SEPSISPOTILAIDEN LUUYTIMEN TUKIKUDOSSOLUJEN
ERILAISTUMINEN LUUSOLUIKSI JA KOKEELLISEN
SEPSISMALLIN VAIKUTUS SOLUJEN KOLLAGEENITUOTANTOON

Roni Pernu

Syventdvien opintojen tutkielma
Laiketieteellinen tiedekunta
Oulun yliopisto

Tammikuu 2015

Prof. Petri Lehenkari



OULUN YLIOPISTO
Lidketieteellinen tiedekunta

Ladketieteen koulutusohjelma

TIIVISTELMA

Pernu, Roni: Sepsispotilaiden luuytimen tukikudossolujen
erilaistuminen luusoluiksi ja kokeellisen sepsismallin
vaikutus solujen kollageenituotantoon

Syventdvien opintojen tutkielma: 14 sivua

Vaikeassa sepsiksessé kuolleisuus on korkea ja ennustetta on parannettu varhaisella
tunnistamisella, aikaisin aloitetulla antibiootilla ja tavoiteohjatulla nestehoidolla. Sepsiksessé
sytokiinien litkatuotannolla on nykykésityksen mukaan suuri rooli. Luuytimen
mesenkymaaliset tukikudossolut ovat aiemmissa tutkimuksissa vaimentaneet tulehdusta ja
niitd tutkitaan intensiivisesti. Sepsiksen hoidossa soluterapiatutkimus on vield lapsenkengissa.
Tutkimusta tarvitaan solujen vaikutuksesta elimiston paranemisprosessien tukemisessa
vaikeassa tulehduksessa ja pédinvastoin vaikean tulehduksen vaikutusta solujen elin- ja
toimintakykyyn. Téssa tutkielmassa selvitettiin 9 Iyhyen aikaa septisti shokkia sairastaneiden
potilaiden luuytimen solujen erilaistumiskykya luusoluiksi méarittdmalla kalsiumpitoisuus ja
AFOS-aktiivisuus sekd jakautumiskykyd MTT-testin avulla. Vertailuryhména toimi
elektiivisen lonkkaleikkauksen yhteydessé otetut solut. Liséksi kokeellisessa sepsismallissa
tutkittiin 4 vuorokauden altistuksen jidlkeen solujen kyky tuottaa kollageenia maarittamalla
PINP-pitoisuudet elatusnesteestd altistuksen jéalkeen.

Solujen erilaistumiskyky ja jakautumiskyky eivit ole selkedsti huonontuneet, kun ne padsevit
tulehdusympdéristdsti ei-tulehdukselliseen soluviljely-ympéristoon. Kokeellisessa

sepsismallissa PINP-tasot laskivat huomattavasti vertailuryhmiin verrattuna.

Avainsanat: sepsis, luuytimen kantasolut, soluterapiat, erilaistuminen, elinkyky, tyypin I

kollageeni
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1. JOHDANTO

Sepsiksen patofysiologiassa ja kliinisessd ilmentymadssi tirkedssd roolissa on ymmartaa
késitteend ja ilmiond elimiston yleistynyt tulehdustila (systemic inflammation response
syndrome) eli SIRS. Nykykésityksen mukaan SIRS johtuu tulehdusta edistidvien
proteiinirakenteisten soluvilittdjdaineiden eli sytokiinien liiallisesta vapautumisesta (Parsons,
2010). Yleistyneen tulehdusreaktion voivat laukaista useat eri tekijét kuten perioperatiivinen
kudosten hapenpuute (alhainen verenpaine, verenvuoto), muista syisti johtuva hapenpuute,
vakava vamma, palovamma, haimatulehdus tai muut vakavat aseptiset sisdelintulehdukset tai
jopa allergeenit. Yleisimmin tilan aiheuttaa kuitenkin infektio (Koo ym., 2011). Kliinisesti
SIRS ilmenee pulssitason nousuna, tihentyneend hengitystaajuutena, leukosytoosina tai
leukopeniana ja kuumeena tai hypotermiana. Lisdksi siihen kliinisind ilmentyminé saattaa
liittyd korkea verensokeri ja ithonalaiskudoksen turvotukset. Infektion laukaisemaa
yleistynyttd tulehdusreaktiota nimitetdén sepsikseksi. Vaikea sepsis on tilanne, jossa
sepsikseen liittyy elintoimintahiiriGitd tai kudoksen hapenpuutteen merkit. Septisestd sokista
puhutaan silloin, kun sepsikseen liittyy nestehoidolle reagoimaton alhainen verenpaine.
Sepsis, vaikea sepsis ja septinen sokki muodostavat jatkumon. Edetessédén tilanne voi johtaa
usean eri elinjdrjestelmén pettdmiseen ja potilaan kuolemaan. (Levy ym., 2003; Sepsiksen

Kéypa hoito, 2014)

Vaikea sepsis on haaste elimiston korjausprosesseille ja hoitohenkilokunnalle. Huolimatta
kehittyneestd tehohoidosta kuolleisuus vaikeaan sepsikseen on pysynyt korkeana. Suomessa
vaikean sepsiksen ilmaantuvuus on 0.38/ 1000 ja vuoden kuolleisuus jopa 40,9 % (Karlsson,
2007). Kudosrakenteiden ylldpitdminen ja syntyneiden vaurioiden korjaaminen on yksi
keskeinen osa normaalin elimistdn toiminnassa, paikallisessa tulehduksessa ja siis mydskin
vaikeassa yleistyneessd tulehdusreaktiossa. Tieddmme ettd sepsiksessd veren hyytyminen ja
tulehdusvaste ovat aktivoituneet koko elimistdssd (Hotchkiss & Karl, 2003), mutta
tutkimuksia vaikutuksista kudoksen uusiutumiseen on vihemman. Selvisti on kuitenkin
kuvattu lisdéntynytté fibroosia ja apoptoottisen kontrollin muutoksia eri elimissd (Meduri ym.,
1998; Marshall ym., 2000; Rocco ym., 2009). Kudoksen uusiutumista ja fibroosia sditelevid
sekd rajoittavia tekijoitd tunnetaan kuitenkin vield huonosti. Kantasolujen osallistumista

akuuttien elinvaurioiden paranemiseen tutkitaan intensiivisesti. Oulussa tehdyssa



vaitoskirjatutkimuksen osatydssé todettiin vaikeassa sepsiksessd sidekudosaineenvaihdunnan
hairiité, joihin liittyi lisdéntyneet elinvauriot ja potilaiden kuolleisuus (Géddnés ym., 2009).
Vaikea sepsis voidaan ajatella ikddn kuin koko kehon haavana ja monielinvaurion
kehittyminen tdmén haavan” paranemisprosessin sddtelyhdiriond (ylimairdinen

sidekudosmuodostus, uudiskudosmuodostus).

Mesenkymaaliset tukikudoksen multipotentit solut (MSC) ovat soluja, joita [6ytyy mm.
rasvakudoksesta ja luuytimestd. Niilld on kyky erilaistua usean eri kudoksen soluiksi kuten
luu-, rusto- ja rasvasoluiksi. Tdmain lisdksi niilld on havaittu olevan immuunivastetta
hillitsevid ominaisuuksia (Newman ym., 2009). Tdmi on johtanut voimakkaaseen
kiinnostukseen tutkimuskentilld nditd soluja kohtaan, silld niitd on suhteellisen helppo
kasvattaa pienestikin solumiérésta siten, ettd ne sdilyttdvit ominaisuutensa.
Mesenkymaalisten kantasolujen toivoa heréttdviin ominaisuuksiin kuuluu myos se, ettd niilld
itsellddn on vdhén tai ei lainkaan vieraassa elimistdssd immuunivastetta laukaisevia
ominaisuuksia. Tdmén takia ne ovat potentiaalisia terapeuttiseen kayttoon esim. GVHDssa,
autoimmuunisairauksissa ja allergioissa (Newman ym., 2009). MSC:114 on sekd paikallisia
ettd systeemisid vaikutuksia tulehdusreaktioon. Kaikkia mekanismeja ei todenndkoisesti

tunneta, mutta ne ovat tutkimuksen alla.

Paikallisesti MSC:114 on osoitettu olevan tulehdusta hillitsevid mekanismeja hiirimalleissa,
mm. makrofagien tulehduksellisten sytokiinien erityksen ja lymfosyyttien jakautumisen
estovaikutuksia (Newman ym., 2009; Kerkeld ym., 2013). Tamén lisdksi on osoitettu, ettd
MSC:n ei vilttdmatta tarvitse edes olla tulehdusalueella lieventdékseen tulehdusta TSG-6

vilitteisesti (Lee ym., 2009).

Eldintutkimuksissa yleistyneen tulehdusreaktion on havaittu vaimenevan MSC:n
suonensisdiselld annostelulla. Ne ovat lisinneet makrofagien tappokapasiteettia ja vihentaneet
tulehduksellisten sytokiinien tason nousua ja néin vdhenténeet kuolleisuutta sepsiksessd (Mei
ym.., 2010). Sen lisdksi, ettd mesenkymaalisilla kantasoluilla on tulehdusta vdhentdvii eli
anti-inflammatorisia ja antimikrobisia vaikutuksia, ne myds nimensd mukaisesti ovat mukana
kudosten uudismuodostuksessa esimerkiksi systeemitulehduksen aiheuttamissa elinvaurioissa
mm. munuaisissa ja keuhkoissa (Humphreys & Bonvente, 2008; Matthay ym., 2010). On
ajateltu, ettd mesenkymaaliset kantasolut erilaistuvat kudoksissa korvaamaan vaurioituneita

soluja, mutta tdiménhetkisen tiedon valossa vaikutus vélittynee kuitenkin 1dhinné para-



ja endokriinisesti lisdten kudoksen omien parenkyymisolujen uusiutumista, vihentavét
apoptoosia ja lisddvét verisuonien muodostumista (Humphreys & Bonvente, 2008).

MSC:114 voisi siis olla kdyttdd sepsiksen hoidossa. Tutkimuksia MSC:n vaikutuksesta
tulehdukseen on siis tehty runsaasti, vihemmaén kuitenkin on julkaisuja itse tulehduksen
vaikutuksesta MSC:een. Erityisesti niinkin voimakkaassa tulehdustilanteessa kuin sepsis tulisi
hoidollista kdyttdd varten arvioida vaikutuksia molempiin suuntiin. MSC:114 on tutkitusti
tulehdusta rauhoittavaa vaikutusta eldinmalleissa ja in vitro. Enta sellaisessa tilanteessa, kun
solujen tulisi sietdd tulehduksellista ympéristod pitkddn ja silti sdilyttdd multipotentit
ominaisuutensa, elinkykynsa sekd erityisesti sdilyttdé tulehdusta hillitsevdt ominaisuutensa?
Tamaén tutkielman tarkoituksena oli selvittdd sepsispotilailta kerdttyjen luuytimen
tukikudossolujen erilaistumiskyky luuta muodostaviksi soluiksi eli osteoblasteiksi ja liséksi
selvittdd terveiltd ihmisiltd keréttyjen luuytimen tukikudossolujen kollageenimuodostuskyky

pitkittyneessé sepsista mallintavassa in vitro -koeasetelmassa.

2. AINEISTO JA MENETELMAT

2.1. Aineisto

Tutkimukseen rekrytoitiin kliinisesti septisessa shokissa olevia potilaita Oulun yliopistollisen
sairaalan (OYS) teho-osasto 1:1td (diagnostiset kriteerit taulukko 1). Kontrollipotilaina
toimivat OY S:iin elektiiviseen lonkan tekonivelleikkaukseen tulevat potilaat. Tutkimukselle
hankittiin PPSHP:n eettisen toimikunnan hyviksynta. Potilaiden suostumus hankittiin
kirjallisesti joko suoraan potilailta, tai mikéli potilaiden kunto ei sitd sallinut niin suostumus
hankittiin 1dhiomaiselta. Soluviljelmissd kdytetyt luuytimen solut olivat perdisin yhdeksalta
septistd shokkia sairastavalta potilaalta, joista seitsemélld kliininen diagnoosi oli asetettu joko
samana tai edellisend pédivana. Kahdella potilaista kliininen diagnoosi oli asetettu 3-4
vuorokautta niytteenottoa edeltdvisti. Kontrollipotilaiden luuydinsoluista neljai solulinjaa
kéytettiin erilaistumiskokeissa kontrollina ja PINP-kokeissa kéytettiin yhteensé viidesta eri
potilaasta saatuja solulinjoja. Tutkimuksesta poissulkevat tekijit olivat
immunosuppressiivinen ladkitys, vaikea maksa- tai munuaissairaus, ik alle 18 -vuotta,
syOpdsairaus ja/tai raskaus. Verindytteet otettiin samoilta potilailta, mutta kontrolliryhména

verindytteiden osalta toimivat perusterveet vapaaehtoiset luovuttajat.



B) SIRS —kriteerit, vahintdédn 2 seuraavista

- Ydinldmpd >38 tai <36
- Syketaso >90/min
- Hengitystaajuus >20/min tai mekaaninen ventilaatio tai pCO, <4,3kPa

- Leukosyytit >12 tai <4 tai sauvatumaisia neutrofiileja >10%
C) Infektiosta johtuva elinhdirid, vahintdén 1 seuraavista

- Alhainen verenpaine: systolinen RR <90mmHg tai >40mmHg lasku perustasosta

- Verenkiertovajaus: laktaatti >1,6mM tai vdhdvirtsaisuus tai nopea tajunnan alenema
- Keuhkojen toiminnan héirio: pO,/FiO, <26,6

- Akuutti munuaisten vajaatoiminta: Tuntidiureesi <0,5ml/kg 6h ajan

- Akuutti hematologinen vajaatoiminta: Trombosyytit < 80xE9/1

- Metabolinen asidoosi: pH <7,3 tai emdsylimédrd <-5 ja laktaatti >2,4mM
D) Nestehoitoon reagoimaton hypotensio (>1h) eli ladkkeellisen verenkierron tuen tarve
Sepsis = A+B
Vaikea sepsis = A+B+C

Septinen shokki = A+B+C+D

Taulukko 1. Sepsispotilaiden rekrytoinnissa kaytetyt diagnostiset kriteerit (Bone ym., 1992; Sepsiksen Kéypé
hoito -suositus, 2014). A+B+C+D ehtojen tuli tdyttya, ettd potilas otettiin tutkimukseen mukaan.

2.2. Menetelmit

Kontrollipotilaiden luuydinnéyte otettiin elektiivisen lonkkaleikkauksen aikana reisiluun
kaulan ja trokantterin alueelta. Luuydinti otettiin n. 10 ml 50ml Falcon-putkeen ja se
kuljetettiin laboratorioon. Laboratoriossa niyte sekoitettiin n. 15ml elatusnesteeseen, jonka
koostumus kuvattu Leskeldn ym. (2003) tyossd. Luuydinnéyte pipetoitiin timén jélkeen 175
cm? soluviljelypulloon, joka asetettiin soluviljelykaappiin. Soluviljelykaapin
viljelyolosuhteissa lampdtila 37° C, ilma oli kostutettua, kaasukoostumus oli 5% CO,, 95%
ilmaa. Solujen annettiin kiinnittyd 1 vuorokauden ajan, jonka jdlkeen supernatantti imettiin

pois ja soluviljelypullo huuhdeltiin fosfaattipuskuroidulla fysiologisella keittosuolaliuoksella



(PBS). Tamin jalkeen tuore elatusneste laitettiin tilalle. Elatusnestettd vaihdettiin kaksi kertaa
viikossa kunnes silmdmaéériisesti arvioituna solujen pinta-ala oli 70-80% soluviljelypullon
pohjan pinta-alasta. Tdsséd vaiheessa solut laskettiin ja jaettiin uusiin pulloihin tai pakastettiin
nestemadiseen typpeen tulevaisuuden kéyttod varten.

Sepsispotilailta luuydinniyte otettiin suoliluun etuylékarjestd luuydinneulalla.
Punktiokohdasta puudutettiin lidokaiinilla iho seké luun pinta. 5 ml ruiskulla, joka oli
esitdytetty 0,5ml hepariinia otettiin 4,5-5ml luuydinndytettd kahteen ruiskuun eli yhteensa n.
10ml. Naytteet kuljetettiin turvalaboratorioon, jossa naytteet pipetoitiin 50ml Falcon-putkiin
ja laimennettiin 1:6 PBS:d4n. Laimennuksen jélkeen solufraktiot eroteltiin Ficoll-Paquen
avulla valmistajan toimittamien ohjeiden mukaisesti. Mononukleaarifraktiokerroksen solut
aspiroitiin varovaisesti ja pestiin PBS:114 kolme kertaa. Pesujen jidlkeen solut suspensoitiin
elatusnesteeseen ja pipetoitiin soluviljelypulloon ylldkuvatun kaltaisesti. Jatkossa soluviljely

toteutettiin, kuten ylla on kuvattu.

Sepsispotilailta otettiin verindytteet arteriakanyylista aseptista tekniikkaa noudattaen.
Verindytteet otettiin potilailta, joilla oli kliinisesti septinen shokki -diagnoosi, ja joiden
diagnoosi oli tehty 3-4 vuorokautta edeltidvisti. Nelja 10ml lisdaineetonta verindytepulloa
otettiin tdyteen eli yhteensi otettiin 40 ml verta. Verindytteet kuljetettiin turvalaboratorioon ja
verta seisotettiin 45 minuuttia huoneenldimmassé. Seisottamisen jélkeen hyytynyt veri
sentrifugoitiin 2000 g:n suhteellisella sentrifugointivoimalla 15 minuutin ajan. Jéljelle jdényt
seerumi aspiroitiin varovaisesti 15 ml Falcon-putkiin ja sentrifugoitiin samoilla asetuksilla
vield kertaalleen yliméardisistd punasoluista eroon padsemiseksi. Tdmén jdlkeen seerumi
jaettiin Eppendorf-putkiin siten, ettd yhteen putkeen tuli Iml seerumia. Verindytteiden n oli

tassd tyOssa 6.

Seerumikontrolleiksi kerittiin vapaaehtoisilta perusterveiltd luovuttajilta verta laskimosta
aseptista tekniikkaa kéyttden joko yhteensd 20 ml tai 40 ml. Néytteista eristettiin seerumi
ylldkuvatun kaltaisesti ja varastoitiin Eppendorf-putkiin siten, ettd yhteen putkeen tuli 1ml

seerumia. Kontrolliverindytteiden n oli tdssé ty0ssa 8.

Solujen kykya erilaistua osteoblasteiksi ja tuottaa mineralisoitua matriksia arvioitiin
madrittamalld 5 viikon erilaistamisen jdlkeen kalsiumpitoisuutta mittaamalla. Soluja viljeltiin
24-kuoppalevylld. Solujen lukuméérd alkuvaiheessa oli 10 000 solua/kuoppa. Rinnakkaisia

kuoppia oli 4. Kalsiumpitoisuus yhdelle kuopalle méairitettiin duplikaattina. Solujen



erilaistaminen toteutettiin Leskelédn ym. (2003) kuvaamalla tavalla. Mydskin

kalsiumpitoisuuden maéritys toteutettiin identtisesti.

Erilaistumiskykyé osteoblasteiksi arvioitiin myos madrittdmallé alkalisen fosfataasin (AFOS)
aktiivisuus. Soluja viljeltiin 24-kuoppalevylld. Solujen lukuméiéra kuoppaa kohti oli 10 000.
Rinnakkaisia kuoppia oli 4. AFOS-aktiivisuus yhdelle kuopalle mééritettiin duplikaattina.
Soluja viljeltiin 3 viikkoa ja entsyymiaktiivisuus madritettiin jélleen identtisesti Leskeldn ym.

kuvaamalla tavalla.

Jakautumiskykyé mittaavalla kokeella arvioitiin erilaistumattomien solujen elinkykya. MTT-
yhdiste pelkistyy metabolisesti aktiivisissa soluissa ja timé mitattiin spektrofotometrisesti
550nm ja 650nm aallonpituuksilla. 550nm tulokselle tehtiin taustakorjaus eli vdhennettiin
650nm tulos siitd. Solut pipetoitiin 96-kuoppalevylle. Solujen lukuméairi alkuvaiheessa oli
500 solua kuoppaa kohti. MTT-testi tehtiin 1 vuorokauden, 3 vuorokauden ja 7 vuorokauden
aikapisteissd. Inkubaatioaikana elatusnestettd ei vaihdettu kertaakaan. Mittausajankohtana
kuopilta imettiin elatusneste pois ja tilalle pipetoitiin MTT-elatusneste -sekoitus, jossa
pitoisuudeltaan Smg/ml MTT-liuosta oli 10ul ja elatusnestettd 90ul. Soluja inkuboitiin
soluviljelykaapissa 1h ajan, jonka jilkeen elatusneste poistettiin kuopilta. Tilalle pipetoitiin
100pu1 DMSO:a. Kuoppalevyjé varovaisesti ravisteltiin ja tehtiin yllakuvattu

spektrofotometrinen mittaus. Rinnakkaisia kuoppia oli aina véhintéén 6.

PINP-kokeet toteutettiin kontrollipotilaiden MSC:114. Viljely toteutettiin 6-kuoppalevyllé ja
altistusaika soluviljelykaapissa oli 4 vuorokautta. Solujen lukuméérd yhdelld kuopalla oli
30 000. Rinnakkaisia kuoppia oli 3 ja PINP -maééritykset tehtiin duplikaatteina. Soluviljelyssi
kéytettiin muuten tdsmaélleen saman sisdltoistd peruselatusnestettd, jonka koostumus on
kuvattu Leskeldn ym (2003) tydssd, mutta naudan vasikan seerumin (FBS) pitoisuus oli tdssi
koeasetelmassa 20 %. Samoin kuin muidenkin ryhmien seerumipitoisuus oli 20 %.
Soluviljelmissd kaytetty ihmisseerumi oli kontrolliryhméssd yhdistelmé vapaaehtoisten
luovuttajien seerumia tasaisilla suhteilla. Kokeellisessa sepsisasetelmassa kéytetty
thmisseerumi oli yhdistelmé potilaiden seerumista tasaisilla suhteilla. Koe-asetelmassa oli
neljd ryhmaa:

1. Peruselatusneste (FBS 20 %)

2. Peruselatusneste (FBS 20 %) + 3ng/ml tuumorinekroositekijaa (tulehdusmalli)

3. Peruselatusneste, jossa vapaaehtoisten ihmiskontrollien seerumia 20 %



4. Peruselatusneste, jossa sepsispotilaiden seerumia 20 % (tulehdusmalli)

PINP-tasot médritettiin Koivulan ym. (2010) kuvaamalla validoidulla kemiluminesenssi

immunoesseelld Oulun yliopistollisen sairaalan kliinisen kemian laboratoriossa.

3. TULOKSET

3.1. MTT-testitulokset

Kokeessa nahtiin suurta vaihtelua eri solulinjojen vililld, mutta kaikilla testatuilla solulinjoilla
pystyttiin toteamaan lisddntynyt absorbanssi ja siten siis tulokset ovat tulkittavissa siten, etti
kaikki solulinjat mitatulla aikavélilld 6 vuorokauden aikana kykenivét lisddntyméaén in vitro.

(Kuva 1.)

MTT-testituloksia soluista

0,080
0,070
0,060
0,050
0,040

0,030

0,020
0,000 I
490 611 618 624 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Hm1lvrk m3vrk m7vrk

Kuva 1. 490, 611, 618, 624 ovat kontrollisolulinjoja lonkkaleikkauspotilaista. Solulinjat 1-9 ovat sepsispotilaista.

Pylviiden virikoodit ovat selitettynd kuvassa. Vasemmalla sijaitsevat lukuarvot kuvaavat absorbanssia.

3.2. Erilaistamiskokeiden tulokset



Luunmuodostusta kalsiumtasojen mittauksen perusteella tapahtui kaikissa
kontrollisolulinjoissa. Kolmessa sepsissolulinjassa kalsiumtaso pysyi mittaamattoman

matalana, muissa linjoissa kalsiumtasot nousivat (Kuva 2).
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Kuva 2. Kaikissa kontrollisolulinjoissa todettiin kalsiumtasojen nousu 5 viikon erilaistamisviljelyn jalkeen.
Pitoisuuden yksikkénd on mM. Tuloksissa oli suurta vaihtelua solulinjojen vélilld. Kolmessa sepsissolulinjassa
el tapahtunut mineralisaatiota kalsiumtasojen perusteella. 490, 611, 618, 624 kontrollisolulinjat. 1-9 ovat
sepsissolulinjat. PM = peruselatusneste, OS = luuerilaistamisen elatusneste. Pitoisuuksien laskemiseen kaytetyn

standardikuvaajan korrelaatiokerroin >0,99 (data ei nakyvilld).

Kolmen viikon luuerilaistamisen jilkeen kaikilla testatuilla solulinjoilla alkalisen fosfataasin
aktitvisuus lisdéntyi kontrolliin verrattuna. Kuitenkin selvésti samoilla solulinjoilla, joilta
kalsiumarvoja ei saatu mééritettyd tai ne jdivat mataliksi, jdi myoskin AFOS-arvo matalaksi.

Solulinjojen vililld oli siis my0s téssd kokeessa suurta vaihtelua. (Kuva 3.)



AFOS-aktiivisuus abs/mg
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Kuva 3. PM = peruselatusneste, OS = luuerilaistamisen elatusneste. Pylvddn korkeus kuvaa solujen AFOS-
aktiivisuutta yhtd milligrammaa kokonaisproteiinimaardd kohden. PM = peruselatusneste, OS = luuerilaistamisen

elatusneste. Kaikissa solulinjoissa erilaistaminen aiheutti AFOS-aktiivisuuden kasvun.

3.3. PINP-tasojen muutokset kokeellisessa sepsismallissa in vitro

Jokaisella testatulla solulinjalla ja jokaisella koekerralla sama ilmid oli toistettavissa: PINP —
tasot romahtivat sepsis-seerumiryhmissd muihin ryhmiin verrattuna. Viidessa kokeessa
seitsemadsté oli havaittavissa, ettd ihmisseerumille altistetut solut tuottavat tyypin I kollageenia
enemmain naudan seerumiin ja naudan seerumin tulehdusta imitoivaan malliin verrattuna.
Kahdessa kokeessa tété ei kuitenkaan tapahtunut. Tuumorinekroositekijalla kédytetylld 3ng/ml
pitoisuudella ei tullut selvdi vastetta suuntaan eikd toiseen PINP-tasojen perusteella.
Mainittakoon, ettd seerumeissa PINP tasoissa ei ollut juuri eroa kontrollien ja potilaiden

valilla. (Kuva 4.)
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Kuva 4. FBS+T = FBS pohjainen elatusneste, johon on lisétty 3ng/ml tuumorinekroositekijad. Ktrl =
kontrolliryhmé vapaaehtoisten luovuttajien seerumilla. Sepsis = elatusneste, jossa on sepsispotilaiden seerumi
pohjana. Numerot viittaavat kdytettyyn solulinjaan ja ka lyhenne perissé keskiarvoon. a, b ja c viittaavat eri
koesarjoihin, jossa a ja b ovat ensimmadisid sarjoja ja niissd on molemmissa kdytetty 6 potilaan yhdistettyé
seerumia. C-sarja on viimeisin, ja jossa on kéytetty 5 potilaan yhdistettyd seerumia. Kaksi viimeista pylvésta

oikealla on pelkdn mediumin pitoisuus 4 vuorokauden tyhjilla kuopalla inkuboinnin jélkeen.

4. TUTKIMUKSEN VAHVUUDET JA HEIKKOUDET

Tutkimuksen hyviksi puoliksi nostaisin ylldttdvan hyvén toistettavuuden erityisesti PINP-
madrityksissd. Solubiologisissa tutkimuksissa tyypillisesti solulinjojen vélilld on suurta

vaihtelua, mutta siitdkin huolimatta tulokset olivat hyvin toistettavissa. Hyvdi on my®ds se,
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ettd samat tekijdt padsaintoisesti tekiviat madratyt toimet ndytteiden kasittelyssd. Esimerkiksi
sepsispotilaiden luuytimen niytteenottaja oli sama ja niytteiden jatkokisittelija oli sama.
Myoskin jakautumistestejd ja erilaistumistestejd madritettdessad pipetoimassa oli koko ajan
samat kaksi henkil6d, mika véhensi siindkin virheen ja vaihtelun mahdollisuutta. PINP-
madritykset taas tehtiin akkreditoidussa laboratoriossa validoidulla menetelmalld kokeneen
laboratoriohoitajan toimesta, joten niiden luotettavuus on hyvi. Ainoat todennékdiset
virheldhteet PINP-méarityksissé on siis solulinjat itsessdin, soluviljeliji ja ndytteiden kerdija.
Tutkimuksen heikkouksina pidén pientd potilasmédrdd, joka kuitenkin on ymmarrettavai
solubiologisen tutkimuksen ollessa kyseessd. Lisdksi heikkoutena pidin suurta vaihtelua niin
potilaiden kuin solujenkin vélilld. Diagnooseille on selvét kliiniset mééritelmait, mutta silti
niidenkin sisdlld on suurta vaihtelua potilaiden todellisen kunnon vililld. Solulinjojen vililla
taas vaihtelu saattaa olla usean eri tekijdin summa, johon ei juurikaan voi vaikuttaa. Vaikka
yll4 mainitsin saman néytteen késittelijin olevan vahvuus, niin se saattoi olla my6s heikkous
erityisesti tutkimuksen alkuvaiheessa, koska tekijélld ei timén kaltaisesta ndytteiden
kisittelystd ja tutkimisesta ollut aiempaa kokemusta. Kokemus ja nidppituntuma muodostuivat

tutkijalle vasta my6hemmin tutkimuksen edetessa.

POHDINTA

Kuten johdannossa jo tuotiin esille, sepsis on yleinen tappaja meilld Suomessa ja maailmalla.
Tutkimuksilla on osoitettu, ettd tunnistamalla sepsis ajoissa jopa liiankin l0ysien kriteerien
avulla ja liséksi tehokkaasti ajoissa hoitamalla kyetdén laskemaan kuolleisuuslukuja, mutta
tutkimusta tarvitaan vield vaikean sepsiksen aiheuttamien elinvaurioiden patogeneesin
ymmaértamiseksi. Télld hetkelld sepsispotilaan hoito perustuu varhaiseen antibioottihoitoon,
tavoiteohjattuun nestehoitoon ja elintoimintojen tukemiseen. Lisddntynyt ymmarrys
elinvaurioiden synty- ja korjausmekanismeista auttaisi kuitenkin jatkossa kehittimaan
solutason mekanismethin puuttuvia tdsmahoitoja. MSC:n ominaisuudet tukea kudoksia endo-
ja parakriinisesti sekd kyky hillitd ylenpalttista tulehdusvastetta luonnollisesti herattad
kiinnostusta, voisiko niissd soluissa olla tisméhoidon potentiaalia? Ennen kliinisid kokeita on
kuitenkin erittdin tdrkeda selvittdd in vitro kantasolujen reaktioita ja elinkykya voimakkaassa
inflammaatiossa. Ndin myos voidaan mallintaa alustavasti sitd, miten kdy luuytimen sisdisille

kantasoluvarastoillemme vaikean yleistyneen tulehdusreaktion hyokkéyksen alaisena.
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Tamin tutkielman tulosten valossa ainakaan solujen lyhytaikainen altistuminen septisen
shokin tasoiselle tilalle ei vie niiltd kykya jakautua ja erilaistua, kun ne tulehdustilasta

siirtyvét aseptisiin soluviljelyoloihin.

In vitro sepsismallissa 4 vuorokauden altistus septistd shokkia sairastavien potilaiden
seerumille sai aikaan suhteellisen dramaattisen romahduksen kollageenisynteesissi, ainakin
tyypin I prokollageenin aminoterminaalista peptidid méaérittdvien tulosten perusteella. Témén
tuloksen merkitys on epéselvd. Kuitenkin kuten johdannossa jo tuotiin esille, niin tulehduksiin
ja sepsikseen on pitkédn liitetty eri elinten yliméardisen sidekudosmuodostuksen ilmio.
Giaddnés ym. osoittivat 2009, ettéd sepsispotilaiden seerumissa ldhinna PIIINP-tasoissa on
nousua ja positiivinen korrelaatio kuolleisuuteen. PINP-tasot sen sijaan olivat kutakuinkin
samat kontrolleilla ja potilailla. Tutkimuksessa kuitenkin havaittiin, ettd sepsiksen
vaikeusasteella sepsisryhmien sisélld oli vaihtelua PINP-tasoissa my6skin. Gdddnés ym.
havaitsivat toisessa jokseenkin ilkedssd koe-asetelmassa, ettd sekd PINP- ettd PIIINP-tasot
olivat keinotekoisen haavan eritteessa sepsispotilailla alemmat kuin kontrolleilla
alkuvaiheessa. 3 kuukauden kontrollissa prokollageenitasoissa oli ylikompensatoriset arvot ja
arvot normalisoituivat 6 kuukauden kontrollissa. Tdssé tutkielmassa saadut tulokset
kokeellisessa sepsismallissa viittaavat samaan suuntaan, neljan vuorokauden inkubaatiolla
PINP-ekspressio romahti verrattuna ei-tulehdukselliseen tilaan. TNF-alfa ei yksin ilmiota
saanut aikaan kéytetylld pitoisuudella. Miksi kuitenkaan seerumissa PINP-tasojen selvaa
romahdusta ei voitu havaita? Olisiko asia niin, ettd kudoksista Idhtokohtaisestikin “’vuotaa”
verenkiertoon tyypin I prokollageenia niin vdhén, ettd kudostasolla synteesin alasajoa ei voi
systeemisesti havaita? Asia on sen verran mielenkiintoinen, etti se vaatisi lisdtutkimuksia.
Hyva ldhtokohta voisi olla pidentdd inkubaatioaikaa huomattavasti jopa kuukausiin ja
kattavasti madrittad kollageenimetabolian merkkiaineet syntetoinnista hajotukseen. Lisdksi
tdllaisen pitkédn aikajénteen altistuksen jdlkeen olisi vield hyvd mairittdd solujen elinkyky

esimerkiksi MTT-testilld ja mitokondrioiden kuntoa mittaavilla testeill4.

Vield on paljon tutkittavaa, ettdi MSC:t voisi julistaa turvalliseksi soluterapiaksi oikeastaan
mihinkddn tulehdukselliseen sairauteen. Niinkin alkuvaiheen seikka kuin solujen selvidminen
kovassa tulehdusympéristossa on pitkalti selvittaméttd. Tulehduksen vaikutuksista

erilaistumiseen on kylla tietoa, mutta soluterapian ndkdkulmasta ei juurikaan. Jopa solujen
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infuusioturvallisuudesta on jadnyt tutkimusta maailmalla tekemaéttd ja ryhmélldmme

preliminddristd dataa on, etté siihenkin tulisi tulevaisuudessa huomiota kiinnittaa.
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