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Tiivistelma

Soluhengityksen ja aineenvaihdunnan monivaiheisissa biokemiallisissa prosesseissa hapen
pelkistyminen johtaa reaktiivisten vélituotteiden syntyyn. Reaktiivisia happiyhdisteitd
(ROS) ovat mm. O;", ONOO °, H,O, sekd NO. Muodostuneiden ROS:n vaikutukset ovat
kaksisuuntaisia; toisaalla ne pienind pitoisuuksina toimivat signaalimolekyyleind mutta
korkeina pitoisuuksina ne voivat reagoida solun proteiinien ja DNA:n kanssa aiheuttaen
nithin rakennemuutoksia. Elimiston antioksidantit, kuten tietyt vitamiinit ja
antioksidatiiviset entsyymit poistavat normaalisti ylimaérdiset ROS:t.

Teollisuusmaissa aivo- ja sydéninfarktit, diabetes ja syOpdtaudit ovat yleisid. Tauteja
yhdistivd tekijda on happistressi, joka johtuu runsaasta ROS:n synnystd ja niiden
tehottomasta poistosta. Epédtasapaino voi syntyd voimakkaan tulehdusreaktion ja
kudosvaurion aiheuttamana. Mahdollisista haittavaikutuksistaan huolimatta tulehdusreaktio
on tirked kudoksen parantumisen edistdjd. Alueen valkosolut tuottavat ROS:n lisdksi
sytokiinejd, jotka puolestaan edesauttavat kudoksen uudissuonitusta. Tarkedd tapahtuman
onnistumisessa on kuitenkin osallistuvien molekyylien tasapainoinen hierarkia.
Tutkimuksessamme tarkastelimme solunulkoisen superoksididismutaasin (EC-SOD)
vaikutuksia rotan alaraajaiskemiamallissa, jossa reisivaltimo suljetaan kolmesta kohdasta.
Koe-eldimille annettiin adenovirusvilitteisesti ec-sod geenid vaurioalueen 1&histon
lihaksiin. Kontrollieldimille puolestaan injektoitiin vastaavalle alueelle LacZ geenin
sisdltdimdd adenovirusta. Seurantajakson jéilkeen eldimistd eristettiin operoidun jalan
lihaksia, joista valmistettiin jadleikkeitd. Kudoksen rakennetta ja EC-SOD:n terapeuttisia
vaikutuksia tarkasteltiin 1dhinnd immunohistologisten vérjdysten perusteella. Virjiysten
perusteella havaitsimme, ettd EC-SOD vidhentdd vaurioalueen tulehdusreaktiota, muttei
edesauta kudoksen uudissuonitusta.

Tutkimustyon tulokset ovat osa artikkelia, joka tullaan julkaisemaan alan lehdessa.
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Abstract

Many biochemical reactions and cellular functions in the cell produce reactive oxygen
species (ROS). These highly reactive compounds include O,, ONOO °, H,O, and NO.
Under normal circumstances these compounds act as signalling molecules, facilitating
basic functions of the cell. When cells are experience stress, for example due to a disease,
cells produce plenty of ROS. These ROS can react with cellular components like proteins,
lipids and DNA and this usually leads to damages and malfunctions in the cell.
Antioxidants, including some vitamins and certain enzymes neutralize these ROS reducing
their hazardous effects on cells. Various pathologic processes are able to disrupt this
balance leading to oxidative stress.

Welfare diseases for example myocardial infarct, stroke, diabetes and cancer are common
in developed countries. Even when these diseases seem quite different, they share at least
one connecting element, the oxidative stress. Oxidative stress is usually a consequence of a
strong inflammation. Although inflammation can lead to tissue damage, it also helps the
target tissue to heal. One important feature in this is angiogenesis. Homing white blood
cells secrete cytokines, which give rise to angiogenic signals. Also ROS, produced by
homing white blood cells as well as endothelial and smooth muscle cells in the area,
deliver their message to the tissue.

In this study we investigated the role of extracellular superoxide dismutase (EC-SOD) in
angiogenesis and inflammation in the rat hindlimb ischemia. Animals were subjected to
unilateral hindlimb surgery. After this, the rats were treated intramuscularly with
adenovirus mediated ec-sod gene (test group) or LacZ gene (control group). After follow-
up time muscles were isolated from the animals and cut into frozen sections. Effects of EC-
SOD on tissue recover were analysed by immunohistochemical methods. We conclude that
EC-SOD diminishes inflammation but it does not improve angiogenesis in the ischemic
muscle.

The results presented above are part of a bigger study which will be published in the
future.

Keywords: EC-SOD, ischemia, inflammation, angiogenesis
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1. JOHDANTO

[lmakehén happi (O,) on reaktiivisuudestaan huolimatta elintdrked molekyyli aerobisille
elidille. Lajit, jotka haluavat kéyttdd O,:n tuomia mahdollisuuksia biologisissa
prosesseissa, joutuvat mukautumaan O,:n mukanaan tuomiin haasteisiin; aerobisille lajeille
on syntynyt tarve antioksidatiivisille puolustukselle.

Happiradikaaleja muodostuu ympéristoon monien lidhteiden kuten otsonin tai ionisoivan
sdteilyn vaikutuksesta. Samoin solun normaali aineenvaihdunta tuottaa happiradikaaleja,
jotka ovat lyhytikéisid, voimakkaita hapettimia, jotka pystyvét reagoimaan monien solun
makromolekyylien kanssa. Soluithin on ndin ollen kehittynyt antioksidatiivinen
puolustusjérjestelmi, johon luetaan mm. C- ja E-vitamiinit ja erityiset antioksidatiiviset

entsyymit.

1.1 Superoksididismutaasit

Superoksididismutaasit (SOD) ovat useimmissa aerobisissa elidissd esiintyvid
antioksidatiivisia metalloproteiineja. Entsyymit katalysoivat kahden superoksidi anionin
(Oy") dismutaatiota vetyperoksidiksi (H,O,) ja O,. Katalyysireaktio on kaksiosainen, jossa
entsyymien aktiivisten keskusten metallit vuoroin pelkistyvét ja hapettuvat luovuttaessaan

ja vastaanottaessaan elektroneja. Dismutaatioreaktio ilman vélivaiheita:

2 02-+2H+ - 0, +H,0,

Aitotumallisista soluista 16ytyy kolmea SOD-isomuotoa; mangaani superoksididismutaasi
(Mn-SOD,  kupari-sinkki  superoksididismutaasi (CuZn-SOD) ja solunulkoinen
superoksididismutaasi (EC-SOD). Entsyymin isomuodot ovat jakautuneet solun eri osiin ja
huolehtivat paikallisen O, poistosta.

Ensimmadisend 10ydetty SOD nimettiin CuZn-SOD:ksi, jonka alayksikdiden aktiiviset
keskukset sisdltdvdat yhden kupari- ja sinkki-ionin (McCord ja Fridovich, 1969). Tama
homodimeeri proteiini on paikannettu 14hinna sytosoliseksi entsyymiksi (Evans ym., 1974;
Chang ym., 1988; Crapo ym., 1992). Geeni sijaitsee kromosomissa 21, segmenttissd 21q22

(Tan ym., 1973). Mitokondrioiden matriksissa sijaitseva mangaani superoksididismutaasi



(Mn-SOD) (Weisiger ja Fridovich, 1973a) koostuu aitotumallisilla elidilld neljasta
samanlaisesta alayksikostd (Weisiger ja Fridovich 1973b; Borgstahl ym., 1992). Entsyymin
geeni on paikallistettu puolestaan kromosomi 6:een (Church ym., 1992). Ihmisilld
molempien entsyymien geeneisti 10ytyy viisi eksonia ja neljd intronia (Levanon ym., 1985;

Wan ym., 1994).

1.2 Solunulkoinen superoksididismutaasi

Stefan L. Marklund eristi ensimmadisen kerran SOD:n kolmannen isomuodon, EC-SOD:n,
vuonna 1982 ihmisen keuhkokudoksesta (Marklund, 1982). Entsyymi on 135 000 Da:n
kokoinen, glykolysoitu, hieman hydrofobinen proteiini, jonka neljd alayksikkdd ovat
kiinnittyneet toisiinsa heikkojen sidosten avulla (Marklund 1982; Tibell ym., 1987).
Jokainen alayksikko siséltdd yhden kupari- ja yhden sinkkiatomin (Marklund 1982; Tibell
ym., 1987). Entsyymi esiintyy tyypillisesti tetrameerind, jossa kaksi dimeerid stabiloituvat
karboksyyliterminaalistenpdiden Cys-219 vilisten disulfidisidosten toimesta (Oury ym.,
1996). Alayksikdiden aminoterminaalistenpdiden o-kierteet ovat puolestaan térkeité
proteiinin tetramerisoitumisessa (Tibell ym., 1996). Tetrameerisen rakenteen lisdksi EC-
SOD:a tavataan my0s vakaampana multimeerimuotona, oktameerina, jonka
muodostumiseen vaikuttavat entsyymin karboksyyliterminaalistenpdiden rakenteet (Oury

ym., 1996; Due ym., 20006).

1.2.1 Entsyymin rakenne geeni- ja proteiinitasolla

Ihmisen genomista 10ytyy vain yksi ec-sod geeni, joka on paikallistettu kromosomiin 4
(Hendrickson ym., 1990). IThmisen ec-sod geeni késittdd 5900 emésparia, jotka voidaan
erottaa kolmeen eksoniin ja kahteen introniin (Folz ja Crapo, 1994). Proteiinia koodittava
alue sijaitsee kolmannessa eksonissa ilman katkoja (Folz ja Crapo, 1994). Geenin
promoottorialueelta transkription aloitusta ohjaavaa perinteistdi TATA-laatikkoa ei ole
havaittu mutta geenistd on paikallistettu useita sdételyelementtien sitoutumiskohtia, kuten
aktivaattoriproteiini-1 (AP-1) ja antioksidatiivinen vaste-elementti (ARE) (Folz ja Crapo,
1994). Useat tulehdusreaktion sytokiinit lisddvét tuma faktori-kB:n (NF-kB) ilmentymista
ja  tdmdn  geeninsddtelyproteiinin  sitoutumiskohta  1oytyy myds EC-SOD:n

promoottorialueelta (Brady ym., 1997).



Aminohappojérjestyksen tasolla EC-SOD:ssa on homologinen alue CuZn-SOD:n kanssa,
jonka pohjalta EC-SOD:n syntyhistoriaa on pohdittu CuZn-SOD liht6iseksi (Hjalmarsson
ym., 1987; Folz ja Crapo, 1994). Proteiinin aminoterminaalisessapddssd on 18 aminohapon
pituinen signaalipeptidi, joka johdosta EC-SOD on eritettdva proteiini (Hjalmarsson ym.,
1987; Tibell, 1987). Entsyymi siséltdd lisdksi yhden glykolysaatio kohdan, Asn-89
(Hjalmarsson ym., 1987; Folz ja Crapo, 1994). Vastaavasti karboksyyliterminaalinenpéa
siséltdd kuusi, ldhekkdin asettautunutta, positiivisesti varautunutta aminohappoa (Lys-211,
Lys-212, Arg-210 — Arg-215), joiden avulla EC-SOD voi sitoutua sulfatoituihin
glykosaminoglykaaneihin (GAG) kuten hepariiniin ja heparaanisulfaatteihin (Hjalmarsson
ym., 1987; Adachi, 1992; Sandstrom, 1992). (Kuva 1). Alayksikéiden vilinen
disulfidisidos vahvistaa sitoutumista yhdistdméilld kahden alayksikon GAG:n sitoutuvat
domeenit (Oury ym., 1996). Vastakkaiset varaukset GAG:n ja aminohappojen vélilld
antavat sitoutumiselle elektrostaattisen luonteen (Karlsson ym., 1988). Petersen ym. (2004)
laajentavat EC-SOD:n karboksyyliterminaalisten-pdiden merkitystd havainnolla, jossa

entsyymi sitoutuu my0s tyypin I kollageeniin.

bsp-89
Glykolysaatio kohta

1 12 \L 25 193 272
HH2 —{ | | CuZn-3000n kaltainen jakso + + 4+ + COOH

1

Signaalijaksa

Kuva 1. Entsyymin rakenne proteiinitasolla. Entsyymin aminoterminaalisessa-pédéssé on signaalipeptidi EC-
SOD:n eritysta varten. Aminohapot 95-193 ovat samankaltaisia CuZn-SOD:n kanssa, joita edeltdé entsyymin
glykolysaatio kohta. Proteiinin  karboksyyliterminaalisessa-pddssd on positiivisesti varautuneita
aminohappoja, joiden avulla EC-SOD voi kiinnittyd mm. GAG:n. Kuva muokattu Folz, R.J., ja Crapo, J.D.,
(1994) pohjalta.

Toisaalta karboksyyliterminaalinenpdéd on altis proteolyyttiselle pilkkoutumiselle, jolloin
entsyymi menettdd sitoutumiskykyidnsd GAG:hin (Karlsson ym., 1993). Proteolyyttinen
muokkaus Arg-213 ja Glu-209 kohdalta tapahtuu entsyymin biosynteesireitilld, Golgin
laitteen ja entsyymin uloserityksen viliselld jaksolla (Enghild ym., 1999; Bowler ym.,
2002). Solunsisdinen proteolyyttinen prosessointi on kaksivaiheinen tapahtuma, jossa
endoproteinaasi furiini aloittaa ja karboksipeptidaasi jatkaa karboksyyliterminaalisenpdan

muokkausta (Bowler ym., 2002; Olsen ym., 2004).
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Sitoutumispyrkimyksensd mukaan EC-SOD voidaan jakaa kolmeen luokkaan; vdhéinen
affiniteetti (A-luokka), keskinkertainen affiniteetti (B-luokka) ja suuri affiniteetti (C-
luokka) (Marklund, 1982; Karlsson ja Marklund, 1988). Tetrameerisen EC-SOD:n eri
vahvuinen sitoutuminen katsotaan johtuvaksi eriasteisesta alayksikdiden pilkkoutumisesta;
suuren affiniteetin omaavassa proteiinissa kaikki alayksikot ovat C-muotoa (CCCC),
keskinkertaisen affiniteetin omaavassa proteiinissa alayksikot ovat puolestaan muotoa
CCCA tai CCAA, alhaisimman affiniteetin proteiinille antaa alayksikko koostumus CAAA
tai AAAA (Sandstrom ym., 1992; Karlsson ym., 1993).

1.2.2 Entsyymin esiintyminen kudoksissa

Entsyymid on havaittu vaihtelevin madrin kaikista tutkituista nisdkéslajien kudoksista
(mm. keuhkot, munuainen, kohtu, istukka, sydén, luustonlihas ja verisuonisto) mutta
vihemmén kuin CuZn-SOD:a tai mangaani superoksididismutaasia (Mn-SOD) (Marklund,
1984a; Marklund, 1984b; Folz ja Crapo, 1994). Puolestaan verisuonen seinimasté, jossa
EC-SOD on kiinnittyneend endoteelisolujen pinnan glykokalyksiin, 16ytyy runsaasti EC-
SOD:a verrattuna muihin isoetsyymeihin (Karlsson ja Marklund, 1987; Karlsson ja
Marklund, 1989; Stralin ym., 1995). Vallitsevana isoentsyymind EC-SOD on my0s
solunulkoisissa nesteissd, kuten plasmassa, imunesteessd (Marklund ym., 1982) ja
nivelnesteessd (Marklund ym., 1986a). Kuitenkin suurin osa EC-SOD:sta on sitoutuneena
kudoksen soluvilitilaan ja vain pieni osa entsyymid esiintyy solunulkoisissa nesteissd
(Sandstrom ym., 1993; Karlsson ym., 1994). Kudoksessa harvat solutyypit, kuten
sidekudossolut, gliasolut, epiteelisolut, hengitysepiteelin tyypin II-solut, makrofagit ja
siledt lihassyyt syntetisoivat ja erittdvét entsyymid soluvilitilaan toisin kuin CuZn-SOD:n
tai mangaani superoksididismutaasin (Mn-SOD) tapauksissa, joita useat solutyypit

syntetisoivat (Marklund, 1990; Stralin ym., 1995; Su ym., 1997).

Kudokset syntetisoivat ja sitovat EC-SOD:n soluvilitilaan homotetrameerisena C-muotona
(Sandstrom ym., 1993; Karlsson ym., 1994). Kiinnittyminen endoteelin pinnalle tai
soluviliaineeseen suojaa EC-SOD:n karboksyyliterminaalistapdétd proteolyyttiseltd
pilkkoutumiselta ohjaten entsyymin sijoittumista kudoksissa (Karlsson ym., 1993). Pitkélle
edennyt karboksyyliterminaalisenpddn muokkaus johtaa EC-SOD:n heikentyneeseen

sitoutumiseen, irrottaen entsyymid solun pinnoilta ja soluvéliaineesta, jolloin entsyymi
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liukoisena proteiinina pystyy siirtymddn mm. plasmaan (Sandstrom ym., 1993).
Verisuonistossa EC-SOD on kiinnittyneend endoteelisolujen pinnan glykokalyksiin
(Karlsson ja Marklund, 1987; Karlsson ja Marklund, 1989) mutta pilkkoutumisen
seurauksena suonenseindméin ja plasman vilille muodostuu tasapaino C-muodon ja A- ja
B-muotojen vililld (Karlsson ja Marklund, 1987; Karlsson ja Marklund, 1988; Karlsson ja
Marklund, 1989). Proteolyysin voimistuessa esimerkiksi tulehdusreaktioiden yhteydessa,
EC-SOD:n karboksyyliterminaalisenpddn pilkkoutuminen voi johtaa heikentyneeseen
antioksidantiiviseen puolustukseen kyseiselld alueella mutta levittdd entsyymid
laajemmalle (Karlsson ym., 1993). Liukoisuuden vaihtelujen on ajateltu turvaavan
paikallisten solun pintojen liséksi laajemmin soluviliainetta tai solunulkoisia nesteitd
happiradikaalien aiheuttamilta vaurioilta (Karlsson ja Marklund, 1987; Karlsson ja
Marklund, 1988).

Kasitykset EC-SOD:n sijainnista soluissa ja kudoksissa ovat laajentuneet tutkimusten
nojalla, joissa entsyymin on todettu ilmentyvdn my0s solunsisdisesti (Ookawara ym.,
2002). Havainto EC-SOD:n hepariiniin sitoutuvan alueen sisédltdmésti sekvenssijaksosta,
joka muistuttaa tumakuljetussignaalia, mahdollistaa entsyymin siirtymisen hiiren alkion
esiasteisiin rasvasoluihin (3T3-L1) in vitro ettd hiiren kateenkorvan ja kiveksen soluihin in
Vivo. Vastaavaa entsyymin siirtymistd, solun ulkopuolelta tumaan havaitaan altistamalla
hiiren alkion esiasteisia rasvasoluja (3T3-L1) happistressille (Ookawara ym., 2003).
Mainitut tutkimustulokset eivdt ole yleistettdvissd, koska eri solulinjat ilmentévit
erivahvuista taipumusta ottaa entsyymié sisdlleen (Ookawara ym., 2002; Chu ym., 2006).
Chu ym. (2006) hiiren endoteelisoluilla (MS-1) tehdyt kokeet eivdt puolla ajatusta EC-
SOD:n paikallistumisesta tumaan vaikkakin EC-SOD siirtyy soluun klatriini-vélitteisen

endosytoosin avulla.
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1.2.3 Entsyymin ilmentymisen saétely

Tulehdussytokiinien vaikutuksia EC-SOD:n eritykseen on tutkittu valtimon seindmin
sileissd lihassyissé sekd ihmisen ihon sidekudossoluilla in vitro. Interferoni-gamma (IFN-y)
sekd interleukiini-4 stimuloivat EC-SOD:n synteesid sileissd lihasyissd mutta tuumori
nekroosi faktori-alfa (TNF-a) alentaa entsyymin ilmentymisti (Stralin ja Marklund, 2000).
Tulokset sidekudossoluilla ovat vastaavia mutta ndmé solutyypit eivit reagoi sileiden
lihassyiden tapaan interleukiini-4 ja niiden EC-SOD tuotanto alenee my0s transformoiva
kasvutekija-p:n (TGF-B) toimesta (Marklund, 1992). Entsyymin ilmentymisti ja eritysti
sileistd lihasyistd edesauttavat my0s vasoaktiiviset aineet kuten angiotensiini-II (Ang-II) ja
GAG:t mutteivit erddt kasvutekijit (mm. b-FGF, PDGF) (Stralin ja Marklund, 2001).
Lisdksi, alhaisina pitoisuuksina signaalimolekyylinid toimiva typpioksidi (NO) tehostaa

EC-SOD ldhetti-RNA:n tuotantoa seké in vitro ettd in vivo (Fukai ym., 2000).

1.3 Erilaisten tautitilojen yhteys entsyymiin

Happistressi liitetdin monien tautien, kuten valtimonkovettumataudin, verenpainetaudin,
syddn- ja alaraajaiskemian sekd diabeteksen taustalle (ks. yleiskatsaus Maulik ja Das,
2002). Liiallinen reaktiivisten happiyhdisteiden (ROS) esiintyminen altistaa kudosta myos
syopéddn johtaviin molekyylimuutoksiin. Soluvilitilassa ja verisuonten seindméissd EC-
SOD vallitsevana isoetsyyminé (Karlsson ja Marklund, 1987; Karlsson ja Marklund, 1989;
Sandstrom ym., 1993; Karlsson ym., 1994; Stralin ym., 1995) hillitsee toiminnallaan
haitallisten ROS-yhdisteiden syntymistd dismutoimalla O;’, joka muutoin nopeasti reagoisi
soluyjen DNA:n ja proteiinien kanssa sekd NO:n kanssa muodostaen haitallista

peroksinitriittia (ONOO ).

1.3.1 Valtimonkovettumatauti

Valtimonkovettumatauti on verenkiertoelimiston krooninen sairaus, jossa valtimoiden
seindmiin kertyy kolesterolia, miké alkaa héiritsemda veren virtausta. Erilaiset riskitekijat,
kuten korkea alhaisen tiheyden lipoproteiini (LDL) -taso, korkea verenpaine, diabetes,
tupakointi  ja  vdhdinen  litkkunta  lisddvdt  sairastumisriskié. Herkimmaét

valtimonkovettumataudin esiintymispaikat ovat sepelvaltimot, aivovaltimot ja alaraajan
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valtimot. Sepelvaltimossa suonen osittainen tukkeutuminen voi aiheuttaa mm.
rasitusrintakipua mutta tdysi tukkeuma sydédninfarktin. Aivovaltimon tukkeuma johtaa
aivoinfarktiin ja alaraajojen valtimoiden ahtaumat alaraajaiskemiaan.

Sydén- ja verisuonisairauksien taustalle liitetdéin usein lisddntynyt happistressi (ks.
yleiskatsaus Maulik ja Das, 2002). Happistressi yhdessé tulehdusreaktion kanssa johtaakin
valtimonkovettumataudin ensimmaisten patologisten piirteiden syntyyn, suonenseindmain
“rasvajuovien” kehittymiseen. Suuria madrid kolesterolia sisdltivd verisuonenseindma
tuottaa normaalia suonenseindmdid enemmén O,:a (Ohara ym., 1993). Sepelvaltimotautia
sairastavilla henkil6illdi EC-SOD tuotanto on kuitenkin usein heikentynyt, mikd vihentaa
alueelle syntyneen O,:n dismutaatiota (Landmesser ym., 2000; Tasaki ym., 2006).
Lisdantynyt happistressi altistaa suonen rasvakertymid hapetukselle, joista erityisesti
alhaisen tiheyden lipoproteiinin (LDL) hapettuminen on valtimonkovettumataudin
keskeisimpid tapahtumia (Steinbrecher, 1988). In vitro kokeissa EC-SOD hillitsee tdimén
alhaisen tiheyden lipoproteiinin (LDL) hapettumista (Laukkanen ym., 2000; Takatsu ym.,
2001). Solut pystyvit erittimididn EC-SOD:a, jonka karboksyyliterminaalinenpdi on joko
tayspitkd tai typistynyt riippuen entsyymin proteolyyttisestd pilkkoutumisesta (Enghild
ym., 1999; Bowler ym., 2002). Rakenteeltaan vastaavia entsyymin muotoja esiintyy
valtimonkovettumataudin in vivo hiiri-mallissa, jossa suonenseinimin “rasvajuovien”
makrofagit ilmentévit kasvavassa médrin EC-SOD:a, jonka ldhetti-RNA on typistynyt
deleetion seurauksena (Fukai ym., 1998). Havaintojen merkitys taudinkuvan edistymiseen
jaa ndhtavaksi, koska in vivo kokeissa EC-SOD:n ldsndolo ei vaikuta tilastollisesti
merkitsevdlld tavalla suonen seindmén rasvakertymien kokoon lyhyen tai pitkdn
seurantajakson aikana (Laukkanen ym., 2001a; Sentman ym., 2001).

Korkea verenpaine lisdd myds alttiutta valtimonkovettumataudin syntyyn. Reniini-
angiotensiinijarjestelmén tarked komponentti Ang-II vaikuttaa mm. verenpaineen séételyyn
lisddmaélld aldosteronin ja antidiureettisen hormonin eritystd sekéd supistamalla verisuonia.
Nostettaessa hiirien verenpainetta Ang-II:lla, EC-SOD:n ldhetti-RNA:n ilmentyminen,
proteiini méérd ja entsyymin aktiivisuus voimistuvat suhteessa hormonin méaridin (Fukai
ym., 1999). Toisaalla Ang-II vaikuttaa my0s positiivisesta NADPH-oksidaasin toimintaan
rotan aortan sileiden lihassyissa in vitro sekd in vivo (Griendling ym., 1994; Rajagopalan

ym., 1996). Vaikka korkean verenpaineen tiedetdén vaikuttavan valtimonkovettumataudin
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kehitykseen, ei suonen homeostaasiin vaikuttavien tekijoiden ja happistressin suhteellista
panosta taudin kehittymiselle tiedeta.
Lisdksi kolmannen valtimonkovettumataudin aiheuttajan, diabeteksen ja EC-SOD:n

suhdetta on tutkittu runsaasti.

1.3.2Iskemia

Vakavimmat valtimonkovettumataudin seuraukset kohdistuvat tdrkeisiin valtimoihin,
kuten sepelvaltimoihin, aivovaltimoihin sekd alaraajojen valtimoihin, joiden tukkeumat
johtavat kohdekudoksen iskemiaan. Iskemiavaurioiden laajuutta ja EC-SOD:n vilista
yhteyttd on tutkittu useissa eri eldinmalleissa, koska kudosvauriot, jotka syntyvét iskemian
johdosta katsotaan johtuvan ROS:n, kuten O, ja ONOO™ toiminnasta (Gursoy-Ozdemir
ym., 2000; Park ym., 2005b).

Siirtogeenisilld hiirilld, jotka yli-ilmentdvdt EC-SOD:a, havaitaan pienempid infarktialueita
ja nopeampaa syddmentoiminnan palautumista (Chen ym., 1996). Samansuuntaisia
tuloksia on saatu myos kani- ja rottamalleissa, joissa eldimet ovat saaneet ennen syddmen
iskemia/reperfuusio-vauriota (I/R-vaurio) vektorivilitteisesti EC-SOD:a (Li ym., 2001;
Agrawal ym., 2004). EC-SOD:n suhteen poistogeenisilld hiirilld luurankolihaksen I/R-
vaurio aiheuttaa voimakkaampia seurauksia kudokseen vertailtacssa tulehdusreaktiota,
verenpurkaumia, turvotusta, hiussuonien kehitystd sekd verenvirtauksen palautumista
operoituun jalkaan suhteessa villityypin hiiriin (Park ym., 2005a). Tutkimukset aivojen
I/R-vaurioiden parissa tukevat edelld esitettyjd tutkimuksia EC-SOD:n vaikutuksista
iskeemisissd kudoksissa. Hiirissd, jotka ilmentdvit EC-SOD:a villityyppid enemmén,
havaitaan pienempi vaurioalue aivokudoksessa (Sheng ym., 1999a). Puolestaan
poistogeenisilla hiirilld aivojen vaurioalue on huomattavasti suurempi ja eldimen
halvautuminen voimakkaampaa verrattuna villityypin hiiriin (Sheng ym., 1999b).
Aivokudoksen on todettu sisdltdvin suhteellisen vdhian EC-SOD:a (Marklund, 1984b; Folz
ja Crapo, 1994) mutta mielenkiintoinen havainto on, ettd aivojen I/R-vaurion jilkeen
aivokuoren hermosolut ja endoteelisolut voimistavat EC-SOD tuotantoaan, mahdollisesti
nostaakseen alueen antioksidatiivista puolustusta (Fukui ym., 2002). Maksa voi kérsid
iskemiasta trauman, kirurgisten toimenpiteiden sekéd siirtoleikkausten yhteydessé. Hiirille
suoritetun maksan I/R-vaurion yhteydessd on tutkittu EC-SOD:n, katalaasin sekd ndiden

yhdistelmidn vaikutusta vaurion lopputulokseen. Eldimet, jotka saavat antioksidatiivisia
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entsyymejd karsivat pienemmistd I/R-vaurioista verrattaessa kontrollieldimiin (He ym.,

2006).

1.3.3 Tulehdustaudit

Tulehdus on tirked kudosreaktio elimistdd vastaan tapahtuvalle hydkkiykselle.
Nivelreuma on krooninen tulehdussairaus, jossa aktivoituneet valkosolut hyokkaavét
nivelrakenteita vastaan johtaen nivelkalvon muutoksiin, liikakasvuun sekd alueen ruston
ettd luun kulumiseen. Tutkimukset reuman ja EC-SOD:n suhteista ovat ristiriitaisia;
entsyymiaktiivisuuden on havaittu olevan sekd alhainen ettd runsas reumaa sairastavien
potilaiden nivelnesteissd, mikd vaikuttaa merkittdvasti ROS:n aiheuttamiin seurauksiin
(Marklund ym., 1986b; Shingu ym., 1987). Iyama ym. (2001) ovat tarkastelleet EC-SOD:n
vaikutuksia reuman hiiri-mallissa, mutta lisdtutkimuksia tarvitaan varmentamaan havaittuja
entsyymin vaikutuksia.

Keuhkokudoksessa, jossa EC-SOD:a esiintyy luonnostaan runsaasti (Marklund, 1984a;
Marklund, 1984b; Folz ja Crapo, 1994) on tutkittu keuhkotulehduksen ja EC-SOD:n
suhdetta. Tulehdusta ja siitd seuraavia kudosvaurioita aiheuttavan bleomysiini-kéisittelyn
vaikutukset ovat pienemmit EC-SOD:a yli-ilmentdvilld hiirilld verrattuna villityypin
yksiloihin (Bowler ym., 2002). Poistamalla hiiriltd ec-sod geeni, keuhkovaurioiden on
havaittu olevan voimakkaampia vertailtaessa néitd eldimid villityypin eldimiin (Fattman
ym., 2003). Poistogeenisilld eldimilld havaitaan enemmin kollageenin pilkkoutumista seka
voimakkaampaa tulehdusreaktiota (Fattman ym., 2003). Myds ihotulehdus, joka
aiheutetaan 12-O-tetradekanoyyliforboli-3-asetaatilla (TPA), on lievempi EC-SOD:a yli-
ilmentdvilld hiirilld, jota puoltaa vdhédisempi turvotus, happistressi sekéd tulehdussolujen

miird (Ha ym., 2006).

1.3.4 Syopa

Syopd on yksi yleisimmistd kuolinsyistd ja merkittdvd kansanterveydellinen ongelma
hyvinvointivaltioissa. Ponnistelut syovén parantamiseksi ovatkin valtavat.

Syovin synnyn keskeisid tekijoitd ovat DNA-vauriot ja siitd johtuva solujen hallitsematon
kasvu. Thon kaksivaiheisessa karsinogeeni-mallissa EC-SOD:n yli-ilmentyminen hillitsee

hiiren orvaskeden epiteelisolujen jakautumista ja vihentdd happistressistd johtuvia DNA-
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vaurioita, mikd nidkyy véhdisempédnd kasvainten madrdnd seuranta-ajan aikana (Kim ym.,
2005).

Vaikka siteilytys altistaa terveen kudoksen solu- ja kudosmuutoksille, sitd kdytetddn
yleisesti syovdn hoidossa. Keuhkojen siteilytys aiheuttaa happistressid johtaen
tulehdusreaktioon ja lopulta sidekudosmuutoksiin terveessd keuhkokudoksessa. Jos
keuhkorakkulat ja hengitysteiden epiteelit yli-ilmentdvat EC-SOD:a in vivo, sateilytyksen
vaikutukset, kuten keuhkojen tulehdussolujen méédré, turvotus, tiivistyminen ja histologiset
muutokset niyttavét olevan maltillisempia (Kang ym., 2003; Rabbani ym., 2005).
Mahdollisten etipesédkkeiden muodostuminen, jotka saavat alkunsa alkuperdisestd
kasvaimesta vaikeuttavat syovdn hoitoa ja sairauden ennustettavuutta. Tutkimuksessa,
jossa EC-SOD:a ilmentédvid sidekudossoluja siirrostetaan hiiriin, esiintyy vdhemmaén
etdpesdkkeitd, koska entsyymi hillitsee sydpdsolujen O, vilitteistd litkkumista. Positiiviset
vaikutukset rajoittuvat kuitenkin vain uusiin etdpesdkkeisiin, ei ennen kisittelya
syntyneisiin etdpesdkkeisiin. Tulokset EC-SOD:n hillitsevdstd vaikutuksesta sydvin
leviimiseen ovat lupaavia vaikka pelkdn entsyymin ilmentyminen ei paranna tautia

(Tanaka ym., 2001).

1.3.5 Muita tautitiloja

Valtimonkovettumataudin johdosta verisuonet saattavat alkaa tukkeutua. Tavallisimmat
hoitomuodot ovat liuotushoito tai pallolaajennus, jotka avaavat tukkeutuneen verisuonen
parantaen veren virtausta. Pallolaajennuksen yhteydessd suoneen saatetaan asentaa
terdsverkkolierid, joka ylldpitdd suonen rakennetta mutta useimmiten ongelmaksi
muodostuu valtimon uudelleen ahtautuminen. Pallolaajennus aiheuttaa myds runsaan O
tuotannon (Shi ym., 2001). Vektorivilitteisesti siirretyn ec-sod geenin on todettu
viahentdvin suonen sisdpinnan liikakasvua, mikd juuri johtaa valtimon uudelleen
ahtautumiseen (Laukkanen ym., 2002; Ozumi ym., 2005).

Hiirille tehdyssd parasetamolin yliannostus-kokeessa eldimissd, jotka saivat adenovirus-
vilitteisesti EC-SOD:a, ilmenee vihemmin maksasolujen kuoliota kuin kontrollihiirien

maksassa (Laukkanen ym., 2001Db).
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1.4 Reaktiiviset happiyhdisteet

Reaktiivisiin happiyhdisteisiin luetaan radikaaleja ja niiden ldhteitd, kuten peroksideja seka
hapen ioneja. Happiradikaaleihin luetaan esimerkiksi hydroksyyliradikaali (OH’) ja hapen
ioneihin puolestaan O, ja ONOO . Peroksideihin luettava H,O, on epistabiili yhdiste,
samoin kuin NO, jonka reaktiivisuus johtuu typpiatomin elektronivajauksesta. N&itd pieni
molekyylisid ja hyvin reaktiivisia yhdisteitd syntyy erindisten solutoimintojen seka
biokemiallisten reaktioiden johdosta. Yhdisteet ovat lyhytikdisid mutta voimakkaasti
ympéristonsd kanssa reagoivia, jonka takia solu pyrkii poistamaan ylimairdiset ROS:t.
Antioksidatiiviset entsyymit ja erdit vitamiinit kykenevit reagoimaan vapaiden radikaalien
kanssa ja neutralisoimaan ne.

Jos solun ROS:n tuotanto on epdtasapainossa ROS:n poiston kanssa, syntyy soluun
happistressi. Nidin tapahtuu useissa tautitiloissa, kuten valtimonkovettumataudin,
diabeteksen, verenpaine- ja sepelvaltimotaudin sekd iskemian yhteydessd (ks. yleiskatsaus
Maulik ja Das, 2002; Tojo ym., 2005).

Nisdkéssoluissa mitokondrion elektroninsiirtoketjun entsyymit, sytokromi p450 ja
ureakierron ksantiinioksidaasi sekd NAD(P)H-oksidaasi ettd typpioksidisyntaasi (NOS)
ovat luontaisia ROS:n ldhteitd. Verisuonten seindmien soluissa ja neutrofiilisissa
valkosoluissa esiintyvd NAD(P)H-oksidaasi rakentuu useista alayksikoisté ja on tiarked O,
tuottaja. Valkosolujen, esimerkiksi sydjdsolujen kohdatessa mikrobeja NAD(P)H-oksidaasi
tuottaa paikallisesti runsaasti O, :a solusyonnin avuksi. Verisuonten sileiden lihassyiden ja
endoteelin NAD(P)H—oksidaasin rakenne on samankaltainen kuin neutrofiilien mutta
ndissd soluissa entsyymi tuottaa O, jatkuvan tasaisesti (ks. yleiskatsaus Ushio-Fukai ja

Alexander, 2004) (Kuva 2).
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Kuva 2. Neutrofiilisen valkosolun aktivoitunut NAD(P)H-oksidaasi. Kompleksin solukalvon ldpdisevit
rakenteet ovat gp91phox ja p22. Solulimassa olevat osarakenteet p47phox ja p67phox siirtyvit NAD(P)H-
oksidaasin aktivoituessa solulimasta solukalvolle. Rakenteiden yhdistymistd ohjaa Rac. Kompleksi kykenee
siirtdimédn elektronin NAD(P)H:Ita O,:lle, jolloin syntyy reaktiivista O,. Kuva muokattu yleiskatsauksen
Ushio-Fukai ja Alexander, (2004) pohjalta.

Verisuonten seindmin solujen NAD(P)H-oksidaasit aktivoituvat useiden kasvutekijoiden,
sytokiinien, hormonien ja fysikaalisten tekijoiden vélittdiméni. Endoteelisolujen ja sileiden
lihasyiden NAD(P)H-oksidaasi aktivoituu esimerkiksi tuumorinekroosi faktori- o (TNF-a),
VEGF:n ja Ang-II vilitykselld (De Keulenaer ym., 1998a; ks. yleiskatsaus Ushio-Fukai ja
Alexander, 2004). Fysikaalista drsytystd suonen seiniméén aiheuttava epitasainen virtaus
aktivoi ihmisen napalaskimon endoteelisolujen (HUVEC) NAD(P)H-oksidaasia in vitro
virtaustutkimuksissa (De Keulenaer ym., 1998b). Al-Mehdi ym. (1998) tutkimukset rotan
ja hiiren keuhkojen I/R-vauriomalleilla puoltavat iskemian positiivisia vaikutuksia

NAD(P)H-oksidaasin aktiivisuuteen.

1.4.1 Vetyperoksidi

Muodostuttuaan O, voi reagoida NO:n kanssa muodostaen ONOO ~ tai dismutoitua SOD:n
johdosta, jolloin lopputuotteena syntyy H,O,. Pienikokoisena, neutraalina ja suhteellisen
pysyvdnd  yhdisteend H,O, on oiva signaalimolekyyli aktivoiden useita
signaalinsiirtoreittejd, jotka vaikuttavat mm. endoteelisolujen jakautumiseen ja
liikkkumiseen. Ainostaan alhaiset H,O,:n pitoisuudet palvelevat titd vaikutusta (ks.
yleiskatsaus Stone ja Collins, 2002). Useat sytokiinit ja kasvutekijat, kuten TNF- a,
interleukiini-1, VEGF ja Ang-II stimuloivat endoteelisolujen H,O, tuotantoa (ks.

yleiskatsaus Stone ja Collins, 2002). Myo6s uudissuonitukseen vaikuttava angiopoietiini-1
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(Angl) stimuloi ihmisen napalaskimon endoteelisolujen (HUVEC) H,O;:n tuotantoa
NAD(P)H—oksidaasin vilitykselld (Kim ym., 2006).

Alhaiset H,O, tasot edesauttavat uudissuonitukselle tirkeiden alkuvaiheiden tapahtumia in
vitro (Shono ym., 1996; Yasuda ym., 1999). Esimerkiksi haavassa, jossa
uudissuonituksella on keskeinen merkitys, syntyy paikallisesti pienid madrid H,O;:a
edesauttaen  paranemista (Roy  ym,, 2006). Alaraajaiskemia  kokeessa
glutationiperoksidaasia jdljittelevd Ebselen, joka poistaa H,O, heikentdd vaurioalueen
uudissuonistusta (Tojo ym., 2005). Rotan syddmen endoteelisoluviljelméssd (RHE) H,O;
voimistaa konsentraationsa mukaisesti VEGF:n ilmentymistd niissd soluissa (Chua ym.,
1998), samoin kuin keratinosyytti viljelmésséd (Sen ym., 2002). Viitteitd H,O, mahdollisista
vaikutuksista my0s toiseen, keskeisesti uudissuonituksessa vaikuttavaan yhdisteeseen
PDGF:één, on saatu in vitro kokeista. Naissd tutkimuksissa havaitaan, ettd H,O, aktivoi
rotan aortan sileiden lihassyiden PDGF-reseptorin ja edelleen ndiden solujen ettd naudan
aortan endoteelisolujen PDGF:n ldhetti-RNA:n ilmentymistid (Saito ym., 2002; Liu ym.,
2006).

1.4.2 Typpioksidi

Liukoinen, vapaaksi radikaaliksi luokiteltu NO syntyy L-arginiinista typpioksidisyntaasin
(NOS) katalysoimana. Tdtd entsyymié esiintyy kolmena eri isomuotona useissa kudos- ja
solutyypeissd, kuten esimerkiksi makrofageissa indusoituva NOS (iNOS), sileissé
lihassyissd, hermosoluissa neuraalinen NOS (nNOS) sekd verisuonten endoteelisoluissa
endoteliaalinen NOS (eNOS). Muodostunut NO vaikuttaa tulehdusreaktion ja
suonenseindmdn laajentumisen sdidtelyyn sekd verisuonenseindmdn yhtendisyyden
ylldpitamiseen. Useissa  kohdesoluissa NO  sitoutuu solulimassa  sijaitsevaan
guanylaattisyklaasin  aktiivisen  keskuksen  hemi-ryhméén aktivoiden  syklisen
guanosiinimonofosfaatin (cGMP) tuotannon ja mahdollistaen tiedonsiirron etenemisen
solussa. Nopean puoliintumisaikansa vuoksi NO:n vaikutukset ovat paikallisia,
vélittoméssd 1dheisyydessd oleviin soluihin kohdistuvia. Useiden vaikutusmekanismien ja
tiedonsiirtoproteiineihin kohdistuvien vaikutusten takia NO tunnustetaan tdrkedksi
toisioléhetiksi.

Uudissuonitukseen olennaisesti vaikuttavan VEGF:n ja NO:n vilisid suhteita on tutkittu

runsaasti. Thmisen endoteelisolujen in vitro kisittely VEGF:114 lisdd NO:n tuotantoa ja
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eNOS:n méédrdad ndissd soluissa (Papapetropoulos ym., 1997; Hood ym., 1998).
Alaraajaiskemia tutkimuksissa eNOS:n yli-ilmentyminen vaikuttaa positiivisesti
vaurioalueen verisuonten kehittymiseen (Namba ym., 2003) ja vastaavasti eNOS geenin
deleetio heikentdd alueen uudissuonitusta (Murohara ym., 1998). Viitteita siitd, ettd eNOS
ja edelleen NO vilittiisivit VEGF:n jakautumis- ja kulkeutumisvasteita soluissa, on saatu
sekd in vitro ettd in vivo tutkimuksista (Ziche ym., 1997; Murohara ym., 1998). Suoria
todisteita NO:n mahdollisesta vaikutuksesta uudissuonituksen alkuvaiheisiin puoltavat
endoteelisolujen jakautumis- ja kulkeutumisvasteet kyseiselle molekyylille (Ziche ym.,
1994; Papapetropoulos ym., 1997). Viitteet NO:n ja VEGF:n toiminnallisista suhteista
ovat kuitenkin ristiriitaisia. Tutkimuksia NO:n vaikutuksista VEGF tuotantoon 16ytyy seké
puolesta ettd vastaan. Aivo- ja alaraajaiskemia tutkimuksissa NO lisdd vaurioalueen VEGF
tuotantoa (Namba ym., 2003; Zhang ym., 2003), mutta in vitro kokeissa NO hillitsee
VEGF:n ilmentymistd (Ghiso ym., 1999). Muutkin tekijat, kuten hapenvajaus ja
epitasainen virtaus, ovat osoittautuneet muokkaavansa eNOS:n ilmentymisti

endoteelisoluissa (Le Cras ym., 1996; Ziegler ym., 1998).

1.5 Tulehdusreaktio

Mikrobit, allergisoivat yhdisteet, myrkyt, mekaaninen vaurio ym. pystyvit aiheuttamaan
elimistossd paikallisen tulehdusreaktion. Tulehdus onkin elimiston puolustusreaktio
kudokseen kohdistuvaa vauriota vastaan ja se edesauttaa kudoksen paranemista
poistamalla vaurion aiheuttajan sekd kuollutta kudosta. Tulehduksen histologisia piirteitd
ovat tulehdussolujen kertyminen kudokseen sekd alueen verisuonimuutokset ja turvotus.
Kun elimiston puolustusjirjestelméd saa viestin kudoksessa olevasta vauriosta, sen
seurauksena alkaa monivaiheinen reaktiosarja, joka mahdollistaa valkosolujen siirtymisen
verisuonesta kudokseen. Valkosolujen liikkeisiin vaikuttavat adheesiomolekyylit ja -
ligandit sekéd kemotaktiset sytokiinit reseptoreineen, joiden yhdistelmét saattavat vaihdella

reaktioon osallistuvien tulehdussolujen ja kudostyypin mukaisesti.

Sydidn infarktista aiheutuvaa tulehdusreaktiota on tutkittu runsaasti. Yleistden,
soluvilitteinen tulehdusreaktio alkaa tulehdusalueen aktivoituneiden makrofagien
tuottaessa sytokiinejd (TNF-a ja interleukiini-1), mikd johtaa endoteelisolujen selektiinien

ilmentymiseen. Palautuva sitoutuminen selektiinien (E- ja P-selektiini) ja hiilihydraatteja
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sisdltdvien ligandien vililld hiljentdd valkosolun liikettd verivirrassa, jolloin se alkaa kieria
suonenseindmdd myoten. Sitoutuminen voimistuu endoteelisolun pinnalla ilmentyvien
immunoglobuliinisupergeeniperheen jésenien, kuten solunsisdisen adheesiomolekyyli-1:n
(ICAM-1) ja valkosolun pinnalla ilmentyvien integriinien (Mac-1 ja LFA-1) toimesta.
Valkosolut siirtyvét endoteelikerroksen 14pi kudokseen seuraten kemotaktisten yhdisteiden
(interleukiini-8) ainepitoisuutta kudoksessa. Kudokseen siirtyneet valkosolut tuottavat
sytokiinejd  ja  kasvutekijoitd, jotka  vaikuttavat tulehdusreaktion  kulkuun.
Sydénlihasiskemian yhteydessd esiintyvit aktiiviset sytokiinit, komplementtijirjestelméin
proteiinit ja ROS:t vaikuttavat erindisten adheesiomolekyylien ilmentymiseen solujen
pinnalle vaikuttaen valkosolujen kotiutumiseen (ks. yleiskatsaus Frangogiannis ym., 2002)
(Kuva 3).

Gaboury ym. (1993) suorittamassa rottakokeessa O, voimistaa valkosolujen
esitulehduksellista kayttdytymistd suonen seindmailld, jota SOD:n ja NO:n ldsndolo
heikentdvit. Edelleen in vitro, tulehdussolujen kotiutumiselle tdrkedn solunsisdisen
adheesiomolekyyli-1:n (ICAM-1) ja SOD:n ldsndolon suhdetta tarkastelevat kokeet,
antavat viitteitd entsyymin negatiivisesta vaikutuksesta tdmdn adheesiomolekyylin
ilmentymiseen (Mataki ym., 1994; Lin ym., 2005) vaikka entsyymi on osoittanut myos

neutraalia vastetta Aoki ym. (1997) suorittamassa in vitro kokeessa.
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Kuva 3. Valkosolun kotiutuminen tulehdusreaktion aktivoimana. Tulehdusreaktion synnyttdmét sytokiinit ja
ROS:t aktivoivat solujen adheesiomolekyylejd, joiden avulla valkosolu péddsee siirtymdén verivirrasta
endoteelikerroksen ldpi vaurioalueelle. Valkosolu suunnistaa kudoksessa kemotaktisten yhdisteiden ajamana.
Yleensd ensimmadisid valkosoluja tulehdusalueella ovat neutrofiilit ja monosyytti/makrofagit. Kuva muokattu
yleiskatsaukse Frangogiannis ym. (2002) pohjalta.



22

1.6 Uudissuonitus

Uudissuonitus maédritellddn tapahtumaksi, jossa uusia hiussuonia alkaa muodostua
olemassa olevista suonista. Aikuisen ihmisen verisuonisto on padsidintdisesti pysyvd mutta
monet biologiset prosessit hyddyntdvét uudissuonitusta palauttaakseen tai ylldpitddkseen
kudoksen normaalia toimintaa. Nditd ovat mm. haavan paraneminen tai kohdun limakalvon
uusiutuminen. Verisuonien kasvun voimistuminen tai heikkeneminen liittyy myds moniin
patologisiin tiloithin, kuten syOpéédn, psoriakseen, niveltulehdukseen, iskemiaan tai
osteoporosiin (ks. yleiskatsaus Carmeliet, 2000).

Kudoksen aineenvaihdunnan vaatimukset sekd kudosympéristd ohjaavat uudissuonitusta.
Uusia hiussuonia alkaa kehittyd monimutkaisen tapahtumaketjun seurauksena.
Ensimmadiset keskeiset vaiheet uudissuonituksessa ovat endoteelisolujen alla olevan
tyvikalvon hajoaminen aktivoituneiden endoteelisolujen tuottamien proteaasien toimesta,
suonenseindmén laajentuminen ja ldpdisevyyden kasvu, johon vaikuttavat mm. NO ja
VEGF. Integriinit, kadheriinit, selektiinit ja immunoglobuliinien supergeeniperheen jasenet
ovat solujen adheesiomolekyylejd, jotka vilittdvdt sekd solu-solu ettd solu-soluvéliaine
vuorovaikutuksia. Uudissuonitukseen vaikuttavat kasvutekijit pystyvit lisidmédén ndiden
molekyylien ilmentymistd endoteelisoluissa, jotka edelleen sditelevdt endoteelisolujen
likkkeitd ja elinkykyd eri vaiheissa suonen kehitystd yhdessd kasvutekijoiden kanssa.
Mahdollisesti angiopoietiini-2 toimesta heikentyvit solujenviliset liitokset, edesauttavat
endoteelisolujen siirtymistd kudosvilitilaan. Siirtymistd ohjaavat my0ds proteaasit, kuten
matriksin metalloproteaasit (MMP), plasminogeenin aktivaattorit ja heparinaasit, jotka
hajottavat soluviliainetta vapauttaen ja aktivoiden kasvutekijoiti (VEGF, FGF).
Kasvutekijdt lisdavat endoteelisolujen jakautumista, jotka lopulta jarjestiytyvét tyvikalvon
omaaviksi alustaviksi suoniksi. Suoni alkaa tasapainottua perisyyttien ja lihassolujen
toimesta, koska ne tukevat endoteelisolu voittoista suonen pintaa. Tasapainotukseen
vaikuttavat mm. PDGF ja angiopoietiini-1. Solujen erilaistuminen ja kypsyminen
muokkaavat syntyneet suonet kudoksen tarpeita vastaavaksi verkostoksi (ks. yleiskatsaus
Carmeliet, 2000).

Uusien verisuonien tasapainoinen kasvu ja kypsyminen ovat tarkasti sdadeltyja tapahtumia,
joissa useilla solutyypeilld, kuten endoteelisoluilla, lihassoluilla, perisyyteilld ja

sidekudossoluilla ja yhdisteilldi (VEGF, PDGF, FGF, TGF- o, interleukiini-8, TNF- a,
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angiopoietiini-1 ja -2) on tirked merkitys (ks. yleiskatsaus Carmeliet, 2000). Sytokiinien ja
kasvutekijoiden lisdksi, ROS:t vaikuttavat uudissuonitusta ohjaavien
transkriptiofaktoreiden, kuten tuma faktori kB:n (NF-kB) ja hypoksia indusoitu faktori-1a
(HIF-1a) ilmentymiseen sekd soluviliainetta hajottavien entsyymien, matriksin
metalloproteaasien (MMP) aktivaatioon (ks. yleiskatsaus Ushio-Fukai ja Alexander, 2004).
Erityisesti hepariiniin sitoutuvalla, homodimeeriselld VEGF:114 (VEGF-A) on tdrkeé rooli
uudissuonituksen kulussa. Molekyyli kuuluu VEGF-perheeseen, johon luetaan kuuluvaksi
VEGF-B, -C, -D liséksi my0s istukkakasvutekijd (PIGF). Vaihtoehtoisesta ldhetti-RNA:n
pilkkoutumisesta johtuen VEGF esiintyy viitend isomuotona, jotka omaavat erilaisia
piirteitd (VEGF21, VEGF4s, VEGF 65, VEGF 39 ja VEGF26 ). Kasvutekijélle 16ytyy
kolme reseptoria, joihin eri VEGF -perheen muodot sitoutuvat vaihtelevasti.
Endoteelisolujen solukalvoilla ilmentyviét tyrosiinikinaasireseptorit,
endoteelikasvutekijareseptori-1 (VEGFR-1) ja endoteelikasvutekijareseptori-2 (VEGFR-
2), joista erityisesti viimeksi mainitun katsotaan liittyvdn suoremmin uudissuonituksen
vaiheisiin ~ (ks.  yleiskatsaus  Ferrara, = 2004).  Esimerkiksi H,O,  vilittda
endoteelikasvutekijéreseptori-2:n (VEGFR-2) aktivoitumista vieden eteenpdin VEGF:n
viestid (Colavitti ym., 2002; Ushio-Fukai ym., 2002). Sama reseptori kytkeytyy my0s
VEGF:n ja eNOS:n vilisiin suhteisiin naudan lisimunuaisen kuoren hiussuonen
endoteelisolu (ACE) -viljelméssé in vitro (Shen ym., 1999). Useat kudokset ja solutyypit
ilmentdvat VEGF:4 ja monet tekijét, kuten kasvutekijét, sytokiinit, hormonit ja alhainen
happipitoisuus lisddvit sen ilmentymista (ks. yleiskatsaus Ferrara, 2004). Useat in vitro ja
in vivo kokeista saadut tulokset painottavatkin tdmédn kasvutekijan tdrkedd roolia
uudissuonituksessa; molekyyli lisdd endoteelisolujen elinkykyd, stimuloi niiden
jakautumista, kulkeutumista ja  esisuoniksi asettautumista, vaikuttaen lisdksi
suonenseindmin ldpdisevyyteen. Soluihin kohdistuvien vaikutustensa lisdksi VEGF
stimuloi endoteelisolujen NAD(P)H-oksidaasia in vitro (Ushio-Fukai ym., 2002) ja
syntyneet ROS:t voimistavat edelleen uudissuonituksen tapahtumia (Abid ym., 2000;
Ushio-Fukai ym., 2002).

Reniini-angiotensiinijirjestelmén peptidi, Ang-Il:n vaikutuksista uudissuonitukseen on
erindisid havaintoja. Peptidi vaikuttaa suonen sileiden lihassyiden ja endoteelisolujen
kasvuun in vitro angiotensiini tyyppi 1 (AT1) -reseptorin vilitykselld (Stoll ym., 1995).

Vaikka Ang-1I:n vaikutukset solujen kasvuun in vitro ovat vield kiisteltyjd, on peptidin
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vaikutuksista uudissuonitukseen in Vivo tehty useita havaintoja. Peptidin suoria ja
epdsuoria vaikutuksia uudissuonitukseen ovat esittineet mm. Fernandez ym. (1985) ja
Sasaki ym. (2002). Edelleen rotan alaraaja iskemia-mallissa Ang-II voimistaa iskemian
jélkeistd uudissuonitusta lisddmalla VEGF:n madrii lihaksessa (Tamarat ym., 2002). Myo6s
sydéaninfarktialueelta  eristetyissi =~ myofibroblasteissa  Ang-II  lisid VEGF ja
endoteelikasvutekijareseptori-1 (VEGFR-1) médirda in vitro (Chintalgattu ym., 2003).
Vaikutukset VEGF:n ilmentymiseen saattavat osaltaan selittdd tdmédn oktapeptidin
ominaisuuksia uudissuonituksessa NAD(P)H-oksidaasin stimulaation lisdksi (ks.
yleiskatsaus Ushio-Fukai ja Alexander, 2004).

Tulehdusreaktiolla on tirked rooli iskemiavaurion jilkeen alkavassa verisuonten
uusiutumisessa (Polverini ym., 1977; Arras ym., 1998; Sasaki ym., 2002). Aktivoituneet,
iskemia-alueelle tunkeutuneet —monosyytti/makrofagit ja T-lymfosyytit erittavét
uudissuonitukseen vaikuttavia sytokiineji sekd kasvutekijoitd kuten TNF-o, bFGF ja
VEGF (Arras ym., 1998; Sasaki ym., 2002). Ndma yhdisteet vaikuttavat edelleen
endoteelisolujen ja sileiden lihasyiden NAD(P)H-oksidaasin aktivaatioon (De Keulenaer
ym., 1998a; ks. yleiskatsaus Ushio-Fukai ja Alexander, 2004). Kemiallisten viestien
lisdksi, iskemia ja siitd johtuvat suonen seindmdn fysikaalisten voimien muutokset
vaikuttavat NAD(P)H-oksidaasin aktiivisuuteena (Al-Mehdi ym., 1998; De Keulenaer ym.,
1998b; ks. yleiskatsaus Ushio-Fukai ja Alexander, 2004). Tojo ym. (2005) toteavat
tutkmuksensa pohjalta, ettd alaraajaiskemiassa syntyy runsaasti ROS:ja, jotka vaikuttavat
lihaksen patologisiin vasteisiin.

Lisdksi iskeeminen alue kirsii hapenvajauksesta, joka lisdéd VEGF:n ilmentymisti
proteiinin ldhetti-RNA:n tasolla in vitro (Shweiki ym., 1992; Levy ym., 1995; Liu ym.,
1995) sekd in vivo (Hashimoto ym., 1994; Li ym., 1996). Li ym. (1996) tekemissa
syddnlihaksen iskemia tutkimuksessa itse VEGF:n liséksi endoteelikasvutekija reseptorit-1
ja -2 (VEGFR-1 ja VEGFR-2) ilmentyvit rotan iskeemisessd syddnlihaksessa. Edelleen
rotan sidekudossoluilla tehdyssd in vitro tutkimuksessa, jossa soluja altistetaan
vahdhappisille olosuhteille yhdessd PDGF:n kanssa, voimistaa solujen VEGF tuotantoa
(Petersen ym., 2003). Tutkittaessa ainoastaan PDGF:n vaikutuksia rotan korvanlehti-
iskemiassa, havaitaan samansuuntaisia tuloksia koskien VEGF:n ilmentymistd (Wang ym.,

2006).
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1.7 Iskemiatutkimuksissa kaytettyja elainmallg a

Monia tauteja voidaan luetella liittyvdksi iskemiaan. Syddn- ja aivoinfarktit ovat yksi
selkeimmistd tapauksista, joissa sepel- tai aivovaltimon tukkeutuminen johtaa alueen
heikentyneeseen ravinnon ja hapen saantiin. Heikentyneen verenkierron syynéd ovat usein
valtimoiden kalkkiutuminen sekd veritulpat, jotka ovat akuutin iskemian yleisimmat
aitheuttajat. Sokeritauti on alaraajaiskemialle altistava sairaus, jossa potilaan heikko
jalkojen hoito saattaa johtaa krooniseen alaraajaiskemiaan ja pahimmillaan amputaatioon.
Alaraajaiskemian hoidossa kédytetdén verisuonikirurgiaa mutta monissa tapauksissa hoito ei
ole mahdollista. Ladkehoitoja, jotka parantaisivat alaraajaiskemian verenkiertoa, ei ole tilla
hetkelld tiedossa. Uusien verisuonten muodostuminen iskemia-alueelle on tdrkedd, jotta

kudoksen aineenvaihdunta ja sitd kautta kudoksen toiminta normalisoituvat.

Paljon kéytetty eldinmalli alaraajaiskemia tutkimuksissa on kanin alaraajaiskemiamalli (Pu
ym., 1994) mutta my0s hiiri- ja rottaeldimiéd kiytetddn (Couffinhal ym., 1998; Mack ym.,
1998), vaikka kohdesuonien koko onkin pienempi verrattaessa suurempiin eldimiin. Se
kuinka iskemia aiheutetaan kudokseen, vaihtelee mallikohtaisesti. Voidaan joko poistaa
kokonaisuudessaan reisivaltimo ja sulkea valtimosta jatkuvia ja haarautuvia suonia tai
ainoastaan sulkea reisivaltimon pinnalliset osat. Ensimmaéiseksi mainitussa mallissa syntyy
voimakas, akuutti iskemia, jonka seurauksena operoituun jalkaan voi kehittyéd jopa kuolio
(Pu ym., 1994). Toisaalta, pelkin reisivaltimon sulkeminen ei johda pysyvdin iskemiaan
(Ito ym., 1997). Vaihtoehtoisessa iskemia-mallissa vain pinnallinen reisivaltimon alue
poistetaan mutta kiertdvé ja syvemmait reisivaltimon osat suljetaan, jolloin iskemia kehittyy

pohkeeseen (Rissanen ym., 2003).

1.8 Geeninsiirto ja adenovirusvektorit

Geenitekniikan sovellutusten laajetessa katseet kohdistuvat geeniterapian mahdollisuuksiin
korjata erilaisia tautitiloja. Geeniterapia perustuu yksinkertaisuudessaan villityypin geenin
vientiin soluihin korvaamaan vaurioituneen geenituotteen. Geeninsiirto menetelmid on
useita. Geeni voidaan viedd soluun vektorilla (virusvilitteisesti, lipidipohjaiset rakenteet,
plasmidi), kemiallisesti (CaCl,) tai mekaanisesti (injektio, “geenipyssy”’). Geeninsiirron

onnistuminen on verrannollinen siihen, kuinka tehokkaasti geenid saadaan siirrettyd
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kohdesoluihin, miten geeni ilmentyy proteiinitasolla ja kuinka pysyvé tdméd ilmentyminen
on. Lisdksi lopputulokseen vaikuttavat yksilossd ilmenevdt mahdolliset tulehdus- ja
immuunireaktiot siirtogeenid ja/tai vektoria vastaan.

Virusvilitteisistd vektoreista adenovirukset ovat paljon kéaytettyji. Rakenteeltaan
adenovirukset ovat vaipattomia, ikosahedraalisia DNA-viruksia, jotka aiheuttavat ihmisille
lahinnd lievid hengitysteiden infektioita. Infektoidessaan solun adenovirus kiinnittyy séie
proteiinillaan solun pinnalla olevaan coxsackie virus-adenovirus (CAR) reseptoriin, mika
mahdollistaa sitoutumisen edelleen integriinien kanssa. Sitoutuminen laukaisee klatriini-
vilitteisen endosytoosin, jonka avulla virus siirtyy solun sisdlle. Lopulta adenovirus
vapautuu endosomista solulimaan kapsidin rakennemuutosten seurauksena. Matka jatkuu
mikrotubulusten avustuksella kohti tumaa, jonne adenovirus vapauttaa noin 36 kiloemasta
pitkdn genominsa. Aluksi genomista syntetisoidaan DNA:n replikaatioon tarvittavat
proteiinit ja myOhéisessd proteiinisynteesissd puolestaan rakenneproteiinit. Kypsit virus-
partikkelit vapautuvat solun hajotessa.

Geeninsiirtovektorina adenovirus omaa useita hyodyllisii ominaisuuksia, kuten kykyé
infektoida useita, jakautuvia ettd jakautumattomia solutyyppejd, ilmentdd voimakkaasti
siirtogeenid ja mahdollisuutta siirtdd vektoriin suuriakin geenejd. Onnistuneesti
adenovirusta on kéytetty esimerkiksi sydédninfarkti-, maksa- ja wvaltimon sisdpinnan
litkakasvun tutkimuksissa, joissa siirtogeenind on EC-SOD (Laukkanen ym., 2001b; Li
ym., 2001; Laukkanen ym., 2002; Ozumi ym., 2005). Varjopuolia adenoviruksen kiytolle
vektorina syntyy valppaan immuunipuolustuksen puitteissa. Ensimmadisen sukupolven
vektorit sisdltdvit vield viruksen omia proteiineja, jotka aiheuttavat immuunijirjestelman
aktivoitumisen vektoria vastaan. Tdstd seuraa, ettei siirtogeeni ilmenny pitkdaikaisesti
kohdesoluissa, eikd samaa serotyypin adenovirusta voida toistamiseen kayttaa.

Usein geeniterapian tarkoituksena on saavuttaa pitkdaikainen, sdddelty siirretyn geenin
ilmentyminen kohdekudoksessa. Tdma tavoite asettaa moniulotteisia haasteita geeninsiirto
menetelmien kehityksessd mutta se ei ole lannistanut jatkamasta geeniterapiamuotojen

kehittelyjé kohti kliinisid sovellutuksia.
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2. TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Kudos alkaa kirsid iskemiasta, kun sen hapen saanti heikkenee. Alueelle syntyy
happistressi erindisten solutapahtumien seurauksena. Solujen antioksidantit pystyvét
tasapainottamaan ja palauttamaan kudokseen syntyneitd ROS:a, jotka alhaisina
pitoisuuksina palvelevat useissa solun signaalinsiirto tapahtumissa.

Tutkimuksen tarkoituksena on tarkastella adenovirus-vilitteisen EC-SOD:n vaikutuksia
rotan alaraajaiskemiamallissa.  Erityisesti  keskitytddn tarkastelemaan kudoksen
tulehdusreaktiota ja uudissuonitusta vaurioalueella.

Hypoteeseina ovat

1. EC-SOD véhentdi vaurioalueen tulehdusreaktiota

2. EC-SOD parantaa vaurioalueen uudissuonitusta
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3. MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Adenoviruksen valmistus

Adenovirusvektorit valmistettiin Dos. Mikko Laukkasen toimesta Turun yliopiston

Biotekniikan keskuksen, BTK:n viruslaboratoriossa.

3.2 Rotan alaraajaiskemia vaurio

EC-SOD:n vaikutuksia alaraajaiskemiaan tutkittiin kolmen aikapisteen (3, 7 ja 10 vrk)
eldinryhmilld (n = 8 ). Eldimet jaettiin satunnaisesti aikapisteisiin ja edelleen aikapisteen
sisdisiin koe- tai kontrolliryhmiin.

4-5 viikon vanhoille urospuolisille Fisher-rotille (Harlan, Horst, Hollanti) suoritettiin
nukutuksessa vasemman takajalan iskemia-vaurio. Eldimet punnittiin (g) ennen operointia.
Nukutusaineena kédytettiinn 1:1 suhteella Hypnorm:a (0,315 mg fentanyylisitraatti + 10 mg
fluanisoni / ml H,0, Janssen Pharmaceutica, Beerse, Belgia) ja Dormicum:a (5mg/ml,
Roche, Basel, Sveitsi), joka injektoitiin vatsaonteloon (0,15 — 0,20 ml / 100 g). Tarvittaessa
nukutusainetta lisdttiin operaation aikana. Vasemman takajalan valtimot etsittiin avaamalla
tho ja paljastamalla suonet lihaskalvojen ja lihassyykimppujen alta. Reisivaltimo ja sen
haarautumia (circumflexa femoralis lateris, artery femoris, artery saphena ja artery
poplitea) suljettiin kayttamalld 6-0 silkkilankaa. Vaurion teon jilkeen lihakseen injektoitiin
noin 50 pl AdLacZ tai 50 pl AJEC-SOD (pfu 0,5 x 10°). Haava suljettiin 5-0
vinyylilangalla, jonka jédlkeen vaurioalue puhdistettiin vield paikallisantiseptiliuoksella
(Betadino, Leiras). Virkoamisen nopeuttamiseksi eldimet saivat operaation jilkeen 30-50
ul Narcanti:a (0,4mg/ml, Bristol-Myers Squibb AB, Anagni, Italia).

Kymmenen péivin aikapisteen eldinten vauriot suoritti MD PhD Antonia Curcio ja kolmen
ja seitsemén pdivan vaurion FM Juha Laurila. Haavan sulkemisesta huolehtivat tdman
tutkielman tekijan lisdksi MD PhD Antonia Curcio ja Dos. Mikko Laukkanen.

Kaikkien aikapisteiden eldimet selviytyivit alaraajaiskemia-vaurion teosta ja toipuivat
hyvin. Seuranta-ajan aikana eldimissd ei havaittu ulkoisia iskemian aiheuttamia vaurioita,
kuten jalkaterdn sinertdvyyttd, kuoliota tai eldinten hyvinvoinnin heikentymista.

Ruumiinpainoissa ei havaittu eroja vaurion teon ja lopetuksen vélilla.
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Eldinkokeet on hyvéksynyt Eteld-Suomen Eldinkoelautakunnan sosiaali- ja terveysosasto,

koe-eldinlupanumerolla 1547/05.

3.3 Immunohistologiset varjaykset

Seuranta-aikojen péétyttyd takajalasta eristettiin reisivaltimoa kohtisuoraan sijaitsevaa
lihaskudosta kattaen vaurionvilisen alueen, jolloin lihasndyte késittdd seuraavat
lihasryhmét: m. biceps femoris, m. semitendinousus, m. semimembranosus ja m. adductor.
Lihas jaddytettiin nestetypessi ja siitd valmistettiin vélittomasti 10 um jaileikkeitd Micron
HM 500 OM kryomikrotomilla (Microm, Walldorf, Saksa).

Lihaksen yleisrakenteen selvittimiseksi leikkeet varjéttiin hematoksyliini-eosiinilla (HE)
(Sigma, MI, USA). Leikkeille suoritettiin endoteeli-virjdys von Willebrand faktorilla
(VWF), jossa primaari vasta-aineena Rabbit polyclonal to von Willebrand Factor 1:800
(Abcam, Cambridge, UK) ja sekundaari vasta-aineena Labelled polymer-HRP anti-rabbit
(DakoCytomation, Glostrup, Tanska). Tulehdussolujen havaitsemiseksi tehtiin CD68-
virjdys, jossa primaari vasta-aineena Mouse anti-rat CD68 1:100 (Serotec, Oxford, UK) ja
sekundaari vasta-aineena Goat anti-mouse IgG:HRP 1:50 (Serotec, Oxford, UK).
Immunohistokemiallisten vérjdyksien vaiheet: 10 um jaéleikkeitd huuhdeltiin 1 X PBS 10
minuuttia, jonka jilkeen leikkeitd inkuboitiin 3 % H,0O,:ssa 20 minuuttia. Viiden minuutin
1 X PBS huuhtelun jélkeen, leikkeille pipetoitiin FCR-blokkeria, joka wvaikutti 30
minuuttia. Primaari vasta-ainetta inkuboitiin tunnin ajan, jonka jédlkeen leikkeité pestiin 2 x
30 minuuttia 1 X TBS:114. Sekundaa vasta-ainetta inkuboitiin leikkeilld 30 minuuttia, jota
seurasi 2 x 10 minuutin 1X PBS pesut. Leikkeille pipetoitiin substraatti-kromogeeni liuos
(DAB) (DakoCytomation, Glostrup, Tanska), jonka annettiin vaikuttaa leikkeilld 3
minuuttia/tarvittava aika. Reaktio pysdytettiin laittamalla leikkeet veteen. Leikkeet
vastavarjittiin hematoksyliini-eosiinilla (HE). Permount:n (Fisher Science, Pittsburgh, PA,
USA) pedattujen leikkeiden annettiin kuivua vetokaapissa yon yli. Immunohistologiset
varjdykset analysoitiin Leitz Aristoplan Wild MPS52 valomikroskoopilla 40X objektilla,

jossa yhden laskentaruudun koko on 0,066 mm” (Leica, Heerbrugg, Switzerland).

3.4 LacZ-vérjays

Kontrollieldimille tehtiin LacZ-vérjdys, jolla varmistettiin ettd lihasndyte oli eristetty

vaurioalueelta, johon injektiot kohdistuivat. Vérjdystd varten valmistettiin 1:50 laimennettu
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kayttoliuvos x-gal stokista (50 mg/ml, Promega, WI, USA) ja vérjdysliuoksesta.
Objektilaseille pipetoitiin  kdyttoliuosta ja ne asetettiin kosteaan, valolta suojattuun
kammioon + 37 °C:n kuudeksi tunniksi. Leikkeet huuhdeltiin 1 X PBS:114 ja vastavérjattiin

hematoksyliini-eosiinilla (HE).

3.5 DHE-vérjays

In situ muodotuneen O, :n havaitsemiseksi 30 um jaileikkeet vérjattiin dihydroetidiumilla
(DHE), joka reagoi spesifisesti solusisdisen O, kanssa muuttuen punaiseksi, fluoresoivaksi
yhdisteeksi (Zanetti ym., 2005). 1 M DHE laimennettiin asetonilla 0,2 uM ja pipetoitiin
leikkeiden péélle. Leikkeitd inkuboitiin kosteassa kammiossa + 37 °C 30 minuuttia.
Leikkeet pedattiin Aquamount:lla (Sigma, St. Louis MO, USA), jonka jilkeen
mikroskopoitiin Zeiss Wide-field mikroskoopilla, AxioVision Rel. 4.3 ohjelmalla kdyttden
TRITC ja H/DIC- suodattimia (Zeiss, Jena, Saksa). Lopuksi leikkeet vastavérjittiin

hematoksyliini-eosiinilld (HE).

Objektilasit, joissa kolmesta viiteen leikettd, valittiin satunnaisesti kaikkiin edelld
mainittuihin varjayksiin.

3.6 Tilastolliset analyysit

Tulokset esitettiin keskihajontana. Eroja kahden ryhmén vililld verrattiin T-testin avulla
kéayttden kaksisuuntaista vastahypoteesid. Tilastollinen merkitsevyys mééritelldan

P < 0.05 mukaisesti.
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4. TULOKSET

Seuranta-aikojen péétyttyd takajalasta eristettiin vaurioalueen kisittdvad lihaskudosta.
Valmistetuille leikkeille suoritettiin immunohistokemiallisia vérjayksid, joiden pohjalta

tarkasteltiin EC-SOD:n vaikutuksia alaraajaiskemiaan.

4.1 I skemia aiheuttaa lihaskudok seen tulehdusr eaktion, jota ADEC-SOD hillitsee

Tarkastelimme kuinka EC-SOD vaikuttaa iskemia-vaurion aiheuttamaan tulehdusreaktion
kehittymiseen rotan alaraajassa. Oletuksena oli, ettd EC-SOD véhentiisi tulehdusta.
Tulehdussolujen, erityisesti makrofagien midrdd lihaskudoksessa tarkasteltiin CD68-
varjaykselld. ~ Makrofageja  havaittiin =~ sekd  lihassyykimppuja  ympérdivilla
sidekudoskalvoilla ettd lihaksen uloimmalla sidekudoskalvolla, kun koko leikepinta-ala
otettiin huomioon laskettaessa CD68- positiivisten solujen maaria.

Kaikkien aikapisteiden kontrollieldimissd esiintyi enemmain tulehdussoluja verrattaessa
koeryhmin eldimiin (Kuva 1). Ensimmadisen aikapisteen (3 vrk) kontrollieldimilla esiintyi
neljd kertaa enemmén makrofageja verrattaessa koeryhmin eldimiin (P = 0.014). Toisen
aikapisteen (7 vrk) kontrollieldimilld makrofagien médird oli viisinkertainen verrattaessa
saman aikapisteen koeryhmén (P = 0.0061). Viimeisen aikapisteen (10 vrk) kohdalla
makrofagien lukuméérdn ero oli seitsenkertainen ryhmien vélilldi (P = 0.000009).
Voimakkaimmillaan tulehdus oli ensimmaéisen ja toisen aikapisteen aikana, joka tukee
aikaisempaa havaintoa monosyyttien kerdéntymisestd iskeemiselle alueelle (Arras ym.,
1998). Tulehdussolujen miirin voisi katsoa lisddntyvan AdLacZ ryhméssa ensimmadisen ja
toisen aikapisteen vililld mutta AJEC-SOD ryhmadsséd kasvu vastaavilla aikapisteilld olisi
maltillisempaa. Edelleen viimeisen aikapisteen havainnot tulehdussolujen maédristd
ilmentéisivit voimakkaampaa laskua AdJEC-SOD ryhmaéssi verrattuna AdLacZ ryhmién.
Hypoteesi, ettd EC-SOD vidhentdisi lihaskudoksen tulehdusta, niyttdisi tdméan

tutkimustuloksen perusteella pitdvin paikkaansa.
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Kuva 1. A. Makrofagien lukumdirdt iskeemisen takajalan luustonlihaksessa 3.vrk, 7.vrk ja 10.vrk
operaatiosta AdLacZ- ja AdEC-SOD-ryhmissd (n = 8 ). Voimakkaimmillaan tulehdus oli 3. ja 7. vrkina
operaatiosta. B. Kudoksen makrofageja tarkasteltiin CD68-vérjdyksen avulla. Esimerkkikuvassa 3.vrk
kontrolliryhmén néyte, 40 X suurennos.

4.2 | skeemisen lihaksen uudissuonitus el parane ADEC-SOD:n vaikutuksesta

Uudissuonituksen esiintymistd arvioitiin eri aikapisteissd (3, 7 ja 10 vrk) von Willebrand
faktori (VWF) -viérjdykselld laskemalla muodostuneita hiussuonia. Oletuksena oli, ettd EC-
SOD parantaisi vaurioalueen uudissuonitusta. Laskenta suoritettiin koko leikepinta-alan
kattavan 20 satunnaisotoksen pohjalta.

Kuten kuvasta 2. ndhdddn koe- ja kontrollieldinten vélilld ei havaittu tilastollisesti

merkitsevid eroja uudissuonituksen voimakkuudessa missddn aikapisteessd. Lisdksi
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kummankin eldinryhmén hiussuonten méérissd nayttdisi olevan véhdistd kasvua seuranta-
ajan edetessd. Hypoteesi, ettdi EC-SOD parantaisi lihaskudoksen uudissuonitusta
tasapainottamalla kudoksen happistressid, ei timén tutkimustuloksen perusteella siis pida

paikkaansa.
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Kuva 2. A. Vaurioituneen lihaksen uudissuonitusta tarkasteltiin eri aikapisteissd endoteelivirjdyksen
perusteella. Kaikissa aikapisteissdé AdLacZ- ja AdEC-SOD-ryhmien (n = 8) viliset eroavaisuudet ovat
tilastollisesti merkityksettomid. B. Kudoksen uudissuonitusta tarkasteltiin von Willebrand faktori (vVWF) -
vérjayksen avulla. Esimerkkikuvassa 10.vrk kontrolliryhmén niyte, 40 X suurennos.
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4.3 1skemia -vaurio aiheuttaa O, muodostumista lihaskudokseen

Arvioimme DHE-virjiykselld aiheuttaako iskemiavaurio lihaskudokseen happpistressin.
Tekemdmme DHE-vérjdys oli kvalitatiivinen, jonka perusteella osoitimme vaurioalueella

olevan ROS:ja tuottavia soluja (Kuva 3).

Kuva 3. Lihaskudoksen solujen ROS tuotantoa tarkasteltiin DHE -vérjdyksen avulla. Yhdisteen reagoidessa
O,":n kanssa se vérjad O;:a tuottavien solujen tumat punaiseksi, osoittaen ROS:n ldsndolon kudoksessa.
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5. TULOSTEN TARKASTELU

Hyvinvointi valtioiden elintavat lisddvit riskid sairastua tauteihin, joiden taustalla on
iskemia. Iskemia johtuu yleensd heikentyneestd verenkierrosta, jolloin kohdekudos kirsii
hapen vajauksesta. Kudokseen syntyy happistressi, jolloin ROS:n tuotanto solujen toimesta
ja poisto antioksidanttien avulla on epidtasapainossa. Tauteja jdljittelevilld eldinmalleilla
pyritddn  tdsmentdméddn antioksidatiivisten —molekyylien roolia  iskemia-vaurion
monimutkaisessa verkostossa.

Tutkimuksessamme kdytimme rotan alaraajaiskemiamallia, jonka pohjalta tarkastelimme
EC-SOD:n vaikutuksia alueen tulehdusreaktioon seké uusien verisuonten kehittymiseen.
Padhavaintomme olivat, ettd EC-SOD alentaa iskeemisen alueen tulehdusreaktiota, muttei

paranna iskemia-alueen uudissuonitusta.

Havaitsimme, ettd alaraajaan tehty iskemia johti tulehdusreaktioon, joka oli
voimakkaimmillaan kummassakin eldinryhmidssd 3. ja 7. vuorokautena operaatiosta
(Kuval). Témai tukee aikaisempia alaraajaiskemia tutkimuksia tulehduksen ajoittumisesta
vaurioalueelle (Arras ym., 1998; Stabile ym., 2003; Tojo ym., 2005). Iskeemisen kudoksen
geeniaktiivisuuksien tutkimukset DNA mikroarray-menetelmilld vahvistavat tulehduksen
esiintymisen alueella (Paoni ym., 2002). Entsyymi alentaa tulehdusta tilastollisesti
merkitsevilld voimakkuudella AAEC-SOD eldinryhmissé kaikissa aikapisteissé (3, 7 ja 10
vrk) verrattaessa AdLacZ kontrolliryhmiin (Kuval). Tulos EC-SOD:n vaikutuksesta
tulehdukseen rotan alaraajaiskemiamallissa puoltaa entsyymin mahdollisia suojaavia
vaikutuksia kohdekudoksessa. Aikaisemmissa tutkimuksissa entsyymin on todettu
hillitsevdan kohdekudoksen tulehdusreaktiota ja siitd johtuvia kudosvaurioita esimerkiksi
keuhkoissa (Bowler ym., 2002; Fattman ym., 2003; Bowler ym., 2004), ihossa (Ha ym.,
2006), maksassa (Laukkanen ym., 2001b) seké verisuonissa (Laukkanen ym., 2002; Ozumi
ym., 2005).

Suoraa syytd siihen, miksi EC-SOD alentaa tulehdusreaktiota on vaikea sanoa mutta
ndkokulmia on useita. Tulehduksen ja EC-SOD:n vilinen yhteys saattaa olla riippuvainen
tulehdusreaktioon osallistuvista sytokiineistd. Thmisen ihon sidekudossoluilla ja rotan
hengitysepiteelin tyypin II (L2) -soluilla tehdyssd in vitro tutkimuksessa sekd rotan

keuhkojen in vivo tarkastelussa todetaan esitulehduksellisten sytokiinien vaikuttavan
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positiivisesti solujen EC-SOD tuotantoon (Marklund, 1992; Brady ym., 1997). Puolestaan
keuhkoilla ja iholla tehdyssd tutkimuksessa EC-SOD:n hillitsee esitulehduksellisten
sytokiinien ilmentymistd (Bowler ym., 2004; Ha ym., 2006). Tulehdukseen osallistuvien
molekyylien ja EC-SOD:n viliset vuorovaikutukset ovat monimutkaisia mutta EC-SOD:n
tulehdusta hillitsevd vaikutus voisi johtua edelld mainittujen tekijoiden muodostamasta
vuorovaikutusjdrjestelmistd. Tulehdusreaktioon osallistuvien sytokiinien positiiviset
vaikutukset solujen EC-SOD tuotantoon ja edelleen itse entsyymin vaikutukset sytokiinien
ilmentymiseen, hillitsee tulehdussolujen kotiutumista vaurioalueelle (Ha ym., 2006).
Yhdisteiden viélilld voisi ajatella olevan jonkinlainen negatiivinen takaisinkytkentd, mika
selittdisi tulehduksen lievempdd ilmenemistd AdEC-SOD eldimissd. Myos tutkimukset
entsyymin vaikutuksista solunsisdiseen adheesiomolekyyli-1:n (ICAM-1) antavat viitteiti,
jotka  voisivat  selittdd EC-SOD:n  havaittuja  vaikutuksia  tulehdusreaktioon.
Tutkimuksissaan Gaboury ym. (1993) ja Mataki ym. (1994) toteavat O,:n vaikuttavan
positiivisesti tulehdussolujen kotiutumiseen. Lisddntynyt EC-SOD:n ilmentyminen AdEC-
SOD ryhmén eldimilld voisi hillitd edelld mainittua O,:n vaikutusta tulehdussolujen
kotiutumiseen, koska EC-SOD dismutoi vaurioalueen O,:a vaikuttaen negatiivisesti
solunsisdisen adheesiomolekyyli-1:n (ICAM-1) ilmentymiseen.

Adenovirusvilitteisen EC-SOD:n  ilmentyminen ja tulehdussolujen kotiutumisen
samanaikaisuus saattaa edelleen edesauttaa entsyymin havaittuja positiivisia vaikutuksia
tulehdusreaktioon. Adenovirusvilitteinen geeni ilmentyy voimakkaimmillaan kolmantena
vuorokautena injektiosta (Laukkanen ym., 2001b) samoin kuin tulehdussolujen kertyminen
vaurioalueelle (Arras ym., 1998; Tojo ym., 2005).

Aktivoituneet valkosolut tuottavat runsaasti ROS:ja, jotka liian suurina pitoisuuksina
aiheuttavan soluvaurioita (Zweier ym., 1988). Voimakkaan tulehdusreaktion seurauksena
on kudosvaurio, joka johtuu lisddntyneestd happistressistd vaurioalueella. Erityisesti
painotetaan ROS johdannaisen, ONOO" vaikutusta kudosvaurion syntyyn (Gursoy-
Ozdemir ym., 2000; Park ym., 2005b). Koeryhmén eldimissé yli-ilmentyvin EC-SOD:n
voisi tulkita suojelevan kudosta vauriolta, koska se poistaa tehokkaasti O,":a, jolloin se ei
ehdi reagoida NO:n kanssa muodostaen haitallista ONOO". Kudosvaurioiden yhteydessa
esiintyy sidekudoksen hajoamista, jossa mm. kollageeni I pilkkoutuu, aiheuttaen
positiivisen kemotaksian, joka vetdd puoleensa tulehdussoluja samalla aktivoiden niiden

toimintaa (Chang ja Houck, 1970; Laskin ym., 1986; Monboisse ym., 1987).
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Poistogeenisilld  eldimilla  havaitaan  keuhkokudoksessa enemmén  kollageenin
pilkkoutumista sekd suurempia sidekudoksen muodostamia arpeutumia villityypin eldimiin
verrattaessa (Fattman ym., 2003). Se, ettd tulehdusreaktio AdEC-SOD kasitellyilld
eldimilld oli lievempi, saattaa johtua entsyymin kyvystd sitoutua ja suojata tyypin I
kollageenid happistressi vilitteiseltd pilkkoutumiselta (Petersen ym., 2004). Mahdollisesti
AdLacZ eldimilld vaurio aiheutti voimakkaamman kollageeni I pilkkoutumisen, johtuen
alemmasta EC-SOD pitoisuudesta, johtaen kemotaksiaan. Kun kemotaktisia yhdisteitéd
esiintyy vaurioalueella vdhemmédn, on alueen tulehdusreaktio hillitympi, koska
tulehdussoluja  kotiutuu  paikalle vdhemmin, mikd puolestaan mahdollistaa
tasapainoisemman ROS:n hallinnan ja edelleen siitd johtuvien kudosvaurioiden

lieventymisen.

Vaikka voimakas tulehdusreaktio voi olla potentiaalinen kudosta vaurioittava tapahtuma,
se kuitenkin edesauttaa parantumista. Lihaskudoksen uusiutuminen ja uusien verisuonten
muodostuminen iskemiasta kérsivdlle alueelle on keskeinen sopeutumisreaktio, jonka
tarkoituksena on palauttaa kudoksen toimintakyky normaalille tasolle.

Vaurioalueelle ilmestyvét tulehdussolut (monosyytti/makrofagi, T-lymfosyytit) vapauttavat
bFGF, TNF-a ja VEGF yhdisteitd, jotka nopeuttavat uudissuonituksen alkamista (Arras
ym., 1998; Sasaki ym., 2002; Stabile ym., 2003). Lisdksi kudoksen hapenvajaus lisdd
VEGF:n ilmentymistd sekd in vitro (Shweiki ym., 1992; Levy ym., 1995; Liu ym., 1995)
ettd in vivo (Hashimoto ym., 1994; Li ym., 1996) kokeissa. Ndiden uudissuonitukselle
tarkeiden sytokiinien ja kasvutekijéiden ilmentyminen iskeemisessd kudoksessa antavat
kemialliset 1dhtokohdat raajan toiminnan palautumiselle. Tulehdussolujen vaikutukset eivit
rajoitu vain kudosvaurion taustalle tai uudissuonituksen puitteisiin, vaan yltivit my0s
lihaskudoksen uusiutumisen mekanismeihin (Merly ym., 1999).

Alaraajaiskemia aiheuttaa runsaan ROS tuotannon vaurioalueen endoteelisolujen ja
tulehdussolujen NAD(P)H-oksidaasin toimesta (Tojo ym., 2005). Muodostuttuaan O, voi
reagoida kaikkialla l&snd olevan NO:n kanssa muodostaen ONOO'™ tai dismutoitua EC-
SOD:n johdosta H;O,:ksi. Niistd ROS yhdisteistd erityisesti alhaiset H,O, tasot
edesauttavat  uudissuonitukselle tdrkeiden tapahtumien, kuten endoteelisolujen
muodostamien esisuonirakenteiden ilmentymisté in vitro (Shono ym., 1996; Yasuda ym.,

1999). Lisdksi H,O,:n positiivisia vaikutuksia havaitaan in vivo uudissuonituksissa (Tojo
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ym., 2005; Roy ym., 2006). Mahdollisesti tirkedd ROS:n roolia iskeemisen kudoksen
uudisuonituksessa puoltavat lisdksi tutkimukset, joissa NO:n ldhteen, eNOS:n, yli-
ilmentyminen stimuloi iskemia-alueen verisuonten kehitystdi (Namba ym., 2003) ja
vastaavasti eNOS poistogeeni heikentdd vaurioalueen uudissuonistusta (Murohara ym.,
1998).

Vaurioalueella esiintyy siis voimakasta happistressid, johtuen sekd aktiivisista
tulehdussoluista ettd endoteelisoluista (Tojo ym., 2005). Tutkimuksessa injektoimme
koeryhmin vaurioalueelle adenovirusvilitteisesti EC-SOD:a, jonka tiedetdén dismutoivan
tehokkaasti O, :a. Teorian pohjalta, vaurioalueelle pitiisi kehittyd enenevissd miirin H,O,,
jolla edelld mainittuihin tutkimuksiin pohjautuen olisi positiivisia vaikutuksia vaurioalueen
uudissuonituksen kannalta. Lisddntynyt EC-SOD:n pitoisuus ylldpitdd myds NO:n
toimintaa, koska se poistaa O,:a, eivdtkd yhdisteet pddse reagoimaan. Télloin NO:n
uudissuonitukseen vaikuttavat ominaisuudet olisivat teoriassa kéytettdvissd kudoksen
hyvinvoinnin palauttamiseksi. Toisaalta NO:n ja EC-SOD:n suhde ei ole suoraviivainen.
Suurina pitoisuuksina, kuten tulehdusreaktion aikana, NO sekd heikentdda EC-SOD:n
sitoutumista GAG:n ettd pilkkoo GAG:;ja (Vilar ym., 1997; Yamamoto ym., 2001).
Immunohistologisetvirjaykset von Willebrand faktori (vWF) -vasta-aineella, jonka
perusteella tarkastelimme hiussuonien esiintymistd, eivdt puoltaneet hypoteesia, jonka
mukaan EC-SOD parantaisi iskeemisen lihaksen uudissuonitusta tasapainottamalla ROS:n
tuotantoa (Kuva2).

Syitd tdhdn ristiriitaiseen tulokseen voi olla lukemattomia ja monimutkainen biologinen
prosessi uudissuonituksen taustalla on vaikeasti selitettdvissd. Voimakas EC-SOD:n
ilmentyminen 3. vuorokaudesta alkaen mahdollisesti alensi ROS-tasoja liian alhaisiksi.
Siten aktivoituneiden tulehdussolujen ja endoteelisolujen tuottamien ROS:n suorat ja
epasuorat  angiogeneettiset  vaikutukset  olisivat  menettineet = merkityksensa.
Antioksidatiivisten yhdisteiden negatiivisia vaikutuksia uudissuonitukseen puoltavat
pédtelmat in vitro kokeista seké rotan sarveiskalvo- ja kasvaintutkimuksissa saadut tulokset
(Koch ym., 1992; Monte ym., 1994; Polytarchou ja Papadimitriou, 2005). Téssd tydssé
tutkimme kudoksien ROS pitoisuutta DHE-virjdyksen avulla, koska iskemian tiedetdén
atheuttavan vaurioalueella happistressid (Tojo ym., 2005). Tuloksemme lihaskudoksen
ROS pitoisuudesta oli kvalitatiivinen, emmekd mééritelleet ROS:ja tuottavia solutyyppeji

(Kuva3). Radikaalibiologia on haastava tutkimusalue, koska yhdisteet ovat hyvin
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reaktiivisia ja lyhyt ikéisid. Kenties luotettavampaa vaikkakin epdsuoraa tietoa kudoksen
radikaali pitoisuudesta voisi saada tutkimalla proteiinien nitrotyrosiini ja karbonyyli-tasoja.
Lisdksi EC-SOD:n tulehdusta rajoittavat vaikutukset selittdisivdt vaurioalueella havaitun
vihdisen uudissuonituksen, koska tulehdusreaktio on tirked uudissuonitusta stimuloiva
tekija iskeemisessd kudoksessa (Arras ym., 1998; Sasaki ym., 2002). Perustelut ROS:n ja
sytokiinien vaikutuksista uudissuonitukseen eivdt selitd miksi voimakkaampaa
uudissuonitusta ei havaittu AdLacZ ryhmin eldimisséd verrattaessa AJEC-SOD ryhméén.
Periaatteessahan  kontrollieldimissd pitdisi ilmentyd luonnollinen, akuutti iskemia
seuraamuksineen, johon ei vaikuteta antioksidatiivisen entsyymin vélitykselld. Suonien
ilmentymisen havaittiin kuitenkin lisddntyvin sekd koe- ettd kontrolliryhmissd ajan
kuluessa. Tédmi aiheutuu todenndkdisesti eldinten luonnollisesta toipumisesta, koska
eldinten litkkuvuus parani jatkuvasti seurantajakson aikana eikd eldinten takajaloissa
havaittu makroskooppisia iskemiavaurioita. Lisdksi CD68-vérjaytyneet makrofagit seka
von Willebrand faktori (vVWF) -vérjaytyneet valtimon endoteelisolut ndyttivét esiintyvidn
samalla alueella, tukien ajatusta tulehduksen ja uudissuonituksen yhteyksista.

Selityksid heikkoon uudissuonitukseen vaikeuttavat my0s teoriat, jotka puoltavat ROS:n ja
uudissuonitukseen liittyvien sytokiinien ja kasvutekijoiden vilisid vuorovaikutuksia. Nama
sytokiinit ja kasvutekijit vaikuttavat positiivisesti esimerkiksi endoteelisolujen H,O; ja Oy
tuotantoon (Matsubara ja Ziff, 1986; Stone ja Collins, 2002), joista H,O; edelleen stimuloi
konsentraationsa mukaisesti VEGF:n ilmentymistd rotan endoteelisoluista in vitro (Chua
ym., 1998). Itse VEGF stimuloi endoteelisolujen NAD(P)H-oksidaasia in vitro (Ushio-
Fukai ym., 2002). Lisdksi NO:n epdsuorat angiogeneettiset vaikutukset kietoutuvat osaksi
VEGF:4, joka voimistaa eNOS:n médrdd ja NO:n tuotantoa endoteelisoluissa in vitro
(Papapetropoulos ym., 1997; Hood ym., 1998). Niiden kahden molekyylin suhteita
tarkasteltaessa on havaittu, ettd NO vilittdd VEGF:n jakautumis- ja kulkeutumissignaaleja
soluissa sekd in vitro ettd in vivo tapauksissa (Ziche ym., 1997, Murohara ym., 1998).
Samoin H,0, vilittdd eteenpdin VEGF:n angiogeneettisid signaaleja autofosforyloimalla
endoteelikasvutekijéreseptori-2 (VEGFR2) (Colavitti ym., 2002; Ushio-Fukai ym., 2002).
Iskemian aiheuttamat verenvirtauksen muutokset stimuloivat NAD(P)H-oksidaasia (De
Keulenaer ym., 1998b; ks. yleiskatsaus Ushio-Fukai ja Alexander, R.W., 2004) seki
eNOS:sta (Ziegler ym., 1998) tuottamaan lisdéd ROS:ja tdhdn vaikutusten verkostoon.
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Teoriassa vaurioalueella néyttéisi siis olevan yhteyksid ROS:n, erilaisten sytokiinien ja
fysikaalisten olosuhteiden vélilld, jotka mahdollistaisivat alueen uudissuonituksen.

Lopputulokseen saattaa vaikuttaa kuitenkin my0s itse adenovirusvektori, jonka tiedetdén
herdttelevdn immunipuolustusjérjestelméd. Mielenkiintoisen havainnon makrofagien
vaikutuksesta geeninilmentymiseen tekiviat (Worgall ym., 1997), jossa keuhkokudoksen
makrofagit poistavat tehokkaasti adenovirusvektoria. Voisiko heikko uudissuonitus johtua
EC-SOD:n nopeasta eliminoinnista, jolloin sen happistressid tasapainottavat vaikutukset
eivit padsisi oikeuksiinsa? Uudissuonituksen samankaltaisuus koe- ja kontrolliryhmien
valilla selittyisi silld, ettd ryhmilld olisi samat olosuhteet kudoksessa. Ajatusta rajoittaa

tietenkin havainnot EC-SOD:n vaikutuksesta tulehdusreaktioon (Kuval).

Jotta EC-SOD:n vaikutuksia uudissuonitukseen rotan alaraajaiskemia-mallissa voidaan
tdsmentid, olisi hyva suorittaa esimerkiksi immunohistologisia virjiyksia mm. VEGF ja
NOS vasta-aineilla sekd tutkia operoidun jalan veren virtauksen palautumista eldviltd
eldimiltd kuvantamismenetelmilld, kuten Laser Doppler Blood flow (LDBF) -
menetelmédlld. Havainnot antaisivat lisdkuvaa kudoksessa vallitsevista olosuhteista, jolloin
EC-SOD:n vaikutusta tihdn kokonaisuuteen uudissuonituksen puittteissa voisi tarkastella.
Varmistukset EC-SOD:n ldsndolosta ja ilmentymisestd lihaskudoksessa olisivat myds
atheellisia. Entsyymin ilmentymistd operoidun rotan alaraajassa voisi tarkastella
immunohistologisten virjdysten ohella myos ldhetti-RNA ja proteiini méérityksilld, jolloin
saataisiin  varmistus, ettd AdEC-SOD ryhmid ilmentdd todellakin enemmaén
antioksidatiivista entsyymid kuin AdLacZ ryhma.

Perehtyminen vauriomalliin ja rotan fysiologiaan ovat perusteita alaraajaiskemian
tdysivaltaiseen ymmartdmiseen tdssd mallissa. Yhdessd histologisten menetelmien
hallinnan kanssa, nimi edesauttavat tdsmaéllisten ja luotettavien tulosten saantia. Talloin
esimerkiksi véltyttéisiin turhilta histologisilta artefakteilta ja eristettdisiin se lihasryhma tai
-ryhmdt, joihin iskemia on vaikuttanut.

Pohjimmiltaan kudos luo edellytykset omalle palautumiselleen, jota vérittivdt monet
tekijdt, joiden on ilmennyttivd oikeassa suhteessa ja tietyssd jdrjestyksessd tavoitellun
lopputuloksen takaamiseksi. Iskeemisessd kudoksessa esiintyvdn uudissuonituksen ja
tulehduksen viliset reaktiot ovat hyvin monimutkaisia ja kudos-, jopa tilannekohtaisia, eika

yhden molekyylin yleisluonnetta koko verkostossa ole helppo méaarittia.
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