue jaa supistuksiin jok-
sikin aikaa. Paksusuolen seindméan rakenne eroaa ohutsuolesta pitkittaisen lihaskerrok-
sen rakenteesta. [8: 539-563.]
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4  Tiivisliitosproteiinit

Solukalvon vierekkaiset solut kiinnittyvat toisiinsa litoskomplekseilla. Liitoskompleksien
jatkuvia rakenteita muodostavat tiivisliitokset sitoutuvat monimutkaisiksi proteiini-prote-
iini-vuorovaikutusjarjestelmiksi, jotka ovat supramolekyylisid kokonaisuuksia koostuen
kiinteista kalvoproteiineista, kalvoon liittyvista proteiineista ja liukoisista sytoplasmista
proteiineista. Liitoskomplekseihin kuuluvat tiivisliitosten lisaksi vyoliitokset ja desmo-
somit. Desmosomit muodostavat epajatkuvia rakenteita. Vydoliitokset ovat rakenteeltaan

tilvisliitosten ja desmosomien valimuoto, ja niité on tiivisliitosten alapuolella. [10: 1-2.]

Tiivisliitosproteiinien muodostamat rakenteet saatelevat valikoivasti veden, elektrolyyt-
tien ja liuenneiden aineiden siirtymista parasellulaarisen reitin kautta [11: 783]. Tiivislii-
toksilla on epiteelisoluissa osuus polarisaation sailyttdmisessa, koska polarisaatio nakyy
niissa erityisen selkeésti ja ne myds ovat polaarisia rakenteita solukalvolla tarkkaan maa-
raytyneen paikan vuoksi (kuva 3). Tiivisliitokset rajaavat solukalvon apikaaliseen ja
basolateraaliseen osaan, joten molekyylit eivat paase liitoksen ohi puolelta toiselle el
solun pitaé kuljettaa ne oikeille paikoilleen. Apikaalinen pinta on suolen sisapuolen pinta
ja basolateraalinen pinta on tyvikalvolla eli ulospéin. [12: 139-140.]

—_— =

| )okludiini

TL
Iklaudiini

VL

Aktiini

A

Kuva 3. Tiivisliitosproteiinien sijoittuminen solujen valiin [13, muokattu].

kateniinit
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Solukalvon tiivisliitosproteiineihin kuuluvat klaudiinit, samanlaisen domeenin sisaltavat
proteiinit, okludiini, triselluliini ja marvelD3 seka immunoglobuliinin kaltaiset solun adhee-
siomolekyylit, kuten adheesiomolekyyli A (JAM-A). Soluliman tiivisliitosproteiineja ovat
muun muassa ZO-proteiinit seka angiomotin ja cingulin perheiden proteiinit, jotka ovat
vaikutuksessa solun tukirangan polymeerien eli aktiinifilamenttien, myosiinin ja mikroput-
kien kanssa. [11: 784—785.]

Tiivisliitosproteiinit ovat tarkeita suolen epiteelin yllapitdmisessa ja suolen l&péisevyyden
lisaéantymiseen on liitetty useita sairauksia, kuten tulehdukselliset suolistosairaudet
(IBD), lihavuus ja diabetes [14: 165]. Jotkin ruoka-aineet, bakteerien erittaméat yhdisteet
ja haiman proteaasit voivat hajottaa solukalvon tiivislitoksia suolen sisdpuolella (kuva
4.). My6s kemikaaleille, myrkyille ja stressille altistuminen voi vaikuttaa tiivisliitosproteii-
nien hajoamiseen. Tulehdussolut ja epiteelisolut tuottavat proteaaseja limakalvon tuki-
kerroksessa, mikd saa immuunisolut vapauttamaan tulehdussytokiineja, kuten tuumori-
nekroositekija—alfaa (TNF-a) ja interferoni-gammaa (IFN-y). Tiivisliitosproteiineista eri-
tyisesti klaudiinien ilmentyminen (ekspressio) muuttuu tulehduksellisten tekijéiden vaiku-
tuksesta niin, etta klaudiini- 2:n pitoisuudet lisdantyvat ja muiden solukalvoa vahvistavien
klaudiinien pitoisuudet laskevat. [13: 2109-2110, 15: 10-12.]
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Kuva 4. Suolen limakalvon toimintaan vaikuttavia tekijoita [13, muokattul].

Tiivisliitosproteiinien hajoaminen voi tapahtua joko suoraan proteolyyttisesti tai solun pin-
nalla olevien proteinaasilla aktivoitujen reseptorien aktivaation kautta, jolloin aktiinin ja
myosiinin muodostama kompleksi supistuu ja litos avautuu [13: 2110]. Lisaksi tiivisliitos-
proteiineja lisdavia tai korjaavia tekijoitd on selvitetty; esimerkiksi erityisten signaalireit-
tien aktivoinnin kautta VSL#3 -probioottien on osoitettu suojelevan suolen solukalvon
eheytta ja lisaavan tiivisliitosproteiinien ilmentymista [16: 117]. VSL#3 on ravintolisaval-
miste, joka sisaltdd kahdeksan eri bakteerikantaa kolmesta eri suvusta. Niita ovat lakto-
basillit (L.paracei, L.plantarum, L.acidophilus, L.delbrueckii subsp. bulgaricus), bifi-

dobakteerit (B.longum, B.infantis, B.breve) ja streptokokki (S.thermophilus). [17.]
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4.1 Okudiini

Tiivisliitosproteiineista okludiini on kuvattu ensimmaisena kalvoproteiinina, ja se kuuluu
MARVEL-domeenin sisaltaviin tiivislitosproteiineihin. MARVEL tarkoittaa myeliini- ja
lymfosyyttiproteiineja sek& proteiineja, jotka liittyvat vesikkelien kuljetukseen ja kalvon
linkkin& toimimiseen. MARVEL-domeeni, jonka toimintaa ei viela tunneta hyvin, on muo-
dostunut neljasta kalvon sisalla olevasta ketjusta, joilla on proteiini-rasva-vuorovaikutus.
Myeliini- ja lymfosyyttiproteiinien, jotka eivat ole tiivisliitosproteiineja, tosin tiedetaén sta-
biloivan kalvon toimintaa. Domeenin liséksi okludiinin rakenne on samanlainen kuin klau-
diineilla eli se sisaltaa nelijanteiset solukalvon proteiinit seké solulimassa olevat N- ja C-
terminaalit. Rakenteeseen kuuluu my6s muita soluliman domeeneja ja solunulkoisia sil-
mukoita. [10: 6-7, 18: 12-14.]

Hiirimallissa, jossa okludiiinin geeni on poistettu, ei ole merkitsevaa poikkeavuutta suo-
liston epiteelin tiivisliitosten toiminnassa tai rakenteessa. Tiivislitoksen muodostami-
sessa okludiini ei siis ole valttamatdn. Mutta okludiinin suhteen poistogeenisilla hiirilla on
kuitenkin esiintynyt kroonista mahalaukun tulehdusta ja epiteelin likakasvua sek& muita
haitallisia vaikutuksia. [19: 2—3.] Lisdksi useat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd okludii-
nilla on suuri osuus suolen limakalvon suojatoiminnassa sekd myds solujen lisdantymi-
sen saatelyssa. Fosforylaatio, joka saatelee okludiinin toimintaa, edistaa limakalvon suo-
jaomi-naisuuksien saatelyd. Okludiinin C-terminaalin alueen domeeni, jota on tutkittu
laajasti, saatelee tiivisliitoksen eheyttda ja okludiinin vuorovaikutusta ZO-proteiinien
kanssa. [18: 14.] Crohnin taudissa, haavaisessa koliitissa ja keliakiassa okludiinin ilmen-

tyminen on usein vahentynyt [19: 2-3].

4.2 Klauniini-1 ja -4

Klaudiiniproteiineja on tiivislitoksessa eniten, ja nisékkailla tunnetaan 27 klaudiinin ala-
tyyppi&, joiden yhdistelmill& eri kudoksissa on erilaisia vaikutuksia parasellulaariseen la-
paisevyyteen. Kaikkien klaudiinien yleiseen rakenteeseen kuuluvat nelijanteinen osa so-
lukalvolla, solunsisdiset N- ja C-terminaalit seké& kaksi solunulkoista silmukkaa (ECL 1 ja
ECL 2). [20: 25-27.] Molekyylimassat klaudiineilla vaihtelevat valilla 20-27 kDa [21: 61].
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Klaudiinit luokitellaan tiivistaviin klaudiineihin ja heikentaviin eli huokoskanavia muodos-
taviin klaudiineihin. Klaudiini- 1 ja -4 ovat tiivistavia klaudiineja. Klaudiini-1:1l& arvellaan
olevan tarked merkitys tiivisliitoksessa sen tunnettujen suojaa muodostavien ominai-
suuksien vuoksi. Klaudiini-4:n toiminta limakalvon suojauksessa riippuu liitoksen muista
klaudiineista. [22: 68.] Klaudiini-1:n tarkeys on osoitettu klaudiini-1:n suhteen poistogee-
nisilla hiirilla ja todettu, ettd klaudiini-1 on téarkeé saatelija tiivisliitosten toiminnassa ihon
uloimmassa kerroksessa. Nama poistogeeniset hiiret kuolivat vuorokauden vanhoina

oletettavasti pahasti vaurioituneen ihokerroksen takia nestehukkaan. [19: 4.]

Suolen limakalvoa vahingoittavien sairauksien saatelijana tai osoittajana voidaan pitaa
klaudiinien hajoamista ja ilmenemista. Klaudiini-1:n vahenemisen on osoitettu lisdéavan
suolen lapaisevyytta IBD-potilailla. Tulehdussytokiinien vaikuttaessa MLCK-aktivaati-
oon, voidaan havaita tulehdusta litoskohdan epiteelissa ja klaudiini-4:n vahenemista.
[23: 4-6.]

5 Western blot

Western blot on yleisesti kytdssa oleva menetelma, jolla maaritetdan proteiinien ilme-
nemistasoja naytteista spesifisen vasta-aineen avulla. Ennen Western blot- analyysia
naytteiden proteiinit erotellaan koon mukaan geelielektroforeesilla. [24.]

5.1 SDS-PAGE

Natriumdodekyylisulfaatti-polyakryyliamidigeelielekroforeesissa (SDS-PAGE) proteiinit
erotellaan koon mukaan geelilld sahkokentassa katodilta anodille. Menetelméaa kayte-
taan myds nukleiinihappojen erottelemiseen. Erottumiseen vaikuttavat siis molekyyli-
massa ja -varaus seka sahkokentan voimakkuus. Ennen SDS-PAGE-ajoa proteiinit de-
naturoidaan ja saadaan negatiivisesti varautuneiksi lisdamalla naytteisiin puskuria, jossa
on anionista detergenttia, natriumdodekyylisulfaattia (SDS) ja 2-merkaptoetanolia. SDS
tekee proteiinin negatiivisesti varautuneeksi, ja 2-merkaptoetanoli poistaa proteiinin rik-
kisillat denaturoiden proteiinin lineaariseksi polypeptidiksi. Proteiinit varataan negatiivi-
sesti, koska jokaisella proteiinilla on isoelektrinen piste, jossa proteiinin varaus on nolla.

Kun pH on matalampi kuin isoelektrisessa pisteessa, proteiini saa positiivisen varauksen
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ja liikkuu kohti katodia. Korkeassa pH:ssa proteiini saa negatiivisen varauksen ja liilkkuu
anodille. [25: 21-22.]

Geeli eli véliaine, jossa proteiinit liikkuvat, on useimmiten polyakryyliamidia. Huokoskoko
geelissa riippuu geelin konsentraatiosta, joka voidaan valita sen mukaan minké& kokoluo-
kan proteiineja maaéritetaén. [25: 21-22.] Esimerkiksi 4-20 %:n gradienttigeelissé aluksi
4 %:n pitoisuudessa huokoskoko on suuri, jolloin erottuvat suuret proteiinit, ja lopuksi 20
%:n pitoisuudessa huokoskoko on pieni mahdollistaen pienten proteiinien erottumisen.

5.2 Blottaus

Kun proteiinit on eroteltu elektroforeettisesti SDS-PAGE- geelilla, seuraavassa vai-
heessa eli blottauksessa ne siirretédén geeliltd synteettiselle kalvolle. Elektroforeettinen
siirto on yleisin menetelma proteiinien siirtAmiseen kalvolle. Proteiinit siirtyvéat sahkojan-
nitteen tuottaman virran avulla katodilta anodille. Liséksi siirtymiseen pienemmassa
maarin vaikuttavia tekijoita ovat proteiinin varaus, muoto ja koko, blottauspuskurin ioni-
vahvuus, pH ja viskositeetti sekd geelin koostumus. Elektroforeettinen siirto voidaan
tehda kahdella tekniikalla; mérkéblottauksena tai puolikuivana blottauksena. Markablot-
tauksessa geeli, kalvo suodatinpaperit ja pehmustetyynyt kootaan kasettiin, joka asete-
taan blottauspuskuria taynna olevaan astiaan elektrodien keskelle. Puolikuivassa blot-
tauksessa geeli ja kalvo laitetaan blottauspuskurilla kostutettujen suodatinpaperien véliin
blottaus-laitteeseen (kuva 5.). Blottauslaitteen levypinnat toimivat elektrodeina, joihin
geelikalvopino on suoraan kosketuksissa. [24.]
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Kuva 5. Geelin ja kalvon asettelu puolikuivassa blottauksessa [26, muokattul].

Blottauksessa kaytettavia kalvoja on saatavilla useita erilaisia, ja kalvoa valitessa pitaa
huomioida proteiinin koko ja varaus, kaytettava blottausmenetelma seka kalvon sitovat
ominaisuudet. Kalvojen huokoskoko on joko 0,45 pm tai 0,2 um. Jalkimméainen huokos-
koko sopii molekyylipainoltaan pienemmille proteiineille, jotka voivat l&paistéa suurem-
man huokoskoon kalvon. Blottauksissa kaytetaan useimmiten kalvoa, jonka huokoskoko
on 0,45 um. Eniten kaytetyt kalvot ovat nitroselluloosa- ja polyvinyylideenifluoridi (PVDF)
-kalvo. Nitroselluloosakalvon proteiinin sitomiskapasiteetti on 80—100 pg/cm2. Kalvon voi
kostuttaa blottauspuskurilla tai vedella. Sen huonona puolena on hauras rakenne.
PVDF-kalvo sitoo tehokkaasti proteiinin, mutta korkean herkkyyden kemiluminesenssi-
detektio voi hamartya, koska kalvo vastustaa ei-spesifisten proteiinien sitoutumista. En-
nen kayttéa kalvo pitaa kostuttaa 100 prosenttisella metanolilla. PVDF-kalvo voi sitoa
proteiinia 150-300 pg/cm?.[24.]

5.3 Blokkaus

Blokkaus tehdaéan kalvon epaspesifisyyden poistamiseksi ja véahentamiseksi, jotta koh-
deproteiinin ilmentyminen olisi selke&. Blokkauksessa ei-spesifiset sitoutumiskohdat eli
kalvon tyhjat huokoset taytetaan blokkauspuskurilla. Blokkauspuskurina voidaan kayttaa

5 prosenttista maitojauheliuosta tai kaupallista valmista blokkauspuskuria. [27: 271.]
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5.4 Vasta-aineet

Tutkittavat kohdeproteiinit detektoidaan eli maaritetaén kalvolta vasta-aineiden avulla.
Ensin kalvoa inkuboidaan kohdeproteiinille spesifistd primaarista vasta-ainetta sisalta-
vassa liuoksessa, jolloin primaarinen vasta-aine sitoutuu proteiiniin. Seuraavaksi kalvo
kasitellaan sekundaarisessa vasta-aineliuoksessa, jotta primaarisen vasta-aineen ja pro-
teiinin muodostama kompleksi voidaan havaita. Primaariseen vasta-aineeseen sitoutuva
sekundaarinen vasta-aine voi olla eri tavoin konjugoitu. Se voi olla konjugoitu entsyy-
milla, kuten piparjuuriperoksidaasilla (HRP), jonka detektointi perustuu kemiluminesens-
siin. Kemiluminesenssin detektio tapahtuu, kun HRP-entsyymin ja sen substraatin reak-
tio emittoivat valoa, jolloin kohdeproteiini nakyy mustana viivana eli "bandina” kalvolla.
Toisenlaiseen sekundaariseen vasta-aineeseen on sidottu fluoresoiva aine, jolloin fluo-
resenssireaktiossa muodostuu valoa ja kohdeproteiinin "bandi” voidaan mitata. [28: 81—
82.]

6 Tyon tausta ja tavoitteet

Insindoritydn tavoitteena oli tiivisliitosproteiinien maarittdémisen lisaksi optimoida Western
blot -menetelmaa soveltuvammaksi kyseisten proteiinien maarittdmiseen. Tyon kokeel-
lisen osan tutkimukset tehtiin marraskuun vuonna 2019 ja helmikuun vuonna 2020 vali-

sena aikana.

Ty6 on osa tutkimusta, jonka tavoitteena on selvittdd miten ang Il lisda suolen la-
paisevyytta, ja tapahtuuko se ATR1- reseptorin kautta. Lisdksi selvitettiin ang (1-7):n
mahdollisia hyddyllisia vaikutuksia suolen lapaisevyyden vahentamiseen, ja lievittdako
se ang ll:n haitallisia vaikutuksia. Tutkimuksen naytteet olivat terveista 10 viikkoa van-
hoista Balb/c uros (Envigo) - hiiristd. Ussingin kammio -menetelmalla saadut tulokset
osoittivat, ettd ang Il lisda lapaisevyytta ja ang (1-7) lievittaa tata ang Il:n haitallista vai-
kutusta ohutsuolessa. Paksusuolessa vastaavia vaikutuksia ei havaittu. Ussingin kam-
mio on in vitro menetelma kaksiosaisessa kammiossa, missa fluoresoiva merkkiaine lai-
tetaan pingoitetun suolen seinaman apikaaliselle puolelle ja merkkiaineen vastakkaiselle
puolelle kammion toiseen osaan siirtynyt pitoisuus kuvastaa lapaisevyytta [29: 1151—
1154].
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Losartaania kaytettiin selvittdmaan, onko ryhman aikaisemmissa tutkimuksissa havaitun
lapaisevyyden lisdantymisen mekanismina, ATR1-reseptorin valittama tapahtuma [30].
Losartaani on verenpainelddke, joka estaa ATR1-reseptorin toimintaa ja ang Il:n haital-

lisia vaikutuksia laajentaen verisuonia ja alentaen verenpainetta [31].

7 Materiaalit ja menetelmat

Ennen Western blot -menetelm&a naytteet esikasiteltin homogenoimalla, mittaamalla
kokonaisproteiinipitoisuudet ja erottelemalla n&ytteiden proteiinit koon mukaan gee-
lielektroforeesilla.

7.1 Koe-elaimet ja naytteiden inkubointi

Ohut- ja paksusuolikudosnaytteet saatiin terveista 10 viikkoa vanhoista BALB/c uros (En-
vigo) - hiiristd. Ohutsuolesta otettiin keskiosa eli jejunum. Paksusuolesta pyrittiin otta-
maan distaalinen osa, mutta jouduttiin ottamaan naytetta myos laajemmalta alueelta.
Kudospalat jaettiin neljddn ryhmdaan vaikuttavien aineiden mukaan ja niité inkuboitiin 75

min vaikuttavia aineita sisaltavissa liuoksissa (taulukko 1).

Taulukko 1. Nayteryhmat ja niiden kasittelyt

Ryhma | Vaikuttava aine ja pitoisuus

1 angiotensiini Il, 1 uM

2 angiotensiini Il, 1 uM + angiotensiini (1-7) 10 uM
3 angiotensiini Il, 1 uM + losartaani 10 uM

4 kontrolli

Vaikuttavien aineiden pitoisuudet on optimoitu tutkimuksessa, jonka osa tamé tyd on.
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7.2 Naytteiden homogenisointi

Naytteet homogenisoitiin proteiinien vapauttamiseksi naytekudoksesta. Jokaiseen nay-
teputkeen liséttiin ensin ELISA-puskuria (136 mM NaCl, 8 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl,
1,46 mM KH2PO4, 0,001 % Tween - 20, pH 7,4). Puskuriin oli lisétty proteaasi-inhibiit-
toria, joka suojelee naytetta proteolyyttiselta pilkkoutumiselta. (Pierce™ protease Inhibi-
tor Mini Tablets, Thermo Scientific), joka estaa proteiinien hajoamista. Paksusuoli-nayt-
teisiin puskuriliuosta lisattiin 500 pl ja ohutsuolinaytteisiin 300 pl. Homogenisointi tehtiin
Precellys 24-laitteella (Bertin Technologies), jossa ohjelmana oli kolme 20 sekunnin syk-
liad nopeudella 5500 rpm, ja aika syklien valilla oli 15 sekuntia. Ohjelma toistettiin kaksi
kertaa. Seuraavaksi naytteet sonikoitiin VC 505-laitteella (Sonics) ohjelmalla 26 %, 10
sekuntia. Sonikoinnissa solut hajotetaan mekaanisesti ja varmistetaan proteiinien erot-
tuminen. Lopuksi naytteet sentrifugoitiin (Centrifuge 5415 D, Eppendorf) 15 minuutin
ajan nopeudella 12000 rpm. Supernatantti eli kirkas liuos pakastettiin — 80 °C:seen seu-

raavaa vaihetta varten.

7.3 Proteiinipitoisuuden maaritys

Naytteiden proteiinipitoisuudet méaaritettiin, koska geelille pipetoitavien naytteiden koko-
naisproteiinimaarat pitaa olla samat vertailtavuuden vuoksi. Geelille ei voi mydskaan pi-
petoida liilan paljon proteiinia sisaltdvaa naytettd, muuten tuloksista tulee epaspesifisia.
Maarityksessa kaytettiin kaupallista proteiinipitoisuuden maarityskittia (PierceTM BCA
Protein Assay Kit, Thermo Fischer Scientific). Standardiliuoksesta (2mg/ml BSA) valmis-
tettiin laimennetut liuokset, joista mittauksen jalkeen piirrettiin standardikuvaaja. Jokaista
laimennettua standardiliuosta ja naytetta pipetoitiin 96-kuoppalevylle 25 ul ja sen paalle
liséttiin kitin valmista reagenssia 200 pl. Kuoppalevya inkuboitiin 37 °C:ssa 30 min, minka
jalkeen absorbanssit mitattiin 540 nm:n aallonpituudella Multiskan RC-spektrofotomet-
rilld (Labsystems). Kuoppalewylla olleista rinnakkaista naytteista laskettiin keskiarvo ja

naytteiden proteiinipitoisuudet laskettiin standardikuvaajan yhtalén avulla.

Naytteet laimennettiin samaan pitoisuuteen pienimman proteiinipitoisuuden mukaan
ELISA-puskurilla, johon oli lisétty proteaasi-inhibiittoria. Paksusuolinaytteiden proteiinipi-

toisuus oli 2,07 ug/ul. Puolet ohutsuolinaytteista olivat pitoisuudeltaan 6,16 pg/ul ja
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toisten pitoisuus oli 5,73 pg/ul. Naytteita laimennettiin viela Laemmlin naytepuskurilla,
johon liséttiin 2-merkaptoetanolia. Paksusuolinaytteita valmistettaessa 300 pl:n naytetta
lisattiin 100 pl 4x Laemmlin ndytepuskuria, jossa oli 10 % 2-merkaptoetanolia. Nayttei-
den pitoisuudeksi tuli 1,55 pg/ul. Ohutsuolinaytteisiin lisattiin 200 pl:a kohti saman verran
2x Laemmlin naytepuskuria, jossa oli 5 % 2-merkaptoetanolia. Naytteiden pitoisuudet
olivat 3,08 ug/ul ja 2,87 pug/ul. Kokonaisproteiinimaarat geelilla olivat samat, kun naytteita
pipetoitiin geelille eri tilavuudet. TAman jalkeen naytteitd denaturoitiin 95 °C:ssa 5 min ja

pakastettiin pienissa erissa -20 °C:ssa.

7.4 Western blot

Western blot -menetelma suoritettiin suurelta osin tutkimusryhmassa aikaisemmin opti-
moidun Western blot -ohjeen mukaan (liite 1). Optimointia menetelmassa tehtiin vasta-

aineiden valinnassa ja laimennoksissa seka blokkauspuskurin kaytdssa.

7.4.1 SDS-PAGE

Proteiinien erottelemiseen kaytettiin 4—-20% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast -geeleja
(Bio-Rad). Geelielektroforeesi tehtiin ajopuskurissa (25 mM Tris, 190 mM glysiini, 0,1 %
SDS) Power Pac Basic -laitteistolla (Bio-Rad). Ajoparametrit olivat 150 V, 10 min ja 195
V, 35 min. Molekyylipainostandardina kaytettiin Precision Plus ProteinTM Dual Color -

standardia (BioRad), jota pipetoitiin geelin kaivoon 2 pl.

7.4.2 Blottaus

Kun geelit olivat valmiit SDS-PAGE -ajosta, niita, blottauskalvoa ja suodatinpapereita
inkuboitiin blottauspuskurissa (25 mM Tris, 192 mM glysiini, 20 % metanoli) noin 15 min.
Taman jalkeen ne pinattiin jarjestyksessa ECL TE 77 Semi-Dry Transfer Unit -laitteeseen
(GE Healthcare Amersham). Blottausaika laitteella oli kaksi tuntia ja jannite oli enintééan

30 V. Blottauskalvona oli 0,45 pm:n nitroselluloosakalvo (BioRad).
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7.4.3 Blokkaus

Blottauksen jalkeen kalvot leikattiin proteiinin molekyylipainon mukaan liuskoiksi niin,
ettd yksi proteiini on yhdessa kalvon liuskassa. Liuskat laitettiin 50 ml:n falconputkiin ja
niité pestiin kolme kertaa 5 min TBS-liuoksella (20 mM Tris, 137 mM NaCl). Blokkaus-
puskurina kaytettiin kaupallista Odyssey® (TBS) Blocking Buffer -liuosta (Li-COR) lai-
mennettuna TBS-liuokseen suhteella 1:1. Osassa maarityksia kaytettiin kaupallisia In-
tercept® (TBS) Protein-Free Blocking Buffer - ja Intercept® (TBS) Blocking Buffer -liuok-

sia (LI-COR) laimentamattomina. Inkubointiaika blokkauspuskurissa oli kaksi tuntia.

7.4.4 Vasta-aineet

Ennen inkubointia primaarivasta-aineen kanssa, kalvot pestiin 5 min ajan TBS-T-liuok-
sella (20 mM Tris, 137 mM NacCl, 0,05 % Tween 20). Primaarivasta-aineiden laimennuk-
sena oli 5 ml:n liuos, jossa Odyssey® (TBS) Blocking Buffer - ja TBS-T-liuosten laimen-
nussuhde oli 1:1. Okludiinin maarittamisessa kokeiltiin useampia primaarivasta-aineita.
Kaikki kaytetyt vasta-aineet ja niiden laimennukset on lueteltu taulukossa 2. Primaari-
vasta-aineita inkuboitiin yon yli + 6 °C:ssa ravistelijassa.

Taulukko 2.  Kaytetyt vasta-aineet ja niiden laimennokset

P.rimaarivasta— Tuotenumero Laimennus Valmistaja Sekundaarivasta-

aine aine

Occludin rabbit | 40-4700 1:125 Invitrogen, USA IRDye 800CW

polyclonal IgG Lot SK259086 1:100 Goat anti-rabbit

Occludin rabbit | 40-4700 1:135 Invitrogen, USA IRDye 800CW

polyclonal IgG Lot 981727A Goat anti-rabbit

Occludin 33-1500 1:500 Invitrogen, USA IRDye 680LT

mouse mono- Lot UA280516 Goat anti-mouse

clonal IgG

Claudin-1 (A-9) | sc- 166338 1:100 Santa Cruz Bio- IRDye 680LT

mouse mono- Lot D2817 1:80 technology, USA | Goat anti-mouse

clonal IgG

Claudin-4 (A- sc- 376643 1:80 Santa Cruz Bio- IRDye 680LT

12) mouse Lot 1516 technology, USA | Goat anti-mouse

monoclonal IgG

B-actin mouse C8H10D10 1:10000 Cell Signaling IRDye 680LT

monoclonal IgG Technology, Goat anti-mouse
Alankomaat
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Primaarivasta-aine inkuboinnin jalkeen kalvot pestiin nelja kertaa 5 min TBS-T-liuoksella.
Sekundaarivasta-aineet laimennettiin 10 ml:an samoilla liuoksilla ja laimennossuhteella
kuin primaarivasta-aineet. B-aktiinin sekundaarisen vasta-aineen laimennoksena oli
1:20000. Klaudiini-1:n, klaudiini-4:n ja okludiinin sekundaarivasta-aineiden laimennok-
sena oli 1:10000. Tunnin kestavan sekundaarivasta-aine inkuboinnin aikana putket suo-
jattiin valolta foliolla. Seuraavaksi kalvot pestiin kaksi kertaa 5 min TBS-T-liuoksella ja

kaksi kertaa 5 min TBS-liuoksella.

7.4.5 Detektointi ja tilastollinen kasittely

Kalvot kuvattiin Odyssey® CLx Infrared Imaging System -detektointilaitteella (LI-COR).
Proteiinien “bandit” havaitaan fluoresenssisignaalilla, kun sekundaarivasta-aineet on
merkitty lahi-infrapuna -fluoresenssiaineella. Proteiinien intensiteetit laskettiin Image
Studio —ohjelmalla (LI-COR). Intensiteetit suhteutettiin latauskontrollina olevan B-aktiinin

intensiteettiin, minka jalkeen ne vield suhteutettiin kontrollindytteiden keskiarvoon.

Tulosten tilastollinen analysointi tehtiin GraphPad Prism 8 -ohjelmalla. Tilastollisen mer-
kitsevyyden maarittamiseen kaytettiin yksisuuntaista varianssianalyysid (ANOVA) ja T-
testia. Ero on tilastollisesti merkitseva, kun P-arvo on pienempi kuin 0,05.

7.4.6 Proteiinien poistaminen kalvolta

Jo kerran kasitellylté ja kuvatulta kalvolta on mahdollista maéarittdd myos toinen proteiini.
Kalvo kasitelladn ensin kaksi kertaa 10 min strippauspuskurilla (25 mM glysiini, 1 %
SDS), minka jalkeen se pestaan kaksi kertaa 5 min TBS-T-liuoksella. Strippauspuskuri
rikkoo antigeenin ja vasta-aineen vuorovaikutuksen, mik& poistaa vasta-aineet kalvolta.
Sitten kalvoa inkuboidaan blokkauspuskurissa yksi tunti, pestaan kerran 5 min TBS-T-

liuoksella ja kasitellaan primaari- ja sekundaarivasta-aineilla kuten edella.

7.4.7 Naytteiden yhdistdminen

Yksittaisten naytteiden lisaksi tiivisliitosproteiinit maaritettiin yhdistetyista naytteista eli
saman nayteryhman kaikki naytteet yhdistettiin. Naytteiden yhdistamisell& pienennetdén

ohutsuolen (jejunum) ja paksusuolen eri osien erilaisuutta. Ohutsuolindytteiden saman
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nayteryhmén naytteista (n=5-7) pipetoitiin saman verran jokaisesta uusiin nayteputkiin.
Paksusuolinaytteet (n=4) kasiteltiin samalla tavalla. Ennen nayteryhméan naytteiden yh-
distdmista, ne vorteksoitiin ja sonikoitiin. Naytteet myds pidettiin koko kasittelyn ajan
jaissa. Tiivisliitosproteiinit maaritettiin yhdistetyista naytteista Western blot -menetelmalla

kuten edella ja naytteiden replikaateista laskettiin keskiarvot.

8 Tulokset ja tulosten tarkastelu

8.1 Vasta-aineiden optimointi

Okludiini maaritettiin aluksi polyklonaalisen okludiinin vasta-aineen (40-4700, Lot
SK259086, Invitrogen, USA) kahdella eri laimennuksella, mutta tuloksena oli kummalla-
kin kerralla epaspesifiset "bandit”. Monoklonaalista okludiinin vasta-ainetta (Occludin
mouse monoclonal IgG, 33-1500, Lot UA280516, Invitrogen, USA) testattaessa ei saatu
mink&anlaisia tuloksia, kun kaytettiin suurinta sille suositeltua laimennosta. Okludiini
saatiin maaritetyksi samalla vasta-aineella (Occludin rabbit polyclonal IgG, 40-4700, Lot
981727A, Invitrogen, USA) kuin ensimmaisessa maarityksessé, mutta sen eri erallg, joka
on ostettu aikaisemmin. TAma vasta-aine antoi tarkat ja siistit tulokset. Sen samaa kerran
valmistettua laimennusta kaytettiin paksu- ja ohutsuolindytteiden seka niiden molempien
yhdistettyjen rinnakkaisnaytteiden okludiinin maarityksessa. Kuvassa 6 on esitettyna

epaspesifisen ja hyvéan tuloksen antaneet vasta-aineet.

Kuva 6. Okludiinin vasta-aineiden Western blot -kuvat ohutsuolindytteista. Vasemmalla ylhaalla
okludiinin vasta-aine (Occludin rabbit polyclonal IgG, 40-4700, Lot SK259086, Invitro-
gen) ja oikealla sama okludiinin vasta-aine, mutta sen era on eri (Occludin rabbit poly-
clonal IgG, 40-4700, Lot 981727A, Invitrogen). Alhaalla on B-aktiini, joka vahvistaa néyt-
teiden lataamisen onnistumisen
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Okludiinin vasta-aineen kaytetty laimennus oli 1:135 ja klaudiini-4:n vasta-aineen laimen-
nus oli 1:80 paksu- ja ohutsuolinaytteissa. Klaudiini-1:n vasta-aineen laimennus paksu-
suolindytteissa oli 1:100 ja ohutsuolinaytteissa se oli 1:80. Nama vasta-aineet valittiin,
koska niitd on kaytetty myts ryhméan aikaisemmissa tutkimuksissa. Laimennokset valit-
tiin siten, etta lahdettiin liikkeelle valmistajan suositteleman laimennusalueen suunnilleen
puolivalista. Klaudiini-4:n maaritykset ja klaudiini-1:n maaritys ohutsuolinaytteista tehtiin

aluksi kayttaen laimennosta 1:100, minka jalkeen paadyttiin ylla oleviin laimennuksiin.

8.2 Blokkauksen optimointi

Viimeisimmissa Western blot -madrityksissa kaytettiin uutta blokkauspuskuria (Inter-
cept® (TBS) Protein-Free Blocking Buffer ja Intercept® (TBS) Blocking Buffer (LI-COR)),
jolla aikaisemmissa maarityksissa kaytetty blokkauspuskuri (Odyssey® (TBS) Blocking
Buffer (LI-COR)) on korvattu valmistajayrityksesséa. Blokkauksessa uutta blokkauspus-
kuria pitda kayttaa laimentamattomana. Liséksi sitd kaytetdan laimentamattomana
vasta-aineiden laimennuksissa. Vasta-aineiden laimennuksiin lisataan myos 0,1 %
Tween 20 -liuosta, joka on pintajannitysta alentava aine. Uuden ja vanhan blokkauspus-

kurin toimivuuden vertailu esitetty kuvassa 7.

Kuva 7. Klaudiini-4:n Western blot -kuvat ohutsuolindytteista. Maarityksissa on kaytetty eri blok-
kauspuskuria. Vasemmanpuoleisessa on kaytetty uutta blokkauspuskuria ja oikean-
puoleisessa on kaytetty vanhaa blokkauspuskuria. Klaudiini-4 on B-aktiinin alapuolella.

Uutta blokkauspuskuria kaytettdessd tuloksiin muodostui taustaa ja vahan epa-

spesifisyytta verrattuna vanhaan blokkauspuskuriin, joka antoi tarkemmat tulokset.
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8.3 Ohutsuolinaytteiden proteiinitasot

A
ang Il ang Il + Los ang Il + ang (1-7) C  kontrolli ang Il ang Il + Los ang Il + ang (1-7)
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Kuva 8. Western blot-kuvat ja proteiinitasot ohutsuolindytteista. Angiotensiini Il (angll) pienensi
okludiinin (A ja B) ja klaudiini-4:n (E ja F) tasoja, mutta erot eivat olleet tilastollisesti
merkitsevia (P>0,05), n=5-7. Klaudiini-1 (C ja D) véaheni enemman (P=0,05), n=5-7.
Los, losartaani.
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Okludiinin ja klaudiini-4:n tasot laskivat ang ll:n vaikutuksesta, mutta erot eivat olleet
tilastollisesti merkitsevia (P>0,05) (kuva 8A, 8B, 8E ja 8F). Klaudiini-1 vaheni selvasti,
(P=0,05) (kuva 8C ja 8D).

8.4 Paksusuolinaytteiden proteiinitasot

A kontrolli ang Il ang Il + Los ang Il +ang (1-7) C  kontrolli ang ll ang Il + Los ang Il + ang (1-7)
[ | [ ] [ ] [ | [ | [ | [ | [ |
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Kuva 9. Proteiinien tasot ja Western blot-kuvat paksusuolinéytteista. Angiotensiini Il (angll) laski
vahan okludiinin tasoja (C ja D), mutta erot eivat olleet tilastollisesti merkitsevia
(P>0,05), n=4. Klaudiini-1:n (A ja B) tasoissa ei ole mydskaan merkitsevia eroja
(P>0,05), n=4. Los, losartaani.

Ang Il pelkastdaan vahensi okludiinia lahes puoleen verrattuna nayteryhmaan, jossa oli
ang ll:n liséksi ang (1-7): a. Ero ei ollut tilastollisesti merkitseva (P>0,05) (kuva 9C ja
9D). Myo6skaén klaudiini-1:n taso ei muuttunut tilastollisesti merkitsevasti (P>0,05) (kuva
9A ja 9B).
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A kontrolli ang Il ang Il + Los ang Il + ang (1-7)
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Kuva 10. Klaudiini-4:n Western blot-kuva ja intensiteettitasot (A ja B) paksusuolinaytteista. An-
giotensiini Il:n (ang Il) ja angiotensiini Il + angiotensiini 1-7:n (angll + ang1-7) valinen
ero on tilastollisesti merkitseva (P<0,05), n=4. Los, losartaani.

Klaudiini-4:n taso vaheni ang Il:n vaikutuksesta, ang Il:n ja ang Il + ang1-7:n vélinen T-
testi ero on tilastollisesti merkitseva (P<0,05) (kuva 10A ja 10B).

8.5 Yhdistetyt naytteet

8.5.1 Ohutsuolindytteen proteiinitasot

Yhdistetyn ohutsuolindytteen tiivisliitosproteiinitasot vastasivat yksittaisten naytteiden tu-
loksia.
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kontrolli ang Il ang Il + Los ang Il + ang (1-7) kontrolli ang Il ang ll+Llos  angll +ang (1-7)
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Kuva 11. Klaudiini-4:n (A ja B) ja okludiinin (C ja D) Western blot-kuvat ja intensiteettitasot ohut-
suolinaytteista. Los, losartaani.

Ang Il vahensi klaudiini-4:4 lahes puoleen verrokkiryhmasta (kuva 11A ja 11B). Seka
ang (1-7) etta losartaani nayttivat poistavan ang Il:n vaikutusta. Ang Il pyrki pienenta-

maan okludiinin tasoa ja ang (1-7) korjaamaan vahenemista (kuva 11C ja 11D).

A
kontrolli ang Il ang Il + Los ang Il + ang (1-7)
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Kuva 12. Klaudiini-1:n (A ja B) Western blot-kuva ja intensiteettitasot ohutsuolindytteistéa. Los,
losartaani.

metropolia.fi WM etropolia



25

Klaudiini-1:n proteiinitaso vahenee noin kolmanneksella ang Il:n vaikutuksesta. Ang (1—

7) korjasi ang Il:n vaikutusta ja losartaani vastusti ang Il:n vaikutusta hyvin vahan (kuva

12A ja 12B).

8.5.2 Paksusuolinaytteen proteiinitasot

kontrolli ang Il ang Il + Los. ang Il + ang (1-7) c kontrolli ang Il ang Il +Los  ang Il + ang (1-7)
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Kuva 13. Klaudiini-4:n (A ja B) ja okludiinin (C ja D) Western blot-kuvat ja intensiteettitasot pak-
susuolindytteista. Los, losartaani.

My6s yhdistetyn paksusuolindytteen proteiinitasot vastasivat yksittédisten naytteiden tu-
loksia. Ang (1-7) nosti klaudiini-4:n ja okludiinin tasoja korjaten ang Il:n vaikutusta (kuva

13A, 13B, 13C ja 13D).
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kontrolli ang Il ang Il + Los ang Il +ang (1-7)
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Kuva 14. Klaudiini-1:n (A ja B) Western blot-kuva ja intensiteettitasot paksusuolinaytteista. Los,
losartaani.

Ang (1-7) vastusti ang Il:n haitallisia vaikutuksia vaikuttaen myds klaudiini-1:n maaréaan
nostavasti (kuva 14A ja 14B).

9 Pohdinta

Insin6oritydn tavoitteena oli selvittda ang ll:n ja ang (1-7):n vaikutusta tiivisliitosproteii-
neihin (okludiini, klaudiini-1 ja -4), jotka sdatelevat suolen lapaisevyyttd. Niiden vaiku-
tusta arvioitiin maarittamalla tiivisliitosproteiinien maarat hiiren suolinaytteistd Western
blot -menetelmalla. Angiotensiini tyyppi 1:n reseptorin (ATR1) salpaajaa losartaania kay-
tettiin selvittdmaan, onko ryhmén aikaisemmissa tutkimuksissa havaitun lapaisevyyden
lisaantymisen mekanismina, mainitun reseptorin valittama tapahtuma [30]. Ang (1-7) on
RAS:n yleensa edullisia vaikutuksia valittava peptidi, jonka vaikutukset valittyvat hiljattain
Idydetyn mas-reseptorin kautta. Hypoteesina oli, ettd kummallakin ndilla yhdisteilla voi-
taisiin kumota tai ainakin pienentédé ang Il:n lapaisevyytta lisdavia vaikutuksia tiivisliitos-
proteiinien tasolla. Toisena paatavoitteena oli myds optimoida Western blot -menetel-

maé sopivammaksi ndiden proteiinien maarittdmiseen.
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Western blot -menetelman optimoinnin tuloksena okludiinille 16ydettiin tismaéllinen vasta-
aine ja sen laimennos. Optimoinnin aikana selvisi kaytannossa, etta polyklonaalisten
vasta-aineiden erien valilla voi olla isojakin eroja. Lisaksi optimointia tehtiin myds blok-
kausvaiheessa. Kahdessa ohutsuolinaytteiden Western blot -ajossa kaytettiin uutta,
edellisen blokkauspuskurin korvannutta tuotetta samalla lailla laimennettuna kuin edel-
listd blokkauspuskuria, jolloin tuloksissa oli véh&n enemman epaspesifisyytta. Seuraa-
vissa Western blot -ajoissa uuden blokkauspuskurin kayttéolosuhteita optimoitiin, mik&
paransi tulosten spesifisyyttd. Optimoidulla koejarjestelylla voidaan hyvin jatkaa tule-

vissa lapaisevyystutkimuksissa tiivisliitosproteiinien osuuden selvittamista.

Tulosten mukaan ang |l nayttaisi vahentavan okludiiini-, klaudiini-1- ja -4-proteiinien
maéarid Western blot -menetelméalla mitattuina. Aikaisemmassa tutkimuksessa tiivisliitos-
proteiinit vahenivat seka ohutsuolessa etta proksimaalisessa paksusuolessa korkeave-
renpaineisilla rotilla mallissa, jossa hypertonia oli aiheutettu ang Il:lla. Maaritettyja tiivis-
litosproteiineja olivat okludiini, klaudiini-4, tiivisliitosproteiini 1 ja cinguliini. Liséksi kysei-
sen rotilla tehdyn tutkimuksen muut havainnot nayttivét lisddvan suoliston lapaisevyytta.
Muuna havaintona oli plasmassa lisdantynyt fluoreseiini isotiosyanaatti (FITC) -dekst-

raanin konsentraatio, jolla arvioitiin suoliston limakalvon lapaisevyytta. [32: 314-317.]

Tulokset osoittavat myos ettd, ATR1-reseptorin estdja, losartaani, nayttaisi korjaavan
ang ll:n epéedullisia vaikutuksia tiivisliitosproteiinien maariin. Losartaanin vaikutuksia on
selvitetty Crohnin taudin hiirimallilla, jonka tuloksena losartaani lievittaa suolen epiteeli-
solujen apoptoosia eli ohjelmoitua solukuolemaa. Ang Il on mukana apoptoosissa ja
Crohnin taudin potilailla on havaittu olevan korkeat ang | ja -1l-tasot. Apoptoosin estome-
kanismissa losartaani vahentaa apoptoosia séaéatelevad kaspaasi-3-proteiinia ja lisda B-
solulymfooma-2-proteiini (Bcl-2) / bax-proteiini suhdetta. Bcl-2:lla on anti-apoptoottisia -
vaikutuksia ja bax:lla on pro-apoptoottisia vaikutuksia. [33: 1160-1161.]

Western blot -menetelma on monivaiheinen ja siina on useampia kohtia, jotka voivat
vaikuttaa lopputulokseen. Naitd kohtia voivat olla naytteiden pipetointi SDS-PAGE -gee-
leille, blottaus- ja blokkausvaiheet seka vasta-aineiden inkubaatiot. Tuloksissa on melko
suurta hajontaa, joka voi mahdollisesti johtua kahden geelin valisesté erosta. Tilastolli-
sesti merkitsevien erojen vahaisyys voi johtua isohkosta hajonnasta tai liian pienesta

naytemaarasta.
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Tyolle asetetut tavoitteet saavutettiin, silla okludiinin, klaudiini-1:n ja -4:n proteiinitasot
saatiin maaritetyksi ja Western blot -menetelmaa optimoitiin. Tulokset tukevat ryhman
aikaisempia havaintoja angiotensiini Il:n in vitro lapaisevyytta lisaavasta vaikutuksesta,
joka selittyisi tiivisliitosproteiinin ilmenemisen muutoksilla, joita osittain voitaisiin estaa
kokeellisesti angiotensiini tyyppi 1:n reseptorien salpauksella ja/tai mas-reseptorien sti-
mulaatiolla ang (1-7):lla. Tulevissa tutkimuksissa on kiinnitettdva erityistd huomiota
vasta-aineiden soveltuvuuteen ja etukateistestaukseen. Liséksi tulisi kayttad molemmilla
geeleilla koko ajan samaa tunnettua kontrollindytettd, joka auttaisi geelien valisen eron

selvittamisessa.
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Western blot -ohje

Naytteiden kasittely Western blotia varten

1. Maaritetaan naytteiden kokonaisproteiinipitoisuudet Piercen BCA Protein Assay Ki-

tilla (microplate procedure)

2. Tehd&an halutut laimennokset proteiinieristyspuskuriin ja lisatdan Laemmlin nayte-

puskuria.

3. Naytteiden keitto +95°C 5 minuuttia Iampdblokissa

4. Naytteet pakastetaan odottamaan ajoa -80°C (pidempi aikainen sailytys) tai -18°C
(lyhyt sailytysaika)

SDS-PAGE

1. Sulata naytteet jailla

2. Kokoa ajolaite ja kaada kylm&a 1x ajopuskuria ajolaitteen kammioon tasaisesti.
Poista naytekampa geelin lasien valista varovasti
IiImakuplia ei saa muodostua! Kaada ajopuskuri paalle, niin kuplat nousevat
kuopista. Huolehdi, ettd ajolanka on kokonaan nesteen peitossa ja etta
geelien valilla oleva kammio on taynna ajopuskuria. Voit myts kaataa ajo-
puskuria koko laitteen sisalle. 500 ml puskuria riittaa.
3. Pipetoi naytteet (15-40pl) ja molekyylimarkkeri (2ul) suunnitelman mukaisesti kam-
mioihin.
4. Varmista, ettéa ajolaitteen kytkennat ovat oikein.
Aja ensin 150 V noin 10 min.
6. Aja lopuksi 195 V noin 35 min., jolloin naytteet kulkeutuvat kokonsa mukaisesti gee-
lilla siten, ettd pienimmat proteiinit kulkeutuvat alimmaisiksi ja isoimmat jaavat ylem-

mas.
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Jos geeleja ajaa liian kovalla voimalla, niin naytteet ajautuvat vinoon ja lop-
putulosta on vaikea arvioida.
7. Valmistaudu odotellessa muihin vaiheisiin:
Blottaus:
¢ Valmista 500 ml blottauspuskuria ja pida jailla/pakkasessa ennen
kayttoa.
e Leikkaa kahta pienta geelia kohden
o Nitroselluloosa — kalvosta geelia vahan isompi pala, noin 10
x 15 cm (Huom! Ala koske kalvon keskelle, kéasittele reu-
noilta, ala rypista!)
o Leikkaa suodatinpaperista (3M) 6 palaa
e Esikastele suodatinpaperit laittamalla ne astiaan, jossa on jaakyl-
maa blottauspuskuria.

8. Keskeyta ajo, kun naytteiden etulinja (sininen "viiva”) on 2 mm geelin alareunan yla-

puolella. Jatka heti blottaukseen, silla proteiinit ovat herkkia liikkumaan geeliltd pois.

Blottaus perinteisesti

1. Poista geeli varovasti levyjen valista. Merkitse geelit leikkaamalla pieni pala pois
(geeli 1 — 1 kulma, geeli 2 — kaksi kulmaa jne.)

2. Siirra geelit varovasti astiaan, jossa on jadkylmaa blottauspuskuria (n. 15 ml). Anna
geelien tasoittua noin 15 minuuttia.

3. Kastele blottauslaitteen levyt pienella maaralla blottauspuskuria ja pakkaa geelit
seuraavassa jarjestyksessa,
a. 3 kpl markia suodatinpapereita
b. Nitroselluloosa -kalvo
c. Geelit
d. 3 kpl markia suodatinpapereita

4. Varmista, ettd muualla kuin pinon kohdalla on muovikalvo.
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5. Rullaa ilmakuplat pois geelin ja kalvon valiltd suodatinpapereiden paalta. Proteiinit

eivat siirry ilmakuplan kohdalta!

6. Tarkista kytkennét ja aja 15V, 2 h.

Blokkaus ja vasta-aineet perinteisesti

1. Leikkaa kalvot halutuista kohdista.

2. Pese kolmesti 1 x TBS:lla 5 min ravistelijassa.

3. Blokkaa kalvot blokkauspuskurissa 2 h RT.

4. Pese blokkauksen jalkeen kerran 1 x TBS-T:lla 5 min ravistelijassa.

5. Lis&a primaarista vasta-ainetta sisaltava liuos ja inkuboi 1-2 h RT tai yon yli + 4°C
ravistelijassa.

6. Ota vasta-aine laimennos talteen (voi kayttda uudelleen).

7. Pese kalvot neljasti 1 x TBS-T:lla 5 min ravistelijassa.

8. Lisaa sekundaarista vasta-ainetta sisaltava liuos kalvoille ja inkuboi 1 h RT ravisteli-
jassa.

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

10. Pese kalvot kahdesti 1 x TBS:Il& 5 min ravistelijassa. S&ilo kalvot TBS:4an detektoin-
tiin asti.

Detektointi

Detektoi kalvot Odyssey CLx Infrared Imaging System -laitteella (LI-COR). Kayta tulos-

ten kasittelyssé Image studio -ohjelmaa (LI-COR).

Kalvojen strippaus

1. Inkuboi kalvoja kahdesti 10 min ajan strippauspuskurissa.
2. Pese kalvot kahdesti 1 x TBS-T:lla 5 min ravistelijassa.
3. Ohje toistetaan uudestaan blokkauksesta lahtien, paitsi blokkauspuskurin inkuboin-

tiaika on 1 h.
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