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Abstract:

Human enteroviruses are classified into human ewiteis A, B, C and D species and a group of hunh&n r
noviruses A, B and C. These enterovirus speciesisof over 200 different serotypes. Enterovisismall.

It has an icosahedral symmetry and a single pes#titand genomic RNA. Enteroviruses induce a wide
range of clinical manifestations and infections aommon in all age groups. There is prevailingotlyesis
that enteroviruses have a significant role in théhpgenesis of certain autoimmunity diseases. Bviteis
infections have been connected to the pathogepés$ype 1 diabetes (T1D), but the presence of emter
ruses in the human pancreas is still inadequai@hfircned. This epidemiological connection betweer e
teroviruses and T1D is very challenging to proveamse the symptomless prediabetic autoimmunityingad
of T1D can start years before symptoms appear.tidadily, lack of human pancreas specimens has heen
major problem in this research field. Although immhistochemistry (IHC) anoh situ -hybridization (ISH)
methods have been used in enterovirus detectiere tis a lack of accurate and reliable detectiothaus
for formalin-fixed paraffin-embedded pancreatistis samples. The aim of this study was to reinfoetie
ability of enterovirus detection in pancreatic Spems by using non-commercial in-house enterovamis-
bodies and self-designed enterovirus probes amthtdy the cell specificity of enterovirus in irdfeed hu-
man pancreas. In this study ISH and indirect imnfluncescence double-staining (IFA) methods weré-opt
mised for detection of enteroviruses in the pareréalditionally, immunoperoxidase staining was used
screen enterovirus positivity from pancreas spessr{@=12) using in-house polyclonal coxsackieviilé
(CAV16), coxsackievirus B3 (CBV3) and echovirusdrttibodies. Enterovirus probe which detects negativ
strand RNA of all human enteroviruses were desigBgécies specific probes were designed to hylerigiiz
the conserved 2C or 3D regions in the enterovirsoge. ISH assays were optimised for these in-house
DNA probes using tissue sections derived from CBMB8cted mice (BALB/c). Enterovirus positivity was
detected in three pancreatic samples using CAV1ibady. No positivity was detected using CBV3 and
Echoll antibodies. IFA was utilised to demonstz#8/16 localization and host cell specificity in gae-
atic tissues from healthy human organ donors hyguSIAV16 antibody together with antibodies agaiskett
cell specific hormones insulin, glucagon and sostatin. CAV16 capsid proteins were only found ie th
human insulin-producin@-cells of Langerhans islets by IFA. Results of IEénfirm the concept that pan-
creatic enterovirus infection is restrictedpta@ells. This finding is significant because isletl specificity of
CAV16 has not been shown earlier. Earlier resutisiahstrating autoimmune destructionpedells in dia-
betic pancreas together with the present resulis ehecidate the epidemiological connection betwean
terovirus infection and T1D. Enterovirus group-Resific and enteronegative probes exploited in &He
able to identify conserved sequences of CBV3. O#méerovirus specific probes did not detect CBV3ARN
Addition of up to 3 more probes to the B-group $ii@tSH probe, did not interfere with hybridizatioUs-
age of self-designed probes and in-house antibdoigther with commercial ones could offer moresagte
applications and reliable enterovirus detection.

Keywords: Enterovirus, type 1 diabetes, T1D, enterovirusat@ts, in situ -hybridization, immunofluores-
cence, pancreas, CAV16, CBV3, Echoll.
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1 JOHDANTO

Tyypin 1 diabeteksen (T1D) etiologiaa on tutkitiuiisti useita vuosikymmenid. T1D luo-
kitellaan autoimmuunisairaudeksi, joka kehittyy ioumivasteesta haiman insuliinia tuot-
tavia p-soluja kohtaan. Vallalla olevan kasityksen mukganeettisilla tekijoilla on taudin
patogeneesissa merkittdva asema. Geneettistedidiekijohella myos ymparistttekijoiden
uskotaan olevan T1D:n patogeneesin kaynnistymigastalla. Nayttoa ymparistotekijoi-
den ja T1D:n valisesta yhteydesta on saatu ja yhtetienndkdisimmista diabetogeenisista

ymparistotekijoista pidetaan enterovirusinfektioita

1.1 Enterovirukset

Enterovirukset kuuluvat pikornavirus-heimoon, jgataan 12 eri sukuun. Enterovirukset
jaetaan kymmeneen eri lajiin ja ihmista infektoilagit jaetaan ihmisen enterovirus A-, B-,
C-, D- jarinovirus A-, B- ja C -lajeihin. Nama iakoostuvat lukuisista serotyypeistd, joita
tunnetaan nykyisin yli 200. Uuden luokitusjarjestéh mukaan enterovirusten tyyppilajina
pidetdédn ihmisen enterovirus C:ta, johon kuuluvaummuassa poliovirusserotyypit. En-
terovirusten luokittelu enteroviruslajien ja segggien valilla perustuu virusten eroihin
pinta-antigeeneissd, genomissa, replikaatiostiagegi ja fysiokemiallisissa ominaisuuk-
sissa. Enterovirusgenomi on hyvin herkka mutad¢iceéka geneettiselle rekombinaatiolle.
Nama aiheuttavat paljon vaihtelua geenisekvenssiska geneettisessa informaatiossa, ja
enterovirusten suurta serotyyppimaaraa virussuawirpslajin sisdlla voidaan pitdd evo-
lutiivisena kehityksena. Koko genomi ei ole mutadi® ja geneettiselle rekombinaatiolle
altis, vaan se sisaltaa konservoituneita aluetiaen sekvenssi-identtisyys enterovirusla-
jien ja serotyyppien valilla on huomattavaa (keiskatsaus Hellen ja Wimmer, 1995; ks.
yleiskatsaus Pallansch ja Roos, 2007). Nykyaasighgana serotyypityskeinona kaytetaan
VP1-kapsomeerin sekvensointia. VP1-nukleotidi- narohappotahdesekvenssien identti-
syyden perusteella enterovirukset luokitellaan demserotyypiksi, jos VP1-nukleotidise-
kvenssi on enemman kuin 75 %:sti identtinen tainmmappotéahdesekvenssi enemman
kuin 88 %:sti identtinen (Oberste ym., 1999; Oleeysh., 20044a,b,c).



Enterovirukset ovat pienié vaipattomia ja posisisdikeisia RNA-viruksia. Enterovirusten
RNA molekyyli on yksijuosteinen, 7000 — 7500 nukldi@ pitka ja sen replikaatio tapah-
tuu sytoplasmassa vesikkelimaisten replikaatiokekgien sisadlla. Enterovirusten kapsidi
on ikosahedraalinen ja se rakentuu VP1, VP2, VP3H4 kapsomeerien muodostamista
yksikoista. Enteroviruksilla naita yksikoitd on @0jokainen yksikkd sisdltaa yhden kuta-
kin kapsomeeria. VP1-, VP2- ja VP3 -kapsomeerit dustavat kapsidin ulkopinnan VP4-
kapsomeerin sijaitessa kuoren sisapinnalla. Kypis@init ovat halkaisijaltaan noin 30 nm
(Muckelbauer ym., 1995). Enterovirusten kapsidhappamissa olosuhteissa stabiili ja vi-
rukset sailyvat viela infektiivisind pH:n ollesslea3. Enterovirusten ensisijaisena repli-
kaatiopaikkana pidetddn ohutsuolen limakalvoa. kiksen tekevét rinovirukset, jotka
luokitellaan uuden luokitusjarjestelman mukaan esa&kterovirussukua. Ne eivat sailyta
infektiivisyyttddn happamissa olosuhteissa, vaalik@ituvat hengitysteissa ja ovat yleisin

ylahengitystieinfektioita aiheuttava viruslaji (kdeiskatsaus Racaniello, 2007).

1.1.1 Genomi ja geenien ilmentaminen

Enterovirusgenomin avoin lukuraami rakentuu P1- jB2P3 -alueista. P1l-alueella sijait-
sevat viruksen VP1-, VP2-, VP3- ja VP4-kapsomeegeenit. P2- ja P3 -alueet sisaltavat
viruksen rakenteeseen kuulumattomien proteiinie@ngg. Enterovirusgenomin 5’-pééssa
on RNA-juosteeseen kovalenttisesti kiinnittynyt Vpgteiini seka noin 750 nukleotidia
pitka konservatiivinen proteiineja koodittamatomeal(ks. yleiskatsaus Bedard ja Semler,
2004). Talla alueella ovat enteroviruksen trangbaat tarvittavat konsensussekvenssit se-
k& ribosomin sitoutumiskohta (IRES) (ks. yleiskas@alvay ym., 2009). Myds genomin
3’-paassa oleva koodittamaton alue on konservoitulllueella on tarkea rooli enterovi-
ruksen replikaatiossa, silla se tarjoaa 3D-polymste sitoutumiskohdan replikaation
aloituksessa (Jacobson ym., 1993). Replikaatiotuakeen osallistuu liséksi 3’-paan po-
lyadeniinihanta (Silvestri ym., 2006). Ennen repékion kaynnistymista genomi toimii
templaattina proteiinisynteesille. Enterovirukseangmi on positiivisjuosteinen, joten se
toimii suoraan lahetti-RNA:na (ks. yleiskatsaus &eldja Semler, 2004). Lukuraami koo-
dittaa suurta polyproteiinia (250 kDa) (Kuva 1)oteolyyttisen pilkonnan seurauksena
muodostuu viraalisia proteiineja seka niiden prséigita, joilla on monia tehtavia vi-

ruksen elinkierrossa (Taulukko 1).
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[ Polyproteiini ]

VPg

Kuva 1. Enteroviraalisen polyproteiinin proteolyyttinen pilkkoutuminen. Proteinaasit 2K°seka
3C”pilkkovat polyproteiinin. Pilkkoutumiskaskaadi tdjau kolmessa vaiheessa. Ensimmaisessa vaiheessa
2AP" katkaisee polyproteiinin kolmeen osaan (P1,P23a Poisessa vaiheessa$Geka proteinaasin kal-
tainen 3CD-proteiini pilkkovat P1-, P2- ja P3 -puesoriproteiinit pienemmiksi prekursoreiksi. Pilkikami-

nen jatkuu edelleen ja kolmannen vaiheen jalkeepyséhtyy. Viruskapsidiin kuuluvat rakenteellisebte-

iinit pilkkoutuvat P1-proteiinista (Muokattu laht&é: ks. yleiskatsaus Bedard ja Semler, 2004).

Taulukko 1. Enterovirusproteiinit ja niiden tehtavat (Tiedot perdisin: ks. yleiskatsaus Bedard ja Semler
2004; Pathak ym., 2008).

Viraaliner | Viraalisen proteiinin tai sen prekursorin tehtavat
proteiini

VP1-VP4 | Toimivat kapsidiproteiineina ja ovat tarkedssa issa viruksen tunkeutuessa soluun.

2AP° Osallistuu polyproteiinin proteolyyttiseen pilkkogaien seka hiljentaa isantasolun translaatic 1.

2BC ja 2E | Replikaation aloitus seka viruksen elinkiertoottyirien sytoplasmisten vesikkelien indusointi

2C Solukalvon permeabilisointi lyyttisen kierron lopmiheessa. Sisaltda NTPaasi aktiivisuutta.
3AB Osallistuu RNA-replikaatioon muodostaen aloituskéakgin.
3CD Osallistuu RNA-replikaatioon ja polyA-hdnnan muotdmsiseen. Lisaksi proteolyyttista aktiivi

suutta. Isdntasolun transkription lamauttamineratsa.
3A Osallistuu RNA-replikaatioon.

VPg (3B) | Sitoutuu enterovirusgenomin 5’-p&éhan ja osalligtolyA-hdnnan muodostumiseen seka ref i-
kaation ja translaation aloitukseen.

3Cc° Osallistuu proteolyyttiseen polyproteiinin pilkkogeien seka replikaatioon.

3p™ RNA Polymeraasi. Rooli replikaatiossa.

Enterovirusgenomi toimii suoraan lahetti-RNA:nastgkoodittuvat virusproteiinit. Trans-

laatiota pidetdan enterovirusten replikaation ensisena vaiheena ja siiné syntetisoidaan
replikaatioon vaadittavat proteiinit. Virusgenonreplikaatio tapahtuu sytoplasmassa si-
jaitsevassa replikaatiokompleksissa negatiivisestgen kautta. TAméa negatiivinen juoste
toimii templaattina uusien positiivisien RNA-juogten synteesissa. Tutkimusten mukaan
infektoituneessa isantasolussa on negatiivistatgttasnoin 50 — 100 kertaa positiivista

juostetta véhemman (Chehadeh ym., 2000; ks. ylsiaha Bedard ja Semler, 2004; ks.
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yleiskatsaus Egger ja Bienz, 2005). Juosteen Srjpd&ovalenttisesti sitoutunut VPg osal-
listuu sek& positiivisen etta negatiivisen juostesplikaatioon, ja sen vuorovaikutus urasii-
litahteiden (uridylaatio) kanssa on valttaméatordaifivisen juosteen synteesin aloitukselle
(ks. yleiskatsaus Bedard ja Semler, 2004). Vaikitarevirusten replikaatio tapahtuu syto-
plasmassa, on se tiiviissad vuorovaikutussuhteesgdédsolun tumaan. Enteroviruksen ge-
nomista transloitu 3CD-proteiini sisdltaa tumakuigsignaalin, jonka avulla se siirtyy tu-

maan, inhiboi isantasolun transkription ja haietsemakuljetusliikennetta (ks. yleiskatsa-

us Weidman ym., 2003; ks. yleiskatsaus Gustin, 2003

Virusproteiinit seka positivinen RNA-genomi esymaéit heti translaation jalkeen laajalle
sytoplasmaan levinneina. Translaation jalkeen $gtopassa alkaa kehittyd vesikkeleja,
jotka keraantyvat ja sulautuvat solulimakalvostodasikkeleistd muodostuu solulimakal-
vostossa replikaatiokomplekseja, joiden sisdltoskaw enteroviraalisesta negatiivisjuos-
teisesta RNA:sta seka viraalisista proteiineis@man jalkeen replikaatiokompleksit ha-
keutuvat tuman laheisyyteen, perinukleaariseeartjlfossa tapahtuu varsinainen positiivi-
sen juosteen synteesi. Enterovirusinfektio aihaustalussa suuria morfologisia muutoksia,
silla virus indusoi solun sisaisten membraaniragielein hajoamisen ja uudelleen jarjes-
taytymisen (ks. yleiskatsaus Egger ja Bienz, 208G5;yleiskatsaus Belov ja Ehrenfeld,
2007; Belov ym., 2008).

Enterovirusten morfogeneesi alkaa virusproteiirsgnteesin jalkeen. Sen ensimmaisessa
vaiheessa VPO-, VP1- ja VP3 -kapsomeerit muodosianedomeeriyksikon, jossa on ra-
kenteena yksi kutakin kapsomeerid. Protomeeriesg#ytyvat pentameereiksi, joissa on
viisi yksikkod (Palmenberg, 1982). Pentameeritegtéiytyvat itsenaisesti tyhjiksi kapsi-
deiksi, joihin RNA siirtyy mydhemmin. Pikornaviruke on kuitenkin esitetty toinenkin
morfogeneesimalli, jossa RNA pakkautuu kapsidiimanaaikaisesti kokoamisen kanssa
(ks. yleiskatsaus Hellen ja Wimmer, 1995). Virust@pautuminen solusta tapahtuu syto-
paattisten vaikutusten avulla, jolloin solun kakmjléapéaisevyys lisaantyy, kromatiini kon-
densoituu, solun sisdinen neste vuotaa ulos sdkdatistuu. Sytopaattisten vaikutusten
laukaisevaa tekijaa ei ole kyetty osoittamaan, antdtlennakdista on, ettd viraaliset P2- ja
P3 -alueen proteiinit olisivat tAman takana (lksiskatsaus Racaniello, 2007).
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1.1.2 Enterovirusinfektioiden epidemiologia ja gneesi

Enterovirukset ovat yleisimpia taudinaiheuttajiapdn maailman ja ne leviavat vahintaan
neljalla eri tavalla: fekaali-oraalisesti, vederrgainnon kautta, hengitysteiden eritteiden ja
veren valityksella. Lauhkean ilmaston maissa, kuRamjoismaissa, enterovirusinfektiot
ovat tavallisia etenkin loppukesalla ja syksyllénjalen esiintyvyyteen vaikuttaa ratkaise-
vasti ilmasto. Pohjoismaissa enterovirusten kiertdyvin kausittaista, kun taas tropiikissa
esiintyvyys on tasaisempaa (ks. yleiskatsaus Moj@mzallansch, 1995). Enteroviruksilla
on erittain laaja tautikirjo ja niiden aiheuttam&uteja tunnetaankin yli 20. Yleisesti tun-
nettujen enterovirusten aiheuttamien sairauksiaterk poliohalvauksen, aivokalvontuleh-
dusten ja lievien hengitystieinfektioiden ohellaeroviruksilla on havaittu olevan epide-
miologinen yhteys muun muassa hepatiittiin, kroeers vasymysoireyhtymaan, ruoansu-
latuskanavan tulehduksiin, sydanlihastulehdukskaimatulehdukseen seka T1D:een (ks.
yleiskatsaus Morens ja Pallansch, 1995). Enterewifektiot ovat yleisia ja niita tavataan
kaikissa ikaryhmissa. Vaikka suurin osa infektiaisin lievia tai oireettomia, vaihtelevat
niiden aiheuttamat oireet virusserotyypin seka Igksian, sosiaalisen aseman ja tervey-
dentilan mukaan (ks. yleiskatsaus Palacios ja @de205). Neonataaliset enterovirusin-
fektiot vaihtelevat oireettomista vakaviin henkeldkaaviin infektioihin. Infektiot ovat
usein vakavia ja lapsikuolleisuuden riski kasvaakitt@vasti, jos infektio on peritty aidilta

prenataalisesti (Bendig ym., 2003; ks. yleiskatSeelsruegge ja Curtis, 2009).

Enterovirusinfektioiden patogeneesia on tutkittdjgra enterovirusten prototyypilla, po-
lioviruksella. Enterovirussuku sisaltda kuitenkimsaasti eri lajeihin kuuluvia virussero-
tyyppeja, joiden leviamisessa, isantasoluspesifisyga, replikaatiopaikassa seka infektion
laajuudessa ja sen aiheuttamissa oireissa on ndeikiteroja. Poliovirustutkimus saattaa
tarjota kattavan mallin tiettyjen enterovirusinfieiden patogeneesille, mutta esimerkiksi
happamille olosuhteille herkkien ja hengitysteissglikoituvien enterovirusten kohdalla

poliovirusmallia ei voida taysin soveltaa (ks. glatsaus Pallansch ja Roos, 2007).

Enterovirusinfektio saa alkunsa viruksen sitoutadsantasolun pintareseptorimolekyylei-
hin. Solukalvon pintareseptorit vastaavat suureftalta enterovirusten solu- ja kudostro-
pismista (Ylipaasto ym., 2004; Zanone ym., 200f)teEovirusten kayttamia solun pinta-

reseptoreita on useita erilaisia ja ne ovat uspesifisia vain tietyille enteroviruslajeille.
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Monet enterovirukset vaativat kuitenkin soluun tgéikseen pintareseptorien ohella ko-
reseptoreita (ks. yleiskatsaus Racaniello, 2003l)o¥rusinfektiossa virukset replikoituvat
ensin limakalvojen epiteelisoluissa, etenkin nislissa seka ohutsuolen Peyerin levyissa.
Taman jalkeen virukset siirtyvat mesenteerisiin smimukkeisiin, replikoituvat ja aiheut-
tavat lievan viremian. Varsinainen replikaatio jantstuminen tapahtuu retikuloendoteeli-
sissa kudoksissa, joihin virus paasee veren vaktj& Poliovirusten runsas monistuminen
voi johtaa varsinaiseen viremiaan, jolloin infektevidd keskushermostoon ja aiheuttaa
neuronituhoa ja halvaantumista. Suurimmalla osallektio ei kuitenkaan aiheuta varsi-
naista viremiaa, jolloin virus ei paase keskushetoun. Eléinkokeissa on kuitenkin osoi-
tettu, ettd poliovirus voi siirtya perifeeristenunenien avulla keskushermostoon ilman
katsaus Pallansch ja Roos, 2007). Enterovirusiifekt yleensa akuutti, mutta jotkut ente-
rovirukset saattavat aiheuttaa kroonisia infekdioiKrooniset infektiot aiheuttavat ku-
doksessa lievan tulehdusvasteen (Kim ym., 2005¢1Fgu., 2009).

1.2 Tyypin 1 diabetes

Diabetes luokitellaan ryhmaksi aineenvaihdunnallsirauksia, joille tyypillisené oireena
on seerumin kohonnut glukoosipitoisuus, hyperglyleeriyperglykemia on glukoosiho-
meostasian hairid, joka on seuraus haifhiasolujen tuottaman insuliinin puutteesta, insu-
liinin toiminnan heikkenemisesta tai naistd molestai Etiologisesti diabetes luokitellaan
T1D:een ja tyypin 2 diabetekseen (T2D) seka raskawagan diabetekseen.

Haima on rauhanen, joka jaetaan toiminnaltaan ejadeksokriiniseen osaan. Endokriini-
nen osa osallistuu paaasiassa glukoosihomeostséelyyn ja eksokriininen osa ruoan-
sulatukseen haimanestetta tuottamalla. Haima koastkenteellisesti haiman paasta, run-
gosta ja hannéasta. Endokriinisen haimakudoksensosnwoin 1 % haiman kokonaispai-
nosta ja endokriininen haimakudos on painoltaam 14i00 mg (Rahier ym., 1983). Hai-
man endokriininen osa koostuu toiminnallisista kkgta, Langerhansin saarekkeista, joi-
den solytyypit on esitetty Taulukossa 2. Saareldeisblutyyppien kvantitatiivinen maari-
tys perustuun situ -maarityksiin, joissa histologisista leikkeista angetaan solutyypit se-
kd solujakaumaln situ -menetelma antaa ainoastaan arvion solujakaumsifita,néyt-

teenvalmistus muuttaa solujakaumaa esim. rasvasobgalta (Saisho ym., 2007).
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Taulukko 2. Saarekkeen solutyypit, solujakauma ja gtettavat peptidit.

Solutyyppi Suhteellinen osuus %  Eritettavat peptidit
B —solut 70 Insuliini, amyliini

a —solut 20 Glukagoni,

& —solut <10 Somatostatiini

PP —solut <5 Haiman polypeptidi
€ —solut <0.5 Greliini

Lahteet: Cabrera ym., 200Andralojcym., 2008

Langerhansin saarekkeita ympar6i ohut Shwanninksalas, joka on vuorovaikutuksessa
haiman endo- ja eksokriinisen osan kanssa. SolhksHa uskotaan olevan rooli endo-
kriinisen osan hermotuksessa seka plasmamembraakigen permeabilisaatiossa helpot-
taen kalvoliikennetta (Sunami ym., 2001). Endoksiian solujen suhteellinen osuus vaih-
telee haiman eri osissa ja yksilon ian mukaan (@&aym., 1983; Meier ym., 2008). Ra-
hierin ym. (1983) mukaan- ja B -soluja on etenkin haiman hantdosassa, kun taas PP
soluja on runsaasti haiman paan posteriorisesssaskn on havaittu olevan merkittava
haiman morfologiaa ja endokriinisten solujen sulist@ osuutta muuttava tekija. Meier
ym. (2008) havaitsivat, ettf-solujen syntyman jalkeinen replikaatio on suurirthean
kahden ensimmaisen elinvuoden aikana ja se hilj&iles kokonaan yksilon saavuttaessa
aikuisuuden.e-solujen suhteellinen osuus sikitkehityksen aikemauttuu muihin endo-
kriinisoluihin n&dhden merkittavasti, silla kehitywlla 23 -solujen osuus on jo 30 %-
solujen suhteellista osuutta kehittyvassa yksilagsdaan kuvata paraabelina, silla synty-
massa suhteellinen osuus on laskenut 5 %:iin, kunsan saarekkeissasolujen suhteel-

linen osuus on alle 1 %4\(dralojcym., 2008).

Tyypin 1 diabeetikon haima on keskiarvon mukaampyilet kevyempi kuin terveen ihmi-
sen haima. Rahierin ym. (1983) mukaan terveen imigima painaa noin 82 g ja T1D:ta
sairastavan alle 40 g. Terveilla ihmisilla haimad@kriininen osa on noin 1400 mg hai-
man kokonaispainosta, kun taas T1D-sairailla enohagien solujen osuus on vain noin
400 mg. Tyypin 2 diabeetikoilla haiman ja endoksén osan painoissa ei ole havaittu
merkittdvad muutosta. T1D-sairaiden saarekkeiddéunjas@muma on muuttunut merkitta-
vasti, silla Rahierin ym. (1983) tutkimuksen mukaaraiden saarekkeissa ei havaittu in-
suliinia tuottavia-soluja.p-solujen tuhoutuminen lisda merkittavasti muidedadmiinis-
ten solujen suhteellista osuutta saarekkeissan@aygm. (2005) mukaghsolujen ohella
saarekkeista haviaa merkittavasti mgésoluja. Tulosten mukaamsoluja on fulminaattia

diabetesta sairastavilla saarekkeissaan yli kolereal verrokkeja vahemman ja yli kaksi
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kertaa autoimmuunidiabetesta sairastavia vahemii@ppelin ym. (1984) mukaan esi-
diabetesvaihe on kroonisesti eteneva ja T1D:n paeesi alkaa vuosia ennen oireiden al-
kamista. Heidan hypoteesinsa mukaan esivaiheeadiisesti etenevigtsolutuho aiheuttaa
taudin kehittymisen diabetesvaiheeseen, jolsoluja on jaljelld 20 % normaaliarvosta.
Selektiivinen f-solutuho jatkuu diabetesvaiheessa, kunnes ingultuottavat solut ovat
tuhoutuneet saarekkeista kokonaan. Vallalla olendéemyksen mukaan lineaarisesti ete-
nevadp-solutuhomallia pidetaan liian yksinkertaistettujzdnon ei lasketa mukadihsolu-
tuhon nopeuteen vaikuttavia tulehdusvasteita, p&togja ja tulehduksen indusoim@a

solureplikaatiota (ks. yleiskatsaus Akirav ym., @0®eier ym., 2008).

Tutkimusten mukaan T1D:n lisddntyminen on globa&alifimio ja sairauden esiintyvyy-
dessa on merkittavia maantieteellisia eroja. T1&amastumisriski on suurin pohjois-eu-
rooppalaisilla ja maailman korkein T1D:n ilmaantuswn Suomessa; 64/100000 tapausta
vuotta kohden. Aasiassa ja Eteld-Amerikassa vaasgh ilmaantuvuus on vastaavasti
pienintd; 0.1/100000 tapausta vuotta kohden. Gld®sti T1D:n ilmaantuvuus lisdantyy
noin 4 %:n vuosivauhdilla, kun sen kasvu on ollgngina vuosikymmenind noin 3 %.
Onkin arveltu, etta taman hetkinen T1D:n ilmaantisszon globaalisti jo yli 30/2100000 ta-
pausta vuodessa (Onkamo ym., 1999; Harjutsalo 3008).

T1D:sta pidetaan etiologialtaan epaselvana T-stitteidena autoimmuunisairautena, jos-
sa haiman Langerhansin saarekkeiden insuliinigauatfp-solut tuhoutuvat. Taudin pato-
geneesiin kuuluu jopa useita vuosia kestava esthabaihe ennen taudin varsinaista puh-
keamista. Esidiabetesvaihe muuttuu diabetekselripisolujen maara on vahentynyt 70-
95 % normaalista (Cnop ym., 2005; ks. yleiskatsatkinson ja Gianani, 2009). Esivaihe
voidaan havaita autovasta-aineiden ilmaantumisemankiertoon. Autovasta-aineet ovat
vasta-aineita, jotka ovat muodostuneet autoimmuaosgssin kaynnistyttya haiman saare-
kesolujen rakenteita vastaan. Vaikka taudin kemmiggen liittyy vahvasti geneettinen alt-
tius, erilaisilla ymparistotekijoilla uskotaan olvratkaiseva asema autoimmuuniprosessin
kaynnistymisessa ja T1D:n puhkeamisessa (ks. @tsakis Tauriainen ym., 2003).
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1.2.1 Altistavat perinto- ja ymparistotekijat

Perintotekijoiden rooli T1D:lle altistavina tekijii on varsin suuri, silla kaksostutkimuk-
silla on osoitettu geneettisten tekijoiden olevaaimasemassa diabeteksen puhkeamisessa.
Suomalaisen tutkimuksen mukaan diabeteksen puhkeanan 88 %:sti geneettisten te-
kijoiden aiheuttamaa (Hyttinen ym. 2003). Hyvin sankaltaisia tuloksia on saatu aikai-
semminkin. Kaprio ym. (1992) raportoivat T1D:n adevperiytyva 73.6 % todennakdaisyy-
della, mika korreloi hyvin tanskalaisilla kaksoaillehtyjen tutkimusten tuloksiin. Tanska-
laisen kaksostutkimuksen mukaan diabetes on 72 pesnhtttekijoiden aiheuttamaa (Ky-
vik ym., 1995). Nykykasityksen mukaan kuitenkintejman, etta perintotekijoiden rooli
T1D:n puhkeamisessa olisi vahenemassa ja ympéagtiilden vastaavasti kasvamassa.
T1D:n ilmaantuvuus on kasvanut viime vuosikymmemio@easti, varsinkin nuorten kes-
kuudessa, eikd geneettinen alttius riita yksirntts@hdan viime vuosikymmenien jyrkkaa ja
edelleen kiihtyvda T1D:n ilmaantuvuuden muutostEDh yleistyminen alle 15 -vuotiailla
on ollut niin nopeaa, ettd populaatiogenetiikanakéikmnasta alttiusgeenien rikastuminen
vaestdn geenipoolissa on mahdotonta tdssé ajaska @ateltu, ettd erilaisilla ympéris-

totekijoilla saattaa olla merkittava rooli T1D:reidtymisessa (Hyttinen ym., 2003).

Polygeneettisesti periytyvan T1D:n taustalla vaivat useat geenit. 1970 -luvun puoliva-
lisséa havaittiin luokan 1 ja IHLA (Engl. human leukocyte antigen) -geenien ja T 1\l
nen yhteysHLA-diabetesgeenien osuudeksi T1D:n sairastumisadtse on arvioitu noin
50 % kaikista geneettisista tekijoista. LuokarndllA-geenit jaetaan T1D:n puhkeamisalt-
tiuden mukaan suojaaviin-, neutraaleihin,- ja hskilotyyppeihin. T1D:n puhkeamisriski
on korkeimmillaan, kun yksildlla on genomissaan dtailaista riskihaplotyyppida. T1D:n
puhkeamisriskiksi on talloin arvioitu noin 7 %. @oalaisten geenipooli koostuu 69 %:sti
suojaavista haplotyyppeista. Talla osalla vaestiska sairastua T1D:een on alle 0.2 %
(ks. yleiskatsaus llonen ym., 2002). T1D:n geneettitausta ei ole kuitenkaan nain yksi-
selitteinen, vaamdLA-haplotyyppien rinnalla diabetesalttiuteen vaikattayts useita mui-

ta eri lokuksissa sijaitsevia riskigeeneja (ksisfatsaus Mehers ja Gillespie, 2008).
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Vahvimman nayton ymparistotekijoiden yhteydestédeiaksen patogeneesiin antavat vi-
rukset, varsinkin enterovirukset, joita on detektaliabetekseen sairastuneiden potilaiden
veresta ja endokriinisesta haimakudoksesta (ksskgtsaus Hyoty ja Taylor, 2002; Dotta
ym., 2007; Rickhardson ym., 2009). Elintavoilla merkityksensé seka T1D:n etta T2D:n
iimenemisessa. Hypptsen ym., (2000) mukaan lastedihavuudella ja T1D:lla on yh-
teys, silla lihavuuden yleistymisen on havaitturktwivan voimakkaasti T1D:n ilmenemi-
sen kanssa. Kiistanalaisia viitteitéa diabetogesuiggta on muun muassa lehman maidon
B-kaseiineilla seka nitriiteista muodostuvilNenitrosoyhdisteilla (ks. yleiskatsaus Aker-
blom ja Knip, 1998; ks. yleiskatsaus Truswell, 200Barkemmin T1D:n ja enterovirusten
valisesta yhteydesta on kerrottu luvussaBn8roviruksinfektioiden ja T1D:n valineyin-
teys(alkaen s. 19).

Ymparistotekijoiden ja T1D:n valistd yhteytta sed@an parhaillaan laajojen tutkimus-
hankkeiden avulla. Suomalainen DIPP (Engl. Diabé&eediction and Prevention-study)
on T1D:n ennustamista ja ehkaisya tutkiva prospekéin seurantaprojekti, jossa vas-
tasyntyneilta etsitaan T1D:lle altistavia perinkiji@ta. Geneettisesti T1D:lle alttiita lapsia
seurataan autovasta-aineseulonnoin, joilla pyritgamaan tietoa autoimmuuniprosessin
alkuhetkista. Vuonna 2003 perustettiin kansaineitutkimushanke TEDDY (Engl. The
Environmental Determinants of Diabetes in the YqQuiuka on laaja DIPP:in kaltainen
prospektiivinen tutkimus. Tutkimuksen tarkoituksesra kartoittaa tekij6ita, jotka vaikut-

tavatp-solujen autoimmuuniprosessin syntyyn tai estodedDY study group, 2008).

1.2.2 Tyypin 1 diabeteksen luokittelu

T1D luokitellaan kolmeen luokkaan: autoimmuuniiniggopaattiseen diabetekseen seka
tyypin 1.5 diabetekseen (T1.5D). T1.5D:t4 pidetddd:n ja T2D:n valimuotona ja tasta
tulee myos taudin nimitys T1.5D (Kuva 2). Uusimnbatkimustulokset antavat viitteita
nopeasti etenevan eli fulminantin T1BD:n etiolotpgs saattaa olla, etta sen luokittelu voi

tulevaisuudessa muuttua.
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Tyypin 1 diabetes

i | i

‘ Autoimmuuni ‘ ‘ Idiopaattinen ‘ ‘ pﬁ:teslIi:):; JTO :fI:I;t:'i ‘
tyypin 1A diabetes tyypin 1B diabetes ja T2D:std
o
Poly
% || LapA Mono
geeninen geeninen
Y Y
Tyypin 1A Kkaltainen Nopeasti etenevii
autoimmuuni- autoimmuuni-
prosessista prosessista
riippumaton diabetes riippumaton diabetes

Kuva 2. Tyypin 1 diabeteksen luokittelu. T1D luokitellaan autoimmuuniin, idiopaattiseenTja.5D:een,
jossa on autoimmuunivasteen ohella piirteitd T2D:§t1AD jaetaan polygeeniseen, monogeeniseen seka
LADA-diabetekseen. Polygeeninen T1AD on hyvin y@indiabeteksen muodoista ja sen taustalla on useita
diabetesgeeneja. Monogeeninen T1AD on yhden gewmnirtaatiosta johtuva autoimmuuni diabetes. Taus-
talla on usein autoimmuunimekanismeja saatel@M&iE-geenin mutaatio. LADA on aikuisilla esiintyva au-
toimmuuni diabetes ja sen ohella esiintyy usein snyduita endokriinisia kudoksia hairitsevia autoim-
muunisairauksia. T1BD:n kehittyminen on etiologialh tuntematon. T1BD:n kehittymisen luonteenpiir-
teend on autoimmuunivasteen puuttuminen ja se bmagi periytyvd. T1.5D on autoimmuuninen sairaus,
jossa B-solutuhon ohella glukoosihomeostasiaan vaikuttaesimerkiksi insuliiniresistenssi ja ylipaino
(Muokattu lahteista: Fourlanos ym., 2006; ks ylatskus. American Diabetes Association, 2008; kss+yl
katsaus Dib ja Gomes, 2009).

Shibasakin ym. (2010) tutkimustulokset vahvistae#ifi fulminantti T1BD ei ole autoim-
muunisairaus. Tulosta vahvistavat autoimmuunipiisea muodostuvien autovasta-ainei-
den puuttuminen kolmen fulminanttiin T1BD:een keelh potilaan seerumista. Tutkimuk-
sen tulokset viittaavat siihen, ettd fulminaatirDIid laukaisevana tekijana on makrofaagi-
vdlitteinen tulehdusvaste, joka aiheuttaa insaliitaiman endokriinisessa osassa. Shibasa-
kin ym. (2010) mukaan tulehdusvasteen aiheuttagaadtaa olla enterovirusinfektio, jota
heidan tuloksensa vahvasti tukevat.
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1.3 Enteroviruksinfektioiden ja T1D:n vélinen yhteys

Virusten ja T1D:n valista yhteytta on tutkittu @gkn ja todennakdisimpana diabetesta ai-
heuttavana virusryhmana voidaan pitaa enteroviajlsita on osoitettu diabeetikoiden in-
suliinia tuottavistap-soluista (Ylipaasto ym., 2004; Dotta ym., 2007 cHirdson ym.,
2009). Diabetogeenisimpana enteroviruslajina pétetanterovirus B -ryhman viruksia
(Roivainen ym., 2000). Enterovirusten osuutta T1pumkeamisen laukaisevana tekijana
ei ole kyetty taysin todistamaan eikd suoraa naygidterovirusinfektioiden aiheuttamasta
diabeteksesté ole. Viitteita enterovirusten ja TilkéElisesta epidemiologisestd yhteydesta
on kirjallisuudessa kuitenkin runsaasti. Ensimntaisigteet enterovirusten ja diabeteksen
valisesta yhteydesta saatiin 1960-luvun loppuplal€amble ym. (1969) osoittivat diabe-
tekseen sairastuneiden seerumista kohonneita dosgagus B (CBV) vasta-ainepitoi-
suuksia. Varsinkin CBV4 vasta-ainetiitterit olivaterkittavasti kohonneet verrokkeihin
nahden. Varsinaisia todisteita T1D:n ja enterovemsyhteydestd saatiin vuosikymmen
Gamblen ym. (1969) tutkimuksen jalkeen. Yoon ynmB7@) eristivat ketoasidoosiin me-
nehtyneen T1D-lapsen haimasta CBV4-enterovirusta piheutti myos hiirille diabetek-
sen. Tama loytd on lisannyt diabetestutkimusta rttédéasti. Yoonin ym. (1979) tutki-
muksen jalkeen on osoitettu, ettda CBV4 on diabetogen myos hiiren ja ihmisen saare-
kesoluviljelmissa (Horwitz ym., 1998; Roivainen yrA000). Enterovirusten ja T1D:n va-
listd epidemiologista yhteyttd on kuitenkin olluadsteellista todistaa. Tutkimuksia ovat

vaikeuttaneet monet seikat;

1) Diabetekseen liittyvdn autoimmuuniprosessin lataDireeton esidiabetesvaihe ja au-

toimmuuniprosessi voivat kaynnistya jopa vuosiaegnoireiden ilmaantumista.
2) Ihmisperaisten haimakudosten saaminen tutkimugdy on erittdin ongelmallista.

3) Enterovirusinfektioiden osoittaminen diabeetildojhaimakudoksesta on ollut haasta-
vaa (Foulis ym., 1990; Buesa-Gomez ym., 1994; Boyn., 1997). Saattaakin olla, etta
diabeetikoilta on huomattavasti vaikeampaa ososgttaaekkeisiin j@-soluihin paikallistu-

via enterovirusinfektioita, jos isantasolujen aotoiuunivasteesta johtuva tuhoutuminen

on taydellista.
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Enterovirusdetektion ajoittaminen autoimmuuniprggesilkuvaiheisiin on haastavaa ja se
vaatii prospektiivisia seurantatutkimuksia. Entenesinfektio ja autoimmuuniprosessin
kaynnistyminen ovat usein oireettomia ja viittgtétilaiden esidiabeteksesta saadaan aino-
astaan plasmasta seulottavien autovasta-aineidéla #8alminen ym., 2003). Autovasta-
ainepositiivisten yksildiden haimanaytteiden saanion ongelmallista, silla koepalojen
otto haimasta on vaikeaa siihen liittyvien kompéikariskien vuoksi (ks. yleiskatsaus
Drecher ja Tracy, 2008). Vaikka haimabiopsioidetoan on kehitetty menetelmé&, (Hana-
fusa ym., 1990; Itoh ym., 1993; Imagawa ym., 20H)ee selvaa, etta tutkimuskayttoon
ei oireettomien esidiabeetikoiden haimabiopsiodadsa riskien ja mahdollisten kompli-
kaatioiden vuoksi. Muutamat tutkimusryhmat ovattehneet tutkimuksensa aivokuollei-
den elinluovuttajien haimanaytteilla tpost mortem-haimanaytteilla (Foulis ym., 1990;
Dotta ym., 2007). Richardsonin ym. (2009) tutkimessa on saatu kayttdon runsaasti
T1D:een juuri sairastuneiden henkildideost mortemhaimanaytteita, joista 61 % osoit-
tautui enteroviruspositiivisiksi (Taulukko 3). Tlket vahvistavat ndkemysta T1D:n ja en-
terovirusten valisesta yhteydestd, vaikka RoivaigeKlingelin (2009) mukaan tulosten
luotettavuudessa on puutteita. Heidan mukaansatiitBset olisi syyta aina vahvistaa
esimerkiksi enterovirusten nukleiinihnappoja tunamsélla tai eristamalla virus tuorenayt-
teestd. Liséksi Richardsonin ym. (2009) kayttamélde perustuu 5-D8/1 -enterovirus-
vasta-aineeseen, jonka spesifisyydestad on sadaiiitasia tuloksia (Harkénen ym., 2000
ja 2002).

Taulukko 3. Tyypin 1 diabeetikoiden ja esidiabeetibiden haimanaytteista on detektoitu enteroviruksia
vaihtelevin tuloksin. Useimmissa tutkimuksissa, joiden tulokset ovédetl positiivisia, enteroviruksia on
detektoitu 5-D8/1 vasta-aineeseen perustuvalla didtektiomenetelmalla (Muokattu lahteesta: ks. his
saus Tauriainen ym., 2010).

Diabetes Enterovirus- Detektio- Vasta-aine/koetin Lahde
haimat positiivisia menetelm

88 0 IHC CBYV -viruksille. Foulis ym. 1990
2 0 RT-PCR - Buesa-Gomez ym. 1994
29 0 ISH CBV1-5 —viruksille Foulis ym. 1997
65 4 ISH, IHC CBV3 —koetin Ylipaasto ym. 2004
6 3 IHC, EM Dako 5-D8/1 Dotta ym. 2007
1 1 IHC Dako 5-D8/1 Oikarinen ym. 2008
72 44 IHC Dako 5-D8/1 Richardson ym. 2009

Viitteitd enterovirusten osuudesta T1D:n patogeiss@son saatu myos diabeetikoiden see-
ruminaytteistd, silla useiden RT-PCR:lla tehtyjemkimusten mukaan enterovirusinfek-

toituneita diabeetikoita on merkittavasti infektmieita verrokkeja enemman (Taulukko 4).
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Mielenkiintoisia tuloksia on saatu detektoimallateznviruksia tyypin 1 diabeetikoiden

ohutsuolibiopsioista. Oikarinen ym. (2007) havaisj etta T1D:lla ja ohutsuolen en-
terovirusinfektioilla saattaa olla yhteys, silla thetektoivat enteroviruksia tyypin 1 diabee-
tikoilta (n = 12) merkittéavasti verrokkeja (n = 18pemman. ISH:lla diabeetikoiden nayt-
teistd enteroviruspositiivisia oli 50 %, verrokkytiziden ollessa negatiivisia. Vastaavasti
IHC:lla diabeetikoiden naytteista positiivisia @b % ja verrokkeista 10 %.

Taulukko 4. RT-PCR -tulosten mukaan enterovirusinfétioita esiintyy diabeetikoilla merkittavasti

verrokkeja enemméan. RT-PCR -analyysit on tehty seerumi tai veri naytteista. @Wattu lahteesta: ks.
yleiskatsaus Tauriainen ym., 2010).

Diabeetikot  Enterovirus-  Verrokit Enterovirus- Léhde
n positiivisia: % n positiivisia: %
10 40 20 0 Schulte ym., 2010
14 64 45 4 Clements ym., 1995
23 42 27 0 Androletti ym., 1997
24 50 24 0 Yin ym., 2002
34 26.5 68 3 Sarmiento ym., 2007
55 41 43 31 Foy ym.., 1996
56 38 37 0 Chehadeh ym., 2000
61 38 58 3 Kawashima ym., 2004
110 27 182 5 Nairn ym., 1999
206 30 160 4 Craig ym., 2003

Enterovirusinfektio kdynnistaa tyypin 1 interfermmtannons-soluissa

Enterovirusinfektion varhaisessa vaiheessa elimms&goi infektioon kaynnistamalla pai-
kallisen sytokiini- ja interferonituotannon. Interbnien on osoitettu suojaavan tehokkaasti
B-soluja virusinfektioilta (Chehadeh ym., 2000; Hgdm ym., 2002). Hiljattain on ha-
vaittu, etta interferonit aktivoivat antiviraalisteeseptorimolekyylien synteesin. Resepto-
rimolekyylien, kuten TLR3:n (Engl. Toll like recept3), RIG-I:n (Engl. Retinoic acid in-
ducible-gene | receptor) ja MDA-5:n (Engl. Melanomifferentiation-associated gene-5
receptor) geeniekspressio lisdantyy enteroviruktidfesa merkittavasti. Naitd enterovi-
rusinfektiossa syntetisoituvia reseptorimolekyylegaddaan hyddyntdd arvioidessa virusten
osuutta kroonisissa sairauksissa, kuten T1D:ssaefRarimolekyylien paikallinen eks-
pressiotason jyrkk& muutos saattaa kertoa virudiioita. Lisaksi interferonien ja sen in-
dusoimien antiviraalisten reseptorien krooninerntyminen solukalvoille antaa tietoa
muun muassa mahdollisesta kroonisesta infekti@dt@l{adeh ym., 2000; Hultcrantz ym.,
2007; Shibasaki ym., 2010).
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1.3.1 Autovasta-aineet ja autoimmuuniprosessinysyakanismit

Haiman saarekkeiden autovasta-aineiden 0ytymin®@0-uvun puolivélissd osoitti
T1D:n krooniseksi autoimmuunisairaudeksi (Bottaymo., 1974; MacCuish ym., 1974).
T1AD:n kehittymisessa elimiston omat puolustusmekait alkavat vaurioittaa haiman
saarekkeiden insuliinia tuottavfasoluja. Vallalla olevan kasityksen mukaan T-lynyfgs

tit aktivoituvatp-soluja vastaan, jolloin vaurioituvisfasoluista vapautuu intrasellulaarisia
proteiineja. Vasta-aineita tuottavat B-lymfosyytitnnistavat proteiinien antigeenit vie-
raiksi ja ne alkavat tuottaa vasta-aineita naitigineja vastaan. Omia proteiineja vastaan
tuotetut autovasta-aineet ovat voimakkaasti kytlgiés T1D:n kehitykseen ja kertovat
solutuhon olevan kaynnissa. Tama oireeton esicéalbathe havaitaan seerumin autovasta-
ainepitoisuuksista (ks. yleiskatsaus Seissler jae@@um, 2006). Autovasta-aineita tun-
netaan neljd spesifisesti sitoutuvaa. Naitd ovaulimiautovasta-aineet (IAA), jotka si-
toutuvat insuliiniin, glutamaattidekarboksylaas@austa-aineet (GADA), jotka sitoutuvat
glutamaattidekarboksylaasiin ja tyrosiinifosfataasbvasta-aineet (IA-2A), jotka sitoutu-
vat tyrosiinifosfataasiin. Hiljattain on I6ydettyyis sinkkikuljettajaan sitoutuvat ZnT8-
autovasta-aineet (Pietropaolo ym., 200&enzlau ym., 2007). Lisaksi voidaan maarittaa
epaspesifisesti saarekesoluautovasta-aineita (I{©&fa sitoutuvat saarekkeiden solujen
antigeeneihin. Useamman yhtaaikaisen autovastgitomiuden kohoaminen esidiabe-
tesvaiheessa ennustaa T1D:n puhkeamista varsin kgtiebelow ym., 1999), mutta yk-
sittédisen autovasta-aineen matala plasmapitoisuake ¢hteydessa T1D:n puhkeamiseen,
vaikka autovasta-ainepitoisuus olisi lievasti kdagli vuoden (ks. yleiskatsaus Seissler ja
Scherbaum, 2006). Autoimmuuniprosessista riippurnadn idiopaattisen T1D:n kehitty-

misessa autovasta-aineita ei erity lainkaan (Shiasn., 2010).

Enterovirusten osuutta autoimmuuniprosessin laekaisa tekijand on tutkittu paljon,
mutta taysin varmaa kuvaa virusten aiheuttamadt@ramuniteetin aktivoitumisen meka-
nismista ei ole saatu. Vallalla olevan nakemykserkamn enterovirukset indusoivat au-
toimmuuniprosessifi-soluja kohtaan infektoituneiden solujen erittamstressitekijoiden
kautta (Engl. bystander damage). My6s molekylaarisatkimisen (Engl. molecular mi-
micry) ja virusten aiheuttamien sytopaattisten uaikten seka kroonisten infektioden on

arveltu olevan autoimmuunivasteen takana (ks. kd¢sswus Richer ja Horwitz, 2009a). Li-
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saksi muutokset T-saatelijasolujen (Treg) pitoisisga ovat autoimmuuniprosessin syntya
edesauttavia tekijoita. Viimeaikoina on saatu eii# siita, ettd Treg-solujen vaheneminen
haimakudoksessa on riskitekija T1D:n patogeneediigikokein on osoitettu, ettéa Treg-
solujen vaheneminen Kkiihdyttdaa merkittavasti T1Rutoimmuuniprosessin etenemista
(Richer ym., 2008; ks. yleiskatsaus Richer ja Hay2009b). Hiirikokein on saatu viittei-
td myos siita, ettd enterovirusinfektion aiheuttamenuunivaste saattaa olla T1D:t4 edis-
tava tai estava tekija (Horwitz ym., 1998; Tracy.yR002). Filippi ym. (2009) havaitsivat,
ettd eri serotyyppien aiheuttama enterovirusingelitheuttaa immuunivasteen, joka voi li-
satd tai vahentdd Treg-solujen maaraa hiirilla.déleimukaan varhain saatu CBV3 on
NOD-hiiren diabetesta estava, kun taas aikaisenantig&imuksissa on toisella hiirikan-
nalla osoitettu, ettd CBV4 on diabetogeeninen (Htarym., 1998). Hiirilla enterovirukset
lokalisoituvat haiman eksokriiniseen osaan, eivaikéeuta saarekkeisiin infektiota (Tracy
ym., 2002). Vaikka NOD-hiiret (Engl. Non-obese dtb) ehk&a soveltuvat hyvin T1D:n
autoimmuniprosessin tutkimiseen, ei tama koe-elalhmle hyvap-solutuhon aiheuttajien
tutkimiseen, silla NOD-hiirten T1D syntyy spontastni Tuloksista ei siten voida suoraan

paatella, vaikuttavatko enterovirusinfektiot inMi&siT 1D:ta edistavasti vai estavasti.

Roivainen ym. (2000) osoittivat, ettda CBV3, 4 jaeplikoituvat saarekkeidgbhsoluissan
vitro ja aiheuttavat insuliinivasteen heikkenemista sef@paattisten vaikutusten kautta
nekroosia. Tutkimuksen mukaan apoptoosin r@ediolujen vahenemisessa oli merkityk-
setdonta. Enterovirusten lyyttisen elinkierron aift@mat suorat soluvauriot johtavat nek-
roosiin jap-solutuhoon, mutta sitd ei kuitenkaan pideta ejass®ina T1D:n syntymeka-
nismina. Primaarisend autoimmuuniprosessin syntgmehiina pidetadn bystander da-
mage -mekanismia, johon ei valttamatta liity viresksaiheuttamaa nekroosia, vaan meka-
nismi kattaa myds krooniset enterovirusinfektiogstnder damage -mekanismin mukaan
infektoituneetp-solut erittdvat solukalvolleen stressitekijoitéitag APC-solut (Engl. Anti-
gen presenting cells) tunnistavat. APC-soluvahtteip-solujen endosytoosi johtaa siihen,
ettd APC-solujen MHC-proteiinit esittelevitsolujen stressitekijoita immuunipuolustuk-
selle. TAma voi johtaa autoreaktiivisten T-lymfasgn muodostumiseen fasoluspesifi-
seen autoimmuuniprosessin kaynnistymiseen (Horwiiz 1998; ks. yleiskatsaus Richer
ja Horwitz, 2009a). Molekyylaarinen matkiminen olndystetty enterovirusinfektion aihe-

uttamaan T1D:n patogeneesiin ja sen oletetaan tt@lvan autoimmuunireaktion ristireak-
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tion kautta. Harkdsen ym. (2003) mukaan enterogenkkapsidiproteiineilla on homolo-
ginen autoantigeenirakenfesolujen tyrosiinifosfataasin, ja heat shock 60/pfteiinien
kanssa. Lisaksi useissa tutkimuksissa on havasttd, enteroviruksen 2C-proteiinilla on
sekvenssi-identtisyytta solujen tuottamien glutatidekarboksylaasiproteiinien kanssa.
Virus- ja B-soluproteiinien autoantigeenien sekvenssi-idgntissta johtuen, T-solu- ja
humoraalisen immuunivasteen uskotaan syntyvan regtisakenteita kohtaan (ks. yleis-
katsaus Jaidane ja Hober, 2008).

1.3.2 Onko kroonisella enterovirusinfektiolla yhgdyypin 1 diabetekseen?

Enterovirusinfektiota pidetd&n akuuttina ja lyygnsé infektiona. Kroonisista enterovirusin-
fektioista on ainoastaan viitteita, jotka perustukae-eldinmalleilla seka soluviljelmilla
tehtyihin tutkimuksiin. lhmisen kroonisista enteirorginfektioista ei ole viela riittavasti
nayttéd. Kirjallisuudessa on kuitenkin viitteitgpp kymmenia vuosia kestavista oireetto-
mista kroonisista poliovirusinfektioista ja valklblevan teorian mukaan PPS (Engl. Post-
polio syndrome) olisi kroonisen poliovirusinfektiarheuttama polion jalkitauti (Muir ym.,
1995). Myo6s polioviruksiin  kuulumattomien enteragserotyyppien kroonisista in-
fektioista on viitteitd. Onkin arveltu, etta kroeitlia enterovirusinfektioilla voisi olla yh-
teys useisiin sairauksiin, kuten muun muassa wweeseen sydanlihastulendukseen tai
T1D:een. Naiden infektioiden kausaalista yhteytt@okisiin sairauksiin on ollut hankala
todistaa. Viimeaikoina on kuitenkin ilmestynyt jaikuja, joiden perusteella kroonista en-
terovirusinfektiota voidaan pitda merkittdvana iteskijdnd kroonisten sairauksien puh-
keamiselle (Zhang ym., 2004; Oikarinen ym., 2003; Weiskatsaus Chapman ja Kim,
2008; Chia ym., 2009). Hiirikokeet seka kokeet skasoluviljelmilla ovat antaneet run-
saasti tietoa kroonisista enterovirusinfektioigtaytta ihmisilla ei haimasta ole I6ydetty
riittavid todisteita vastaavasta. Dottan ym. (20@Qitkimukset antavat viitteitéa kroonisesta
infektiosta, mutta tutkimuksen luotettavuudestalei takeita (ks. yleiskatsaus Drecher ja
Tracy, 2008). Ehka luotettavimman kuvan kroonisestaerovirusinfektiosta antaa
Richardsonin ym. (2009) tutkimus, jossa detektoi@interoviruksia T1D:een juuri sairas-
tuneiden saarekkeista. Kumpikaan edella mainituisti@muksista ei kuitenkaan todista,
ettad havaitut enterovirusinfektiot olisivat ollé&bonisia.
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Kroonisen enterovirusinfektion edellytyksena oruksen evoluutio vahemman lyyttiseen
muotoon esimerkiksi mutaation seurauksena (Julen $999; ks. yleiskatsaus Chapman
ja Kim, 2008). Evoluutio ei esté virusta taysinlilemtumasta, vaan replikaatio hidastuu ja
enterovirusten positiivisten ja negatiivisten RNAos$teiden osuus jakaantuu infektoitu-
neessa solussa tasan (Klingel ym., 1992). Inmisemdsta eristettyjen saarekesoluviljel-
mien mukaan akuutissa enterovirusinfektiossa CB\pgsitiivisjuosteista RNA:ta on noin

50-100 kertaa negatiivista juostetta enemman, jotantos juosteiden osuuksissa krooni-
sen ja akuutin infektion valilla on merkittdva (®lagleh ym., 2000). Tamin ja Messnerin
(1999) tutkimuksen mukaan enterovirusinfektiontgimnen latentiksi ei ole mutaatioriip-

puvaista vaan CBV:n negatiiviset ja positiiviset RNiosteet sitoutuvat keskendan ja
muodostavat vakaan kaksijuosteisen RNA-genominug&iminen selittaisi ekvivalenttisen

maaran enterovirusten negatiivisia ja positiivRIidA-juosteita infektoituneissa soluissa.

Enterovirusinfektion kroonistumisesta on myo6s toiagmen malli, jonka mukaan krooni-
sen infektion taustalla on enterovirusgenomin Fgs# tapahtuva deleetio. Kimin ym.
(2005) mukaan genomin 5-pdan 7-49 nukleotidin eldeon spontaani ja johtaa krooni-
seen infektioon. Tutkimuksessa havaittiin, etta GBAheuttaa hiirten sydénlinaksessa yli
viisi kuukautta kestavan infektion ilman sytopaa#tivaikutuksia. Lisaksi merkittavaa on,
ettd deleetion seurauksena CBV3:n replikaatio amaalia heikompaa ja viruspartikke-
leihin pakkautuu negatiivisjuosteista RNA:ta. Myi@ssa tutkimuksessa havaittiin infek-
toituneissa soluissa ekvivalentti maara negatavisi positiivisia enterovirus RNA-juos-
teita. Myds ihmisen sydanlihaksesta on havaittwtkaoxsackie B2 infektio, jonka aihe-
uttajana oli 5’-paéastaan deletoitunut coxsackievBas (Chapman ym., 2008). Potilaan oi-
reet tassa tapauksessa olivat akuutteja, mutt&sarulasnaoloaikaa kudoksessa on mah-

doton arvioida esitettyjen tulosten perusteella.

1.4 Enterovirusten detektointi kudoksista

Enterovirusten genomi on mutaatioaltis ja VP1-pmoi@ koodittavaa geenid kaytetaan hy-
vaksi serotyypitykseen liittyvisséa tutkimuksissaté&rovirusten detektiossa kaytetaan usein
genomin konservatiivista 5’-paan proteiineja kotadiitatonta aluetta sekéd VP1-proteiinin
antigeenista aluetta (Oberste ym., 1999; Zhang 3800; Blomgvist ym., 2008). Enterovi-
rusten kudosdetektiossa kaytetyimpia menetelmid owenunohistokemialliset menetel-
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mat (IHC), in situ -hybridisaatiomenetelmat (ISH) ja k&anteiskopiainperustuva RT-
PCR sekéa naiden yhdistelmat. Enterovirusten detghkiaantuukin karkeasti maariteltyna

nukleiinihapposekvenssin sekd aminohapposekvensgsmstusmenetelmiin.

1.4.1 Nukleiinihapposekvenssin tunnistamisen peaxatdetektiomenetelmat

Enterovirusten nukleiininapposekvenssin tunnistassa pyritddn havaitsemaan joko na-
tiivin genomisen RNA:n tai siita kdanteiskopioidoDNA:n sekvenssin osia. RNA:n de-
tektio kudoksista on haastavaa, silla se on hypistbiili ja herkk& muutoksille. ISH:ta
on kaytetty enterovirusten RNA:n detektointiin kidista, kun taas polymeraasiketjure-
aktiota (PCR) on kaytetty enterovirusten cDNA-mg@igien detektioon kudoshomo-
genaatista. Molempien menetelmien kaytettavyys oiteRkin helpottunut menetelmien
kehittymisen myo6té ja niitd hyddynnetaan yleisestierovirusten detektiossa. Kirjallisuu-
dessa on myos viitteita PCR- ja ISKkniikan yhdistelmdmenetelmé&sta, joka ei kuiten-
kaan ole tehnyt l&apimurtoa enterovirustutkimukskla Nukleiinihappodetektion onnis-
tuminen riippuu monista seikoista, kuten kudostsigi naytteidepost morteniajasta en-
nen fiksaatiota, fiksatiivista ja fiksaatioajastekd kaytettavasta detektiomenetelmasta
(Scicchitano ym., 2006). Enterovirusdetektio kudpsteista on haastavaa varsinkin, jos
kaytbssa on ainoastaan formaliinifiksattuja ja penan valettuja naytteita. Formaliinifik-
saus asettaa rajoituksia RNA-genomin detektioll sn osoitettu, ettd formaliini aiheut-
taa muutoksia RNA-juosteen rakenteessa. Masudan(3®99) mukaan formaliini muo-
dostaa hydroksimetyleenisiltoja proteiinien amifonyen ja nukleiinihappotéhteiden va-
lille ja hydroksimetyleenisillat sitovat nukleiiraipot ja proteiinit kolmiulotteiseksi intra-
sellulaariseksi matriksiksi. Masudan ym. (1999) amuk pitkat formaliinifiksaatioajat saat-
tavat aiheuttaa nukleiinihappotahteissa palautwmaét muutoksia, jotka heikentavat nuk-
leiinihappojuosteen laatua ja kaytettdvyyttd moydikyologisissa tutkimuksissa. Para-

fiinilla ei ole kuitenkaan vaikutusta nukleiinihagposteiden laatuun.

Enteroviraalisen RNA:n pilkkoutuminen saattaa o&si syy siihen, ettd kirjallisuudessa
on melko vahan viitteitéa enterovirusten RT-PCR nielngdan perustuvasta detektiosta fik-
satuista kudoksista. Liian pithdost mortemaika ennen kudosten fiksausta johtaa endo-
geenisten RNaasien aktivaatioon ja RNA:n pilkkousean. Lisaksi formaliini aiheuttaa

RNA-juosteiden pilkkoutumista noin 200 nukleiinilpegtdhteen mittaisiksi juosteiksi, mi-



27

k& hairitsee molekyylibiologisia tutkimusmenetelmé&rkittavasti (Krafft ym., 1997; Miz-
zuno ym., 1998). Hieman ristiriitaista tietoa amtakuitenkin mikrosirutekniikkaan pe-
rustuvat tutkimukset, joissa on vertailtu fiksaatmaien ja formaliinifiksattujen naytteiden
RNA:n stabiilisuutta. Tutkimusten mukaan fiksaamiadien ja fiksattujen naytteiden
RNA:n sailyvyydessa ei havaittu suurta eroa eik@n#diini aiheuta merkittavaa RNA:n
tuhoutumista (Scicchitano ym., 2006; Xi ym., 2003pattaakin olla, ettd formaliinin

osuutta RNA:n hajoamisprosessissa on hieman liioite

1.4.1.1 K&anteiskopiointiin perustuva RT-PCR

Viime vuosikymmenind PCR on yleistynyt virusdiagti&an ja virustutkimuksen perus-
menetelmaksi. Enteroviruksien detektoinnissa kagetkaksivaiheista kaanteiskopiointiin
perustuvaa PCR-menetelmad, jonka ensimmaisessgegatn enterovirusten RNA:sta tuo-
tetaan monistettavaa cDNA:ta kaanteiskopiointiirkdnevan polymeraasin avulla. Toi-
sessa vaiheessa cDNA-molekyyleja monistetaan P&fikalla haluttuun pitoisuuteen.
Enterovirusdiagnostiikassa alukkeet suunnitellaggiruvirusgenomin 5’-paan konservatii-
viselle proteiineja koodittamattomalle alueelletdtovirusten detektoinnissa naytteet ovat
usein seerumi- tai ulostenaytteita, mutta vererl@meyts muistakin kudoksista on ente-
roviruksia detektoitu (ks. yleiskatsaus Santti yir899; ks. yleiskatsaus VanGuilder ym.,
2008). Kaanteiskopiointiin perustuva PCR voidaareutiaa detektoimalla tuotteet aga-
roosigeelilta tai havainnoimalla ne reaaliaikaisdsioresoivia leimoja hyvaksikayttaen.
Reaaliaikainen RT-PCR menetelmd mahdollistaa P&Resymonitoroinnin sekéa detek-
toitavien tuotteiden matemaattisen analyysin. Melng antaa tiedon muun muassa ente-
rovirusten maarasta ja on normaalia RT-PCR-menételnerkempi (Kares ym., 2004; ks.

yleiskatsaus VanGuilder ym., 2008; ks. yleiskatdigsieur ym., 2009).

Enteroviraalista RNA:ta on detektoitu onnistunee&irmaliinifiksatusta luuytimesta

(Woodall ym., 1993), sydanlihaksesta (Shimizu yh@94) sekd maksasta (Redline ym.,
1991). Liséksi enteroviruksia on detektoitu fiksadtmmista kudoksista. Oikarinen ym.
(2007) ovat detektoineet enteroviraalista RNA:taitehiolen biopsianaytteistd ja Desail-

loud ym. (2009) kilpirauhasesta.
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1.4.1.2 In situ -hybridisaatio

In situ -hybridisaatio on menetelma, jota kaytetddn tuamaan haluttua nukleiinihap-
posekvenssia kudosnéaytteista. ISH ei tuhoa nayttedonsmorfologiaa, toisin kuin PCR-
menetelmat tai kalvolla suoritettavat hybridisaatemetelmat, vaan tarjoaa tietoa myos de-
tektoitavien nukleiinihappojen sijainnista kudoks®ga soluissa. ISH:n toiminnallisena
osana ovat koettimet, jotka suunnitellaan komplataansiksi kohdesekvenssiin nahden.
Koettimia on paaosin kolmea eri tyyppia; DNA-koetta, RNA-koettimia sekgpeptidi-
nukleiininappokoettimia (PNA), joiden rakenteess&laotidit ovat kiinnittyneet pepti-
disidoksin toisiinsa (ks. yleiskatsaus Harvey jdad@tu, 2006). Oikean koetintyypin va-
linta ja tietamys detektoitavasta nukleiinihapposgissista ovat edellytyksend ISH:n on-

nistumiselle.

Ensimmaisten ISH-kokeiden detektio perustui radioagilla merkkiaineilla leimattuihin
koettimiin. Isotoopeilla leimatut hybridisoitunelbettimet havainnoitiin autoradiografian
avulla, joka vaati pitkia valotusaikoja (Gall jarBae, 1969; Das ja Alfert, 1969). Nykyaan
ISH-menetelmassa hyddynnetddn yha enemmaén isdtoomt koettimia ja niiden detek-
tioherkkyys on kasvanut merkittavasti. IsotoopitedmiSH-menetelmat ovat turvallisia,
nopeita ja niiden detektiokynnys on hyva; 20 — BRvenssikopiota solua kohti. Detek-
tiokynnystad voidaan kuitenkin tasta vield pararitagttden erilaisia epésuoria signaalin
vahvistusmenetelmid, joita on mainittu Taulukossaigulla 34 (ks. yleiskatsaus Kadkol
ym., 1999). Enteroviruskoettimia voidaan suunrat¢ll valmistaa itse, mutta nykyaan kau-

pallisesti syntetisoidut koettimet ovat puhtaudmitaeka laadultaan hyvia ja varmistettuja.

Formaliinifiksattujen ja parafiiniin valettujen kadnaytteiden ISH-menetelmassa on kol-
me paavaihetta; 1) naytteiden esikasittely, 2) ioydaatio ja hybridisaation jalkeiset pesut
seka 3) detektio. Menetelméan paavaiheiden tarkdéwungus on kerrottu luvussaMateri-

aalit ja menetelméafalkaen s. 37). ISH:ssa kaytetaan useita eriléiisiksia, jotka vaikut-

tavat menetelman onnistumiseen. Taustan muodogtumi&oettimen epaspesifista sitou-
tumista pyritddn estamaan kayttamalla koetinliuskaekalan maidin DNA:ta sekd Dend-
hardtin liuosta (Braissant ja Wahli, 1998). Lisa@sihybridisaation parametreihin ja kine-

tiikkaan vaikuttavia liuoksia, jotka nopeuttavat halpottavat menetelmén toteuttamista.
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Dextraanisulfaatti on hepariinin kaltainen polysakéi, joka lyhentdd merkittavasti hybri-

disaatioaikaa ja lisda koettimen konsentraatiotliveksessa (Wieder ja Wetmur, 1982).
Formamidi puolestaan epavakauttaa naytteiden noklappojuosteita seka estaa koetti-
men dimerisoitumista. Formamidipitoisuus koetinksessa on usein 50 % tilavuudesta,

jolloin se alentaa hybridisaatiolampotilaa 36 aedastetta (Sigma-Aldrich, Inc., 2010).

ISH on haastava menetelma, jonka onnistuminenuiipmonista tekijdista. Menetelman
optimointia vaikeuttavat etenkin tyévaiheet, jotkaat kompromisseja inkubointiaikojen,
pesuaikojen ja kaytettavien liuospitoisuuksien saht Usein térmataankin kahteen ylei-
seen ongelmaan; hybridisaatiosignaalin puuttumisaerunsaaseen taustavarjaytymiseen.
Ongelmat voivat johtua naytteiden esivalmistelyibigbridisaation jalkeisten pesujen epa-
onnistumisesta, vaarista hybridisaatioparametrgsstifuospitoisuuksista, naytteiden kui-
vumisesta, koettimista ja niiden leimauksesta, teéyt nukleaasikontaminaatioista seka
permeabilisaation epdonnistumisesta. Liséksi eretoget peroksidaasit ja alkaliset fosfa-
taasit voivat reagoida kromogeenin kanssa tuottaesasta epaspesifistéa taustaa. Myos
erilaiset artefaktat, kuten liiallisesta kuivumitesai lilan pitkasta proteinaasipermeabili-
saatiosta johtuvat kudosmorfologian muutokset ts@viat tulosten tulkintaa (Braissant ja
Wabhli, 1998; ks. yleiskatsaus Kadkol ym., 1999).

ISH on melko kaytetty enterovirusten tutkimusmeime#e jota kaytetddn joko varmista-
vana tai ensisijaisena detektiomenetelmana. Tulobkegat olleet vaihtelevia ja usein on
osoittautunut, ettd RT-PCR ja IHC ovat herkempidetelmia enterovirusdetektiossa. Ta-
han saattaa ainakin vaikuttaa edell&a mainittujekkegen ohella se, ettd suurien kudospa-
lojen formaliinifiksaatio ei ole riittavan nopeahibioimaan endogeenisia ribonukleaaseja
ja estdmaan virus RNA:n pilkkoutumista. LuonnobBisenydspost mortemkudosnaytteen
irrotuksen ja fiksatiivikasittelyn valinen aika éd minimoida, jolloin RNA sailyisi mah-
dollisimman ehjana (Chu ym., 2005; Oikarinen yn@Q?2, Oikarinen ym., 2008). Onnistu-
nut formaliinifiksaus ja parafiinivalu sailyttdd dtospalojen RNA:ta hyvin, silla Ylipaasto
ym. (2004) detektoivat enteroviraalista RNA:ta30i vuotta vanhoista naytteista ja osoitti-
vat ISH:lla, etté 65 diabeetikosta neljalla olimhan saarekkeissaan enterovirusinfektio. He
tutkivat myds 12 akuuttiin virusinfektioon menehyita vastasyntynytta, joista seitsemalla

oli kuollessaan infektio haimassa. Enterovirusditeka yhdistelmamenetelmat eivét ole
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saavuttaneet suurta suosiota, vaikka ISH voidaahsigé IHC-menetelmdan siten, etta
nukleiinihappojen ja antigeenien detektio samaliddsleikkeeltd on mahdollista. Yhdis-
telmamenetelmét ovat varsin haastavia, koska detakat kohteet vaativat erilaiset esika-
sittelyolosuhteet. Menetelma jaetaankin usein lahterilliseen vaiheeseen; ensimmai-
sessa vaiheessa toteuteaan ISH-menetelma ja wisSgks. yleiskatsaus Christensen ja
Winther, 2006). Enterovirudetektiosta ISH/IHC -y$t@imamenetelmalla ei 16ytynyt kir-

jallisuusviitteita.

1.4.1.3 Kudosleikkeella tehtavat PCR -reaktiot

Haase ym. (1990) kehittivat virusten detektioonigtelmamenetelman, joka yhdistaa in
situ -hybridisaation ja PCR:n yhdeksi menetelmaknetelma perustuu kudos- tai solu-
leikkeella tapahtuvaan PCR:aan, jonka tarkoituksenanonistaa kohdesekvenssia ja vah-
vistaa havainnoitavaa signaalia. situ PCR -menetelméassa fiksatuiden kudosleikkeiden
paalle luodaan puolilapaiseva kalvo, joka sallik&eiden ja polymeraasien paasyn intra-
sellulaariseen tilaan, mutta estdd monistettujeR-R®tteiden liukenemisen soluista. Ku-
dosleikkeelld tehtavat PCR -reaktiot jaetaan kolmedaisen tyyppiin, jotka ovat esitetty
tarkemmin taulukossa 5 (ks. yleiskatsaus Nuovo6)199

Taulukko 5. Kudosleikkeella tehtavat PCR-reaktiotyypit. Sekd suorissa ettd epasuorissa menetelmissa
voidaan kayttaa esimerkiksi digoksigeniinilla lettnga dUTP-molekyyleja.

Menetelma: Menetelman kuvaus: Lahde:
In situPCR Suora menetelma, jossa detektoidaan monistettuots ks. yleiskatsaus Nuovo, 1996 a
teeseen syntetisoidut reportteri nukleotidit. ks. yleiskatsaus Komminoth ji 1

Werner, 1997
In situRT-PCR | Suora menetelmda, jossa RNA:sta monistetaan rege Berger ym., 1997

nukleotideja siséltavaa cDNA:ta. Bettinger ym., 1999
PCR-ISH Epasuoria menetelmia, joissa monistettu tuote hawe& Steinhoff ym., 2001
RT-PCR-ISH daan leimatun koettimen ja tuotteen valisen hybadtioi Nuovo ym., 2009
avulla.

Kudosleikkeelld tapahtuva PCR mahdollistaa ISH:&erkittavasti herkemman detektio-
menetelman ilman kudosmorfologian tuhoutumistaatinkohdesekvenssin monistamista
tai signaalin vahvistusmenetelmaa ISH:n detektioklseksi on raportoitu 10 - 50 kopiota
kohdesekvenssia solua kohden (Walboomers ym., 1&88yleiskatsaus Nuovo, 1996b;
ks. yleiskatsaus Komminoth ja Werner, 1997). Tesaén situ PCR:n detektiokynnys on

yksi kohdesekvenssi, jota monistetaan ISH-detektioilksen ylapuolelle, jolloin saadaan
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vahva signaali (ks. yleiskatsaus Nuovo, 2008)situ -PCR ei ole kuitenkaan saavuttanut
sellaista asemaa, ettd sita voitaisiin pitdd virthkehuksen perustydkaluna. Vaikka teori-
assa menetelma on erittéin kayttokelpoinen, onkssténnon toteutus haasteellista. On-
gelmia ovat aiheuttaneet etenkin artefaktat, jotkaentavat merkittavasti menetelman luo-
tettavuutta. Alukkeiden epaspesifinen sitoutumingosiun sisaiset inhibiittorit, solumor-
fologian heikkous ja PCR-tuotteiden diffuusio e&sellulaariseen tilaan johtavat vaariin
positiivisiin tuloksiin, jotka ovat heikentdneet netelmén asemaa enterovirustutkimuk-
sessa (ks. yleiskatsaus Hofler, 1993; Berger ygag8)1L

1.4.2 Antigeenien tunnistamiseen perustuvat deteidnetelméat

Enterovirusten antigeeneja tunnistavat detektionedmet ovat yleisia enterovirustutki-
muksessa. Kirjallisuudessa onkin esitelty runsassielluksia, jotka perustuvat vasta-ai-
neen ja detektoitavan antigeenin valiseen reakti®d@itteitd on muun muassa immuno-
fluoresenssiin perustuvista menetelmista sekaigsta entsymaattisiin reaktioihin perus-

tuvista menetelmista, kuten immunoperoksidaasiykisj&ta.

Immunohistokemialliset tutkimusmenetelmét perustweasta-aineen ja tunnistettavan an-
tigeenin valiseen spesifiseen sitoutumisreakticitoutunut vasta-aine detektoidaan suo-
raan siihen liitetyn merkkiaineen avulla tai epdaast merkkiaineella leimatulla sekundaa-
risella tai sita useammalla vasta-aineella. Meikigasoi olla esimerkiksi fluorokromi tai
entsyymi. Yousef ym. (1987) kehittivat laajakirjers hiiren monoklonaalisen enterovirus-
vasta-aineen, joka tunnistaa enterovirusten VPé&edll sijaitsevan konservatiivisen epi-
toopin. Tamé& vasta-aineklooni 5-D8/1, isotyyppi&dg:, on kaupallisesti saatavilla (Da-
koCytomation, Tanska). Talla vasta-aineella onytelseita tutkimuksia, joilla on pyritty

selvittdma&an enterovirusten osuutta T1D:n patogessi (Taulukko 3, s. 20).

Samuelson ym. (1995) ovat tutkineet enterovirudt®i-aluetta seka 5-D8/1:n diagnos-
tista potentiaalia. VP1-proteiinissa oleva epitdopp yhdekséan aminohappotéhdetta pitka
ja sen sekvenssi on muotoa: Glu-lle-Pro-Ala-Leu-Ala-Val-Glu. Epitooppi sijoittuu
VP1-proteiinin N-terminaalisen pdan aminohappoidete 40 - 48 valille. Zhangin ym.
(2000) mukaan epitooppi on lineaarinen ja se on-gdteiinin natiivissa rakenteessa kat-
keytyneena. Onnistunut IHC-menetelmé 5-D8/1 -vastaella vaatiikin epitoopin paljas-
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tamisen. Samuelsonin ym. (1995) ja Trabelsin yrB9§) tutkimukset osoittavat, etta 5-
D8/1-vasta-aine soveltuu erinomaisesti nopeaadljas kaikkien enterovirusserotyyppien
VP1-proteiinin detektioon soluviljelmista. Harkongm. (2000 ja 2002) kuitenkin havait-
sivat tutkimuksissaan, etta enterovirusten VPlegppi jakaa merkittdvaa sekvenssien
samankaltaisuutta saarekeautoantigeenien, tyfosifataasin sekd heat shock -proteiinien
(HSP60/65) kanssa. Sekvenssien samankaltaisudassa#tieuttaa vasta-aineen epaspesi-
fistd sitoutumista ja vaikeuttaa tulosten tulkint@akarinen ym. (2008) eivat immunovar-
jayksissaan kuitenkaan havainneet 5-D8/1 -vasteeairsitoutuvan heat shock -proteiini
60:n rakenteeseen. Dakon 5-D8/1 -vasta-aineentdig@desitoutuvan haimassa epaspesifi-
sesti ainakin sentroakinaarisoluihin sek&a haimgisgih (Richardson ym., 2009).

Mono- ja polyklonaalisia enterovirusvasta-aineita tehty monissa laboratorioissa myos
itse. Usein suunnitellun vasta-aineen antigeenVBi-proteiinissa, mutta myds VP2- ja
VP3 -kapsideihin sitoutuvia vasta-aineita on suteltu. Omissa laboratorioissa tuotetut
monoklonaaliset enterovirusvasta-aineet ovat @adiiheet toimiviksi ja niiden herkkyys
ja spesifisyys on tutkimusten mukaan hyvaa luoklkéenke ym., 1995; Jeong ym., 2007;
Terletskaia-Ladwig ym., 2008; Miao ym., 2009). Mygmlyklonaalisia VP1 ja
VP2/VP3/VP4 -vasta-aineita on tuotettu ja niill& d@etektoitu enterovirusta sydan- ja hai-
makudoksesta potilailta, jotka ovat menehtyneetislfdastulehduksen ja diabeteksen ai-
heuttamiin oireisiin (Foulis ym., 1990). Miao yn2009) ovat tutkimuksessaan vertailleet
omassa laboratoriossaan tuotettujen ja kaupallstéerovirusvasta-aineiden herkkyytta ja
spesifisyyttd. Omassa laboratoriossa tuotettuntaaaseena oli monoklonaalisten entero-
virusvasta-aineiden sekoitus ja kaupallisina 5-B8&ka Milliporen PanEnterovirus blend
vasta-aineet. PanEnterovirus blend on monokloraalienterovirusvasta-aineiden sekoi-
tus, joka osoittautui erittéin herkaksi; sen avakdektoitiin kaikki tutkimuksen 41 entero-
virusserotyyppia. Lahes samaan herkkyyteen ylsivét vasta-aineet, jotka tunnistivat in-
fektoiduista GMK (Engl. Green Monkey Kidney) sokaisA0 eri serotyyppid. Dakon 5-
D8/1 -vasta-aineen herkkyys oli tutkimuksen heik@nse jatti tunnistamatta kahdeksan
serotyyppid ja detektoi nelja heikosti. Merkittavéa, ettd vasta-aine tunnisti heikosti
CAV-ryhman enteroviruksia ja jatti tunnistamattakka nelja HEV (Engl.human entero-
virus) 68-71-serotyyppia sekd CAVigerotyypin. Terletskaia-Ladwig ym. (2008) tutki-

muksen tulokset olivat samansuuntaisia. Miao yi092 tutkivat myds enterovirusvasta-



33

aineiden spesifisyytta. Heidan laboratoriossaanetub vasta-aineet sekd 5-D8/1 -vasta-
aine eivat detektoineet kymmenesta enterovirukkunlumattomista virusserotyypeista
yhtakaan. Milliporen PanEnterovirus blend tunnsgitseman, mika osoittaa melko suurta
epaspesifista sitoutumista. Oikarinen ym. (201@Rimuksessa tutkittiin sekd edella mai-
nittujen kaupallisten ettd omassa laboratoriossegettujen lajispesifisten polyklonaalisten
vasta-aineiden detektiotehoa seka detektiospegti#syormaliinifiksatuista ja parafiiniin
valetuista soluleikkeista seka jaadleikkeista. Tmikksessa kaytettiin myds kaupallisia Mil-
liporen lajispesifisia enterovirus-, coxsackievirBs, echovirus- ja poliovirus vasta-ai-
nesekoituksia. Tulokset vasta-aineiden detektictshovat aiempien tutkimusten kaltaisia
(Terletskaia-Ladwig ym., 2008; Miao ym., 2009). 4ksi tutkimuksessa havaittiin, etté
Milliporen CBV-spesifiset vasta-aineet tunnisti@BV-infektion ainoastaan jaaleikkeilta.
Polyklonaalisten vasta-aineiden havaittiin toimiveyvin fiksatuilla solunaytteilla (Oikari-
nen ym., 2010). Nama omassa laboratoriossa tuotaia-aineet on esitetty tarkemmin
luvussa 3. DNA-koettimet ja vasta-ainegdlkaen s. 38).

Haimakudosnaytteiden enterovirusdetektiossa egildidC-varjaykset ovat olleet suosit-
tuja. Nakane ja Pierce (1966) kehittivat suoran imaperoksidaasivarjayksen, jossa pi-
parjuuren peroksidaasi (HRP) on liitetty prima&eisevasta-aineeseen. Heidan tutkimuk-
sensa loi pohjan nykyajan immunoentsymaattisillgayg@menetelmille. Taman jalkeen
menetelmat ovat kehittyneet nopeasti ja kayttoootettu muitakin entsyymeja (Taulukko
6). Foulis ym. (1990) osoittivat, ettda ABC-detektienetelma on riittavan herkka tunnis-
tamaan VP1-proteiineja haimakudoksesta. Monisgattain julkaistuissa enterovirustut-
kimuksissa kaytetaan polymeeritekniikkaan perustuaVision™ + -signaalinvahvis-
tusmenetelmaa. Menetelma soveltuu enterovirusdetekhyvin, silla menetelma vahvis-
taa signaalia taustavarjaytymisen hairitsevastiglgymatta (Zhang ym., 2000; Oikarinen
ym., 2007 ja 2008; Richardson ym., 2009). Zhang (2000) vertasivat tutkimuksessaan
LSAB- ja EnVision- menetelmia enterovirusten debakhissa. EnVision-menetelmén etu-
ja LSAB-menetelmaan verrattuna ovat sen helppatose nopeus seka erinomainen herk-

kyys. Lisaksi taustavarjaytyminen on heikompaa KisA\B-menetelmalla.
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Taulukko 6: Immunoentsymaattiset signaalin vahvistusmenetelmatimmunoentsymaattisten menetel-
mien kehitys on ollut nopeaa ja menetelmat ovaeetlyhd herkemmiksi. Vaikka herkkyyserot ovat niterk

tavia, itse varid tuottava reaktio on pysynyt samgnvaltaosa immunoentsymaattisista menetelmistésp
tuu Nakane ja Pierce (1966) kehittimaan HRP:njasabstraatin valiseen varia tuottavaan reaktioon.

Menetelma

Menetelman kuvaus

Herkkyys Léhde

HRP

PAP

ABC

LSAB

APAAP

EnVision™ +

ImmPRESSY

CSA

Primaari- tai sekundaarivasta-aineeseen liitettigiPkh
ja substraatin valinen reaktio.

Peroksidaasi-anti-peroksidaasi -menetelma, jossa ¢
kundaarivasta-aineen peroksidaasiin sitoutuu taitia
nen peroksidaasilla leimattu vasta-aine. Toimintape
aatteeltaan kuten HRP-menetelma.

Avidiini-biotiini kompleksi -menetelma perustuu avi
diinin ja biatiinin valiseen affiniteettiin. Primé&een
vasta-aineeseen sitoutuu biotiinileimattu sekundaar
vasta-aine. Sekundaarivasta-aineeseen puolestaar
toutuu avidiini-biotiini-peroksidaasi kompleksi. Kip-
leksi sisaltaa useita peroksidaasimolekyyleja jao
leksin kokoa voi kasvattaa.

Leimattu strepavidiini-biotiini -menetelma, joka on
toiminnaltaan kuten ABC-menetelm&, mutta sekunc
rivasta-aineeseen sitoutuu strepavidiini-HRP-komp:
leksi. Myds tassa menetelmassa kompleksi sisaltaé
useita peroksidaasimolekyyleja ja kompleksin koko.
voi kasvattaa.

Alkalinen fosfataasi-monoklonaalinen-anti-alkalinen
fosfataasi —-menetelma on toimintaperiaatteeltadm k
PAP, mutta entsyymina on alkalinenfosfataasi (AP)

Menetelma on epasuora signaalinvahvistusmenetel
joka perustuu dextraanipolymeerirunkoon. Runkoor
litettynda kymmenia entsyymimolekyyleja ja sekundi
risia vasta-aineita.

Epéasuora signaalinvahvistusmenetelma, joka perus
sekundaarivasta-aineeseen liitettyyn HRP-polymee
ketjuun.

CSA (Engl.Catalyzed Signal Amplification) on epé-
suora fluoresyyli- tai biotinyylityramidiin perusta
signaalinvahvistusmenetelma. Sekundaariseen vias
neeseen liitetty HRP katalysoi fluoresyyli-tyranmdi
hapettumisen, jolloin ne sakkautuvat naytteellé-Sa
kautuneet fluoresyyli-tyramidimolekyylit tunnisteia
anti-fluoresyylivasta-aineella, johon on liitetty=P.
Fluoresyylimolekyylit voidaan havaita myds suoraai
fluoresenssimikroskoopilla.
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Enterovirusten detektoinnissa kaytetddn myods feemssiin perustuvia menetelmid ja ne
ovat yleisia tutkimuksissa, joissa pyritaan sedwithan enterovirusten lokalisaatiota ja
isantasoluspesifisyytta haiman saarekkeissa. Napréet@imat ovat usein immunofluore-
senssiin perustuvia kaksoisvarjayksia (Ylipaasta,y2004; Dotta ym., 2007; Oikarinen
ym., 2008; Richardson ym., 2009). Menetelman etum&ahden antigeeniselta alueeltaan
erilaisen kohteen samanaikainen detektio, mik& mwidiktha kohteiden kolokalisaatiotut-
kimukset (Kuva 3). Kaksoisvarjayksen suunnitteluulee kiinnittéda erityista huomiota,
silla vaarin valitut vasta-ainetyypit toistensakadoksen suhteen, saattavat aiheuttaa mer-
kittavaa tausta- tai epaspesifista varjaytymistdkanvoivat johtaa virhetulkintoihin (ks.
yleiskatsaus Christensen ja Winther, 2006; Riclargsn., 2009).

:‘i ‘?ﬁ@
I Ta——— 4 ig)f

sekundadrinen kanivasta-aine Fluorokromilla leimattu vuohen

sekundédrinen hiirivasta-aine

Kanin priméérinen insuliinivasta-aine

Hiiren priméérinen enterovirusvasta-aine

Insuliini Enterovirusproteiini

Kuva 3. Immunofluoresenssiin perustuvassa epasuorassa kakseérjayksesséa tunnistetaan samanai-
kaisesti kahta eri detektoitavaa kohdetta.Kanin primaarinen insuliinivasta-aine on sitoutumsuliini-
peptidissa olevaan epitooppinsa. Kanin vasta-ag@tektbidaan vuohen fluorokromileimatulla vasta-altee
Vastaavasti hiiren enterovirusvasta-aine sitoutotereviruksen kapsidiproteiinin epitooppiin. Vuohiumo-
rokromilla leimattu vasta-aine sitoutuu spesifiséditivasta-aineeseen (Muokattu lahteistéa: ksislatsaus
Lite, 2009; ks. yleiskatsaus Christensen ja WintBe06).

Oikarinen ym. (2008) osoittivat, enterovirus vokdtisoitua myods saarekkeiden glukago-
nia tuottaviina-soluihin. L6ytd on mielenkiintoinen, sillé&solujen ei ole havaittu tuhou-
tuvan autoimmuunisessa T1D:ssd. Taysin poikkeuhksellloytd ei kuitenkaan ole, silla
viitteitd a-solujen enterovirusinfektiosta on saatu aikaiseminmisen saarekeviljelmilla
in vitro (Chehadeh ym., 2000; Roivainen ym., 2002). Molessaitutkimuksissa kaytettiin
kaupallista 5-D8/1 -enterovirusvasta-ainetta. THygd@ kuvaa enterovirusten saareketro-
pismista ei ole saatu, silla kirjallisuudesta gid viiteita siitd, ettd isantasoluspesifisyys-
tutkimukset olisivat kattaneet kaikki saarekkeehtsd®P-solut, Shwannin solut §asolut

mukaan lukien.
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2 TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Tampereen laaketieteellisen tiedekunnan virolograsikdssa on kehitetty laaja testi-
paneeli, jonka avulla voidaan osoittaa enterouiigkitioita haimakudoksesta (Oikarinen
ym., 2007, 2008 ja 2010). Testipaneeli pitaa siséllseka enterovirusten rakenneproteii-
nien tunnistamiseen perustuvan IHC-detektiomenételseka viruksen RNA:ta tunnista-

vat ISH- seka jo aiemmin kehitetyn RT-PCR -menetglrtLonnrot ym., 1999).

Pro gradu -tutkielmani tarkoituksena oli:

1) Varmentaa IHC- ja ISH-menetelmiin perustuvaa@amtusdetektiota haimakudok-
sesta itsetuotetuilla enterovirusvasta-aineilla asednteroviruskoettimilla, jotka

suunniteltiin itse.

2) Osoittaa ISH-menetelmalla haimakudoksesta komihgaarista negatiivisjuos-

teista RNA:ta kehittamallamme koettimella.

3) Selventaa tietoa enterovirusten isantasolusppgilesta ja lokalisaatiosta Lan-
gerhansin saarekkeissa seka vahvistaa ja varm#ataasenssiin perustuvan im-

munohistokemiallisen kaksoisvarjayksen toimivuutta.
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Kudosnéaytteet ja naytteiden valmistus

Naytemateriaalina kaytettiin formaliinifiksattuja parafiiniin valettuja ihmisen haimaku-
doksia ja hiiren sydéanlihas-, ohutsuoli-, perna-h@aimakudoksia. Ihmisen haimakudokset
ovat peraisin terveilta elinluovuttajilta (Taulukkd kahdesta eri kudospankista (suomalai-
nen PanFin- ja yhdysvaltalainen nPOD -kudospartkitip://www.jdrfnpod.org/)) ja hiiri-
en kudosnéaytteet Balb/c-laboratoriokannan hiiriBt@nFin-kudospankista saatujen haima-
kudosten aika irrotuksesta kasittelyyn oli keskiné@®-10 tuntia ja vaihteli kolmesta
tunnista 33 tuntiin. Positiivisena kontrollina kéigtin CBV3-infektoidun hiiren hai-
makudosta. Hiirileike leikattiin monikudosblokige samalla leikkeella oli haima-, sydan-
lihas-, ohutsuoli- ja pernakudosta. Hiiret oli iki@itu annostelemalla fysiologisessa suola-
liuoksessa olevat CBV3-viruksetm. Hiiret oli lopetettu kolmen péaivan kuluttua in-
fektiosta ja kudokset oli otettu talteen. Negasiena kontrollina kaytettiin kudosleikkeita
hiiresta, jota ei ollut infektoitu. Hiiren parafiin valetut kudosnéytteet olivat vuodelta
1996. ISH:n optimoinnissa ei voitu kayttaa ihmisemmakudosta, silla enteroviruspositii-

vista kudosta ei ollut saatavilla.

Naytepalat immersiofiksattiin 10 % formaliinissajaoneenlammadssa vuorokauden ajan.
Kudosprosessointi tehtiin Tissue-Tek VigSakura Finetek Europe B.V. Alankomaat) -
kudoksenkasittelyautomaatilla. Vesi poistettiin &shkenteesta nousevalla etanonisarjalla
ja etanoli puolestaan ksyleenilla. Taman jalkeeyttaét upotettiin parafiiniin ja parafiini-
kasittelyn jalkeen suoritettiin naytteiden valu gfaniin. Nama naytteiden esikasittelyvai-
heet oli tehty jo ennen tata tutkimusta. Tarkemtietot naytteiden esivalmistuksesta ja
kudosprosessoinnista ovat Liitteessa 2, sivullaP2tafiiniin valetuista naytteista leikattiin
5 um paksuisia kudosleikkeita Leican SM 200R -ntinailla. ISH:lla tutkittavien néyt-
teiden leikkaus- ja kiinnitysprosessi tehtiin hudlidesti varoen kontaminoimasta naytetta
ribonukleaaseilla (RNaasit). Kudosleikkeiden oikaisa kaytettiin dietyylipyrokarbonaatti
(DEPC) vetta suuren RNaasi kontaminaatioriskin wuokaytteiden kiinnitys objekti-
laseille (SuperfroSt Plus, Thermo Scientific, Saksa) suoritettiin pitdlé laseja [ampo-

kaapissa +60 °C:ssa noin 1.5 h:n ajan. Taman jdlkegtteita varastoitin +4 °C:ssa.
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nPOD-kudospankista saadut naytteet olivat forméksattuja ja parafiiniin valettuja ku-
dosnaytteitd ja ne saatiin Yhdysvalloista valmiiksieille kiinnitettyiné leikkeina.

Taulukko 7. IThmisen haimanaytteet. Haima 1-10 -kudokset olivat peraisin suomalaisdtimluovuttajilta
PanFin -kudospankista. Haimaleikkeet 6001 ja 6Qtiie valmiina leikkeind nPOD-kudospankista Yhdys-
valloista.

Nayte Sukupuoli Ika/Vuotta Diabetes status
Haima 1 Nainen 52 Terve verrokki
Haima 2 Nainen 36 Terve verrokki
Haima 3 Mies 16 Terve verrokki
Haima 4 Mies 55 Terve verrokki
Haima 5 Nainen 62 Terve verrokki
Haima 6 Mies 43 Terve verrokki
Haima 7 Mies 56 Terve verrokki
Haima 8 Mies 22 Terve verrokki
Haima 9 Mies 61 T2D

Haima 10 Nainen 38 Terve verrokki
Haima 6001 Mies 22 Terve verrokki
Haima 6007 Mies 9 Terve verrokki

3.2 DNA-koettimet ja vasta-aineet

Enterovirusgenomin konservoituneille 2C-, ja 3Dedlle suunniteltiin lajispesifiset koet-
timet, joiden tarkoituksena on tunnistaa spesifis&as enteroviruslajeihin kuuluvat virus-
serotyypit. Enterovirusgenomin 5’-koodittamattorealllueelle suunniteltiin koetin, joka
on komplementaarinen enterovirusgenomin replikaatosyntyvaa negatiivista juostetta
kohtaan. Tama koetin tunnistaa kaikki enterovirasggypit ja se on negatiivikopio Oika-
rinen ym. (2008) tutkimuksessa kaytetystéa E1-koettta (Kuva 4 ja Taulukko 8). Kai-
kissa koettimissa kaytettiin vaihtoemaksia, jotteetkimet hybridisoituisivat tietyn entero-
viruslajin kaikkien serotyyppien genomiiNaihtoemaksien kaytélla mahdollistetaan laa-
jempi ja spesifisempi eri enterovirusserotyyppiannistaminen. Vaihtoemaksien vuoksi
koetinliuoksessa ei ole ainoastaan identtisia ko&tf vaan liuos on vaihtoemaksia siséal-
tavien koettimien seosKoettimien sekvenssit ovat Taulukossa 8. Kukintidgyppi liuo-

tettiin ultrapuhtaaseen veteen siten, etta koetin&ntraatioksi saatiin 100 uM.
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IHC:ssa kaytettiin seka kaupallisia etta itse ttioja primaarisia vasta-aineita. Kaupalliset
vasta-aineet olivat hiiren monoklonaalisia vasteeda: insuliini Ab-6- (Klooni: INS04 +
INSO5. Valmistaja: NeoMarker’s, Jakelijahermo Fisher Scientific, Yhdysvallat), gluka-
goni- (Klooni: K79Bb10. GenWay Biotech, Inc., Yhdgdlat) ja somatostatiinivasta-ai-
neita (Klooni: SOM-18. GenWay Biotech, Inc., YhdgHat). Inmunoperoksidaasivérja-
yksessa kaytettiin kotitekoisten enterovirusvast@iden ohella myos kaupallista marsun
insuliinivasta-ainetta (Klooni: A0564. DakoCytonti Tanska), jonka avulla saatiin tie-
toa B-solujen suhteellisesta pinta-alasta leikkee@dnassa laboratoriossa tuotetut kanin
polyklonaaliset CAV16- (0.6 mg/ml), CBV3- (0.61 mg), ja echovirusll (0.21 mg/ml)
IgG-vasta-aineet on eristetty nailla virusseroty@enfektoidun kanin seerumistén vitro
-infektoiduista soluista virukset ovat saatu hajaialla solut pakastus-sulatus sykleilla, jol-
loin virukset ovat vapautuneet ymparoéivaan liuokseefektiiviset virukset on puhdistettu
sokerigradienttisentrifugaatiolla. Proteiini G:nudla puolestaan puhdistettiin viruksia vas-
taan muodostuneet vasta-aineet kanin seerumistdemN@olyklonaalisten vasta-aineiden
tuottoprosessi oli tehty jo ennen tdman gradutytittamista Abrahamin ja Colonnon
(1984) tutkimuksessa esitellyn menetelman mukaamtkifiuksessa kayttamani se-
kundaariset vasta-aineet olivat vuohessa tuoteffigaa Fluor 488 nm ja Alexa Fluor 555
nm vasta-aineita. (Invitrogen Corporation, Yhdytatj Alexa Fluor 488 nm on kanivasta-

aine, kun taas Alexa Fluor 555 nm on hiirivastaeain

Geeneji

koodittamattomalle Viruksen Viruksen
alueelle sitoutuvat 2C -alueelle 3D -alueelle
entero 1 ja entero sitoutuva koetin sitoutuva koetin

negatiivinen koetin

l l |

NCR NCR
5>C—Jwvea[ve2[ves [ve1 | 2A | 2B | 2€ | 3A | 3B | 3C | 3D —JAAAA S

Kuva 4. Positiivisjuosteinen enterovirusgenomi jatsesuunniteltujen koettimien sitoutumiskohdat.La-
jispesifiset enteroviruskoettimet suunniteltiinositumaan enteroviruksen 2C- ja 3D -alueille. Emegatii-
vista juostetta tunnistava koetin hybridisoituuegavirusten negatiivisen juosteen 3’-paahan, jok&kapio
positiivisen sadikeen 5’-paasta.
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Taulukko 8. Enterovirusten detektioon suunnittellut koettimet. Enterovirusgenomin 2C- ja 3D -alueille
sitoutuvat DNA-oligonukleotidikoettimet on suunritelajispesifisiksi ja ne tunnistavat ainoastaityn la-
jin enterovirusgenomeja. Koettimen nimen yhteydedséa a-, b-, c- tai d -kirjain symboloi enteraistajia.

Enterovirusgenomin 2C -alueelle sitoutuvat DNA-koettimet Emiksii kpl GC% TM°C
2Ca|#'GIN GCN AAR RCA TAC AAG TIC AAT WCGGIG TIT GCT CTT GAA CTG CAT GTA TIR TIC ATY CIEY 63 3345 6T
2Ch|¥'GCN AAR RCA TAC AGG YTC AAT ACG GCA TIT GGA CIT GAA CIG TAT GTA RIT RCT CAT YTId 60 3345 6112
2Ce|*GTD GCWAAN ACA TAC TGG TIC AAT ACG GIG TIT GCT CTT GAA CTG TAT RTA RIT DIT DAT KIG G¥ 64 42 617
2Cd|#’GAD GCH RAA ACA WACHGG TTC AAT GCG AGA TIT GGA CTT GAA CTG KAT GTA RIT RIT WAT TIT C¥ 64 42 a1m

Enterovirusg in 3D -alueelle sitoutuvat DNA-koettimet
3Da|#AAY TIV TCA TAY TCY TSY TIM CCR TTR TGC CAT GCY ARN AAR CAV AGG GAS CGC ACR TGR TCT IGR GIR T3 71 32-56 69-T9
3Db|5*AAY TCY TCA TAY TCD TGC TCY CCR TIG TGC CAR GCC AAT ARR CAC ARB GAK CGC ACR TGR TCY TGR GTIG T 71 3a-61 T1-80
3De|#*AAT TIR TIR TAT TCT TCT TCD CCR TIG TGC CAA GCC AAT ARG CAC ARY GAK CGN ACR TGA TCC TGN GIG TITY 72 3550 T0-76
3Dd|5'ACM CCT CCA CAY TGW CCWGCY CTW GTIE GGR AAR TIR TAC ATT ARWATT CER TGE GID GG¥ 59 36-36 68-76

Enterovirusgenomin 5' -piin negatiivisen juosteen koodittamattomalle alueelle sitoutuva DNA-koetin
E- |5TCT CGT AAY GGG YAA CTC YGC AGC GGA ACC GAC TAC TIT GGG IGT CCG TGT TICY 54 5157 476

Enterovirusgenomin 5' -piin koodittamattomalle alueelle sitoutuva DNA-Koetin
Fl |$'GAA ACA CGG ACA CCC AAA GTA GTIC GGT TCC GCT GCR GAG TIR CCC RIT ACG ACAY 54 5157 74-76

Vaihtelevat eméakset (Eng. Wobbles) IUPAC-IUB merkiméin: R=(A ja G),Y=(C ja T),M =(A ja C),
K=(GjaT),S=(GjaC)W=(AjaT),H=(AjaCjaT),B=(GjaTjaC)V=(GjaCjaA)D=(GjaTjaA)ja
N=(GjaAjaTjaC).

3.3 Dakon 5-D8/1-vasta-aineen epitoopin rinnastusLBAST-tyokalulla

Rinnastuksella haluttiin selvittdd, mitkd ihmisarottamat proteiinit jakavat sekvenssi-
identtisyyden enterovirusten VP1-proteiiniin sitowdan 5-D8/1 -vasta-aineen sitoutumis-
kohdan kanssa. Tutkimus on tarpeen, silla se sglfetetoa vasta-aineen mahdollisesta
epaspesifisesta sitoutumisesta IHC:ssa, ja tatdrotisstaa osaltaan tulosten luotettavuu-

den arvioinnin.

VP1-proteiinissa sijaitsevan 5-D8/1 -vasta-ainegitoepin aminohapposekvenssi on Glu-
lle-Pro-Ala-Leu-Thr-Ala-Val-Glu (Samuelson ym., ®)9ja se kdéannettin FASTA-muo-
toon. FASTA-muodossa yhtd aminohappoa koodittaakyiain ja epitoopin sekvenssi on
muotoa E-I-P-A-L-T-A-V-E. Sekvenssin rinnastus tehBLAST-ohjelmalla. Epitoopin

FASTA-sekvenssi liitettiin Protein BLAST -ohjelmaekstikenttédéan ja rinnastuksen para-
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metreiksi valittiin blastp 2.2.23+ ohjelma ja pigismatriksiksi PAM30-matriksi. Rin-
nastus tehtiin ihnmisen proteiineja kohtaan ja katmaksi valittiin useita eri proteiinitieto-

kantoja.

3.4 Immunohistokemiallinen peroksidaasivarjays

Tassa tutkimuksessa kaytetyt ihnmisen haimanéayfteet12) (Taulukko 7) seulottiin ensin
immunoperoksidaasivarjayksella mahdollisten enteusinfektioiden havainnoimiseksi.
Vasta-aineina kaytettiin polyklonaalisia CAV16-, B, ja Echoll -vasta-aineita. Var-
jaystulosten perusteella saatiin tietoa enteropwsgiivisista haimoista, joita voitiin jat-
kossa kayttaa ISH:ssa seka virusten iséntasoldisygstutkimuksiin immunohistoke-
miallisessa kaksoisvarjayksessa. Haimaleikkeet Yakfattiin lisdksi kaupallisella insulii-

nivasta-aineella, jotta niista voitiin laskgaolujen suhteellinen osuus.

Immunoperoksidaasivarjayksen tulos tulkittiin enteruspositiiviseksi, jos se taytti kolme
ehtoa:

1. Varjaytymisen taytyi olla intensiteetiltaan va@kas ja selkeéasti taustastaan erot-

tuva.

2. Varjaytymisen taytyi rajoittua selkeéasti saamikkn, mutta ei leikkeen kaikkiin

saarekkeisiin eikd saarekesoluihin.

3. Taustavarjaytymisen tuli olla vahaista.

Immunoperoksidaasivarjaykset tehtiin epasuorallanetemalla hyodyntaen kaupallista
marsun insuliinivasta-ainetta (Taulukko 9) ja prém&id polyklonaalisia enterovirusvasta-
aineita sek& HRP:lla leimattuja kaupallisia vuohsgkundaarisia vasta-aineita. Var-
jayksessa kaytettiin BenchM&t_T Staining Module (Ventana Medical Systems INC,
Yhdysvallat) -varjaysautomaattia ja NexES v9.30ebhjstoa. Varjayksessa kaytetyt pus-
kuri- ja pesuliuokset olivat Ventanan kaupallisiaoksia ja detektiossa kaytettiin Ventanan
ultraView™ Universal DAB Detection Kitti& valmistajan j@len mukaan. Reagenssipak-
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kauksen vasta-aineet ovat usealla peroksidaasimailék leimattuja vuohen vasta-aineita,
jotka tunnistavat hiiren IgG-, IgM -vasta-aineitakanin primaarisia vasta-aineita. Immu-

noperoksidaasivarjayksen ohjelma kokonaisuudedsatressa 1, s. 90.

Varjaysprotokollan ensimmaisena vaiheena oli nagttkiinnittdminen lasille, jonka jal-
keen naytteesta poistettiin parafiini EZ-Prep #isen avulla. EZ-Prep -liuos huuhdeltiin
pois vedella, minkéa jalkeen solut permeabilisoikiiyttamalla Cell Conditioner -permebi-
lisointiliuosta. Epitoopit paljastettiin kuumentaltaa Ennen primaarivasta-aineiden lisa-
ysta kudosleikkeet kasiteltiin 3 % peroksidaasjliéa inhiboi endogeeniset peroksidaasit.
Leikkeille pipetoitiin k&sin ainoastaan primaarigsasta-aineet. Sitoutumattomien vasta-ai-
neiden pesun jalkeen leikkeille liséttin VentandRP:lla leimatut vuohen sekund&aéri-
vasta-aineet. Inkubointien ajaksi nayte suojattigstemaisella peitinkalvolla kuivamisen
estamiseksi. Inkubointigjat ja vasta-ainelaimenebl®/at Taulukossa 9. Kromogeenina
varjaysreaktiossa kaytettiin DAB:ia ja sen subgtia@a 0.04 % vetyperoksidia PBS:sséa.
Huuhteluiden jalkeen naytteille liséttiin kuparigattia (5g/l) asetaattipuskurissa ja annet-
tiin inkuboitua. Kuparisulfaatin tarkoitus oli valstaa DAB:in savya. Vastavarina kaytet-
tiin Harrisin hematoksyliinia ja hematoksyliinin\g@ sinertavaksi muuttavaa reagenssia
(Engl. Bluing reagent). Lopuksi naytteet huuhdelijia pedattiin k&sin ksyleenipitoisella
Pertex (HistoLaB, Ruotsi) petausaineella.

Taulukko 9. Immunoperoksidaasivarjayksessa kaytetytvasta-aineet,
niiden laimennossuhde seka kaytetty inkubointiaika.

Primaariset vasta-aineet |Laimennossuhde Inkubointiaika
CAV-16 1:100 ja 1:200 30 min.
CBV-3 1:300 26 min.
ECHO-11 1:100 26 min.
Insuliini (klooni: A0564 1:2000 30 min.
DakoCytomation, Tanska)

3.5 Fluoresenssiin perustuva immunohistokemiallinekaksoisvarjays

Kaksoisvarjayksen optimoinneissa kaytettiin immugrofsidaasivarjayksen mukaan ente-
roviruspositiiviseksi osoittautuneita ihmisen hamagiteita (n = 4). Immunohistokemialli-
sessa kaksoisvarjayksessa formaliinifiksatuistgpgaafiiniin valetuista ihmisen haima-

naytteista poistettiin parafiini inkuboimalla ndgseja ksyleenissa kolme kertaa viisi min.
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kerrallaan. Parafiinin poiston jalkeen naytteiddtiin rehydraatio, jossa laskevan etanoli-
sarjan ja ultrasuodatetun veden (Millipore) avulégtteisiin saatettiin vesi. Rehydraatiossa
naytteet olivat kaksi kertaa kaksi min. 99 % ja%%sa ja kaksi min. 70 %:ssa alkoholi-
laimennoksessa. Taman jalkeen naytteen solut pérhsediin. Permeabilisaatio ja anti-
geenien paljastus tehtiin mikroaaltouunissa kakstda seitseman min. Tris-HCI -pusku-
rissa (pH 9.0). Mikroaaltouunikasittelyn jalkeenyttéet jadhtyivat 20 min., minka jalkeen
naytteet pestiin ultrasuodatetulla vedella ja PRBSrzliisi min. kullakin. Liséksi naytteet

kastettiin PBS-Tween:iin vasta-aineiden epaspesifisitoutumisen estamiseksi.

Primaarivasta-aineet pipetoitiin leikkeille kahdeasta-aineen sekoituksena siten, etta toi-
nen vasta-aine oli CAV16- ja toinen joko insuliinglukagoni-, tai somatostatiinivasta-
aine. Vasta-aineet liuotettiin 0.1 % BSA/PBS -lamnesliuokseen Taulukon 10 mukaan ja
liuosta lisattiin leikkeille 200 ul. BSA oli Calbohemin (Merck KGaA, Saksa) nukle-
iinivapaata naudan seerumin albumiinia. Vasta-demiannettiin inkuboitua kosteassa
kammiossa tunti (RT). Naytteet pestiin kolme kert@ai min. PBS-Tweenilla sitoutu-
mattomien vasta-aineiden poistamiseksi. Taméan galkeytteille lisattiin sekundaarivasta-
aineet sekoituksena, jonka jalkeen naytteita inkutbo kosteassa kammiossa 30 min.
RT:ssd. Seuraavaksi naytteet pestiin, kuten privegin-aineinkubaation jalkeen. Lisana
oli kuitenkin 5 min. vesipesu (Millipore), jonkalk&en naytteet pedattiin ja niiden annet-
tiin kuivua RT:ssa 24 h. Fluoresenssin haalistumesstamiseksi kokeiltin ProLong Gold
antifade agent -petausainetta (Invitrogen Ltd.Bsitannia), joka otettiin hyvien ominai-
suuksiensa vuoksi kaytt6on. Petausainetta kaytetiimistajan ohjeiden mukaisesti.

Taulukko 10. Vasta-aineet, niiden pitoisuus sekd@imennussuhde.

Vasta-aine Pitoisuus mg/ml Laimennos
CAV16-vasta-aine 0.6 1:5
Insuliini Ab-6-vasta-aine 0.2 1:150
Glukagonivasta-aine 11.8 1:300
Somatostatiinivasta-aine 0.14 1:500
Alexa-Fluor 488 nm 2 1:200

Alexa-Fluor 555 nm 2 1:400
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Immunofluoresenssiin perustuvan kaksoisvarjaykgsimointi

Immunofluoresenssiin  perustuva kaksoisvérjays apmtim polyklonaaliselle kanin
CAV16-vasta-aineelle. Optimoitu menetelméa on keéwrdokonaisuudessaan luvus3®
Fluoresenssiin perustuva immunohistokemiallinens&avarjays Optimoinnissa kaytet-
tiin immunoperoksidaasivarjayksella CAV16-positilsi todettuja ihmisen haimaleik-
keita. Optimoinnissa pyrittiin [6ytamaan optimaalnvasta-aineen laimennossuhde suh-
teessa spesifisen varjaytymisen seka taustavamisgy intensiteetin kanssa. Vasta-aineen
laimennoksessa kaytettiin laimennossuhteita vélil&- 1:100. Prim&é&rivasta-aineiden an-
nettiin inkuboitua huoneenlammadssa tunnin ajanikaikaimennoksilla; poikkeuksena oli
laimennos 1:100, joka inkuboitiin yon yli +4 °C:sJaustavarjaytymista vahennettiin au-
tofluoresenssin estokasittelylla ja epaspesifisitsutumiskohtien poistokasittelylla. Auto-
fluoresenssi estettiin 0.1 % Sudan Black:lla, jokaliuotettuna 70 % etanoliin. Laseille
pipetoitiin ennen primaarivasta-aineiden lisdysdinr?00 pl Sudan Black:ia ja annettiin
inkuboitua kosteassa kammiossa 20 min., jonka gglk@&iytteet pestiin kolme kertaa vii-
den min. ajan PBS-Tween:illa. Lisaksi leikkeillekedtiin myos kasittelya 0.25 % ammo-
niakilla autofluoresenssin vahentamiseksi. Lasealf@etoitiin 200 pl 70 % etanoliin lai-
mennettua 0.25 % ammoniakkia ja annettiin inkul@itnnin ajan kosteassa kammiossa.
Epaspesifiset sitoutumiskohdat leikkeeltd este8iivh PBS:aan liuotetulla BSA:lla. Nayt-
teille pipetoitiin blokkausliuosta 200 ul ja anmiettinkuboitua 20 min. BSA:ta ei pesty
pois naytteesta ennen primaarivasta-aineinkubaat®\V16-vasta-aineen laimennokseen
kaytettiin PBS:&4, 0.1 %:sta BSA-liuosta tai vilpenan munuaisepiteelin verosoluista teh-
tya 50 % suspensiota. Verosolususpensio valmistéktnfluentilta maljalta irrotetuista
verosoluista. Solut irrotettiin maljasta kolmeli&gytys-sulatus syklilla. Liukenematon so-
lufraktio erotettiin sentrifugoimalla. Liuoksestayettiin erottunut supernatantti, joka lai-
mennettiin PBS:&an. Taman laimennosliuoksen tarke@na oli estdd epaspesifisten vas-
ta-aineiden sitoutuminen leikkeeseen. Sekundaakisehen kanivasta-aineen aiheuttama
taustavarjaytyminen poissuljettiin kontrollileiké&tkayttden. Kontrollileikkeelle pipetoitiin

ainoastaan PBS-liuosta primaérivasta-aineen sijaan.



45

3.6 In situ -hybridisaatio ja sen optimointi

Tassa tutkimuksessa kaytetyn ISH-menetelméa peruaik@isempiin julkaisuihin (Ho-

henadl ym., 1991; Breitschopf ym., 1992). Tutkimegsani kaytetyt naytteet olivat for-
maliinifiksattuja ja parafiiniin valettuja hiiren emikudosleikkeita ja ihmisen haimaleik-
keita. ISH:n kontrolloinnissa kaytettiin formalifiksattuja ja parafiiniin valettuja Balb/c-

hiirten kudosnaytteitd (n = 2). Naytteiden esivalmiuissa ja kasittelyssa kiinnitettiin
huomiota RNaasi-kontaminaatioriskiin, kuten luvussa Kudosnaytteet ja naytteiden
valmistus(alkaen s. 37) on kerrottu. Liuoksiin kastojerk@dn naytelasien pohjat, reunat
ja leikettéa ymparoiva lasi kuivattiin puhtaalla paifia pipetointien helpottamiseksi. Koko

ISH-menetelman aikana pyrittiin valttamaan kuitenkéytteen kuivumista.
Koettimien leimaus ja koetinseoksen valmistaminen

Koettimien leimauksessa kaytettin DIG Oligonucldet Tailing Kit, 2nd Generation
(Roche Diagnostics, Saksa) -pakkausta ja koettifreanaus ja leimauskontrolli tehtiin
valmistajan ohjeiden mukaan. Pakkauksen reagessisit leimauksessa kaytetyt liuostila-

vuudet on kerrottu Taulukossa 11.

Ultrasuodatettuun veteen liuotettua koetinta (10@o|dl) kaytettiin leimausreaktiossa 10
pmol. Reagenssit pipetoitiin Taulukon 11 mukaisgas@styksessa. Leimausreaktio teh-
tiin +37 °C:ssa 15 min., minka jalkeen reaktio pystiin 0,2 M EDTA:lla, pH 8. Taman
jalkeen leimatut koettimet varastoitiin pakastime2@ °C tai niista valmistettiin hybridi-

saatioreaktion kayttéliuos Taulukon 12 mukaan.

Taulukko 11. Koettimien leimaukseen tarvittavat reayenssit.

Reagenssi: Tilavuus: pl

Vesi 8
Koetin (10 pmol/l)

Reaktiopuskuri (Kalium kakodylaatti, Tris-HCI, BSA)
CoCL (25 mM)

DIG-dUTP (1 mM)

dATP (10 mM)

Terminaalinen transferaasi (400 U/pl)

[ = = N S N
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Taulukko 12. Koetinseoksessa on koettimen ohella hybridisaatioslosuhteisiin ja kinetiikkaan vaikut-
tavia liuoksia.

Reagenssi: Tilavuus: pl Valmistaja

Vesi (Ultrasuodatettu) 77 -

SSC 20 X 100 Roche Diagnostics, Saksa
Denhardtin liuos 50 X 10 Applichem, Saksa
Dextraanisulfaatti 50 % 50 Applichem, Saksa

Kalan maidin DNA (10 pg/ml) 10 Roche Diagnostics, Saksa
Leimattu koetin 2,25 TAG Copenhagen A/S, Tanske
Formamidi 250 Sigma-Aldrict?, Saksa

Naytteiden esikasittely

ISH:n ensimmaisessa vaiheessa poistettiin kuddsista parafiini, minka jalkeen nayttei-
siin saatettiin vesi laskevan etanolisarjan aviRiaafiini poistettiin ksyleenissa, jossa nay-
telaseja inkuboitiin 5-10 min. riippuen leikkeendsta. Ksyleeni poistettiin etanolisarjan
(99 %, 96 % ja 70 %) ja ultrasuodatetun veden aviléikkeen solut tehtiin koettimia la-
paiseviksi proteinaasi K:n (MagNA Pure LC Total.dRe Diagnostics, Saksa) avulla. Pro-
teinaasi K laimennettiin TES-puskuriin (10 mM TrisMm EDTA, 0,15 M NaCl) 1:10,
(100 pg/ml). Lasit asetettiin kosteaan kammioofejikeille pipetoitiin noin 100 ul pro-
teinaasi K -liuosta siten, etta leike peittyi kokan. Naytteita inkuboitiin kosteassa kam-
miossa +37 °C:ssa 15 min. ilman peitinlaseja. N@tpostfiksattin 0,4 % formalde-

hydissa 5 min. +4 °C:ssa, minka jalkeen nayttedstipn vedella 5 min.

Hybridisaatioreaktio ja pesut

Leikkeille pipetoitiin 20-30 ul koetinseosta leild koosta riippuen. Leikkeiden paalle
asetettiin peitinlasit ja naytelasit lampokasiteltampolevylla (+95 °C, 6 min.), jossa suo-
ritettiin koettimien ja nukleiinihappojen denatutiassek& formaliinin muodostamien hyd-
roksimetyleenisiltojen purkaminen. TAman jalkeesiti@ahdytettiin nopeasti jadhauteessa
noin 1 min. ajan. Laseja inkubointiin 3 h, +42 $€a, kosteassa kammiossa, jossa varsi-

nainen hybridisaatio tapahtui.
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Hybridisoitumattomat koettimet pestiin pois 2xSS@Skurilla (Roche Diagnostics. Saksa)
kaksi kertaa 5 min. Seuraavaksi naytteet pestd2 #C:ssa, 10 min., 0,1xSSC-puskurilla,

joka pesi viela epéaspesifisesti sitoutuneet koettieikkeelta.

Taulukko 13. Kayttamamme ISH-menetelmén detektio pristuu Roche Diagnostics:in reagensseihin.

Liuos: Valmistus: Liuoksen tehtava:

Blocking solution 10xBlocking solution -liuosta laimen Estaa anti-DIG-AP -vasta-aineen sitou:

-liuos nettiin 1xmaleiinihappo puskuriin 1:1  tumisen epaspesifisesti.

Anti-Digoksigeniini- | Vasta-aine sentrifugoitiinn 5 min. Vasta-aine sitoutuu digoksigeniini lei-

AP, 150 U 10000 rpm, ennen laimennusta. Lai- maan mahdollistaen epasuoran immu-
mennus Blocking solution -kayttéliuo noentsymaattisen detektiomenetelméan
seen 1:500.

NBT/BCIP NBT/BCIP -detektioliuos laimennettii NBT/BCIP defosforyloituu alkalisen fos

-detektioliuos detektiopuskuriin 1:50. fataasin katalysoimassa reaktiossa mu -

dostaen purppuran tai sinertdvan varin

Koettimien detektio

Ennen koettimien detektiota, naytelasit kastettxmaleiinihappopuskuriin (Roche Diag-
nostics, Saksa), jonka jalkeen néaytteille pipatoiBlocking solution —liuosta. Liuosta pi-
petoitiin leikkeelle noin 100 pl siten, ettd leipeittyi kokonaan ja annettiin inkuboitua
kosteassa kammiossa, RT, 15 min. Seuraavaksi agyt&hstettiin maleiinihappopusku-
riin, jonka jalkeen laseille pipetoitiin anti-DigfA-vasta-aineliuosta, noin 80 pl siten, etta
leike peittyi kokonaan (Taulukko 13). Naytteita utdoitiin kosteassa kammiossa RT:ssa 1
h. Taman jalkeen naytelaseja pestiin kaksi keraaih. 1xmaleiinihappopuskurissa ja 5
min. 1xdetektiopuskurissa. Seuraavaksi laseilletpifiin NBT/BCIP —detektioliuos. Liu-
osta pipetoitiin laseille 20-50 pl leikkeen koosippuen. Naytteiden ja detektioliuoksen
paalle asetettiin peitinlasi. Naytteet inkuboituikasteassa kammiossa, pimeéssé ja RT:ssa
yon yli. Seuraavana paivana naytelaseilta poistgiitinlasit varoen vaurioittamasta nay-
tettd. Ylimaarainen NBT/BCIP -detektioliuos huuhdel pois vedella. Taméan jalkeen
naytteet varjattin vastavérilla (Nuclear Fast R&gma Aldrict?, Yhdysvallat) noin 2
min. ajan. Ylimaarainen vari huuhdeltiin vedelldgpdraman jalkeen naytteista poistettiin
vesi etanolilla (96 % ja 99 %). Lopuksi naytteestedtiin ksyleeniin 45-60 s. Naytteiden
ksyleenissa kirkastamisen jalkeen ne pedattiin asp&uivumisen valttdmiseksi. Petaus-
aineena kaytettiin ksyleenipitoista Mount-Quick {@aSangyo CO., Japani) petausainetta.
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In situ -hybridisaation optimointi

ISH-menetelman optimoinissa haettiin oikeat olosahtuusille suunnittelemillemme ko-
ettimille. Positiivisena kontrollina kaytettiin foraliinifiksattuja ja parafiiniin valettuja hii-
ren monikudosleikkeita. Hiirindytteet olivat CBVABfektoituja Balb/c-hiiren kudoksia.
Negatiivisena kontrollina kaytettiin kudosleikkeit@fektoimattomasta hiiresta. ISH-me-
netelma optimoitiin hiirinaytteillda, koska ihmisemteroviruspositiivista haimakudosta ei

ollut saatavilla.

Optimoitu menetelma on kerrottu luvussa 6situ -hybridisaatio ja sen optimoingal-
kaen s. 45)Olosuhteista optimoimme koettimien ja nayteleiklegi nukleiinihappojen de-
naturaatiolampdotilaa seka hybridisaation jalkeipesun lampoétilaa. Denaturaatiolampoti-
lan optimointi suoritettiin, koska epailtiin, ettefiytelasien lampotila nouse riittavasti pur-
kamaan formaliinifiksauksessa syntyneitéd hydrokspieenisiltoja sek& erottamaan se-
kundaarisia nukleiininapporakenteita ja kaksoidjeits toisistaan. Denaturaatiota kokeil-
tiin 95 °C ja 110 °C lampdtiloilla. Hybridisaatigalkeisten pesujen optimoinnissa kokeil-
tiin lampdatiloja valilla +23 - +42 °C.

moinnilla haluttiin lisata koettimien detektiotehavahentad samalla epaspesifista sitou-
tumista seka taustavarjaytymista. Koska positivgsd&ontrollina kaytetyt kudosleikkeet
ovat peraisin CBV3-infektoidusta hiiresta, optimussa kaytettiin enterovirus B -lajis-
pesifisid koettimia, jotka on suunniteltu tunnistan ainoastaan enterovirus B -lajiryhman
serotyyppeja. Liséksi kaytettiin koetinta, joka soiteltiin sitoutuvan kaikkien enterovi-
ruslajien negatiiviseen RNA-juosteesen. Koettimekdnaismaara puolikertaisessa koe-
tinseoksessa oli 125 ng, jolloin koetinseoksenikpébisuudeksi satiin 250 ng/ml. Yksin-
kertaisessa seoksessa koetinméaara oli 250 ng @@t)nkaksinkertaisessa seoksessa 500
ng (1000 ng/ml) ja viisinkertaisessa seoksessa 125(®500 ng/ml). Taulukossa 12, on
kerrottu koetinseoksessa tarvittavien reagenssipat@ntitiiavuudet ja yksinkertaiseen

koetinpitoisuuteen tarvittava koetintilavuus.
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Yhdistamalla enterovirusgenomin eri kohtiin sitowgti2Cb- ja 3Db -koettimet haluttiin
saada tietoa, ettd vahvistuuko hybridisaatiosignaal hairitsevatkd koettimet toistensa
hybridisoitumista. Naiden koettimen maarat olive25 ng + 125 ng, 250 ng + 250 ng ja
500 ng + 500 ng. Liséksi selvitettiin, hairitsevi@thri enteroviruslajeja tunnistavien koet-
timien yhdistdminen 2Cb-koettimen detektiotehogispasifiset koettimet pipetoitiin leik-
keille Taulukon 14 mukaisesti.

Taulukko 14. Koetinseoksien valmistaminenKoetinseos 1 on kontrolli, eika siihen lisatty tauenterovi-
ruslajeja tunnistavia koettimia. Koetinseos 4 pstalan sisaltda kaikki koetintyypit.

Koettimet 2Cb 2Ca 2Cc 2Cd
Koetinseokset
Koetinseos 1 20 pl - - -
Koetinseos 2 10 pl 10 pl - -
Koetinseos 3 7 pl 7 ul 7 pl -
Koetinseos 4 5 pl 5 pl 5 pl 5 ul

Koettimien detektiotehon ohella haluttiin tietoadsykoettimien lajispesifisyydesta. Koska
kaytdssdmme oli ainoastaan CBV3-positiivista naytlelsta, koettimien lajispesifisyytta
voitiin arvioida enterovirus B -lajeja tunnistavi@Cb- ja 3Db -koettimien osalta. Koetti-
mien lajispesifisyyden varmistamiseksi CBV3-posiien hiiren kudosleikkeille tehtiin
ISH-kokeita, joissa kaytettiin koettimina enteragra, ¢ ja d -lajit tunnistavia 2C- ja 3D —
alueille suunniteltuja koettimia. Positiivisena kaflina kaytettiin 2Cb- ja 3Db -koetinta.

Lajispesifisyyden maarittamisessa kaytetyt koebkset sisalsivéat koetinta 250 ng.

3.7 Naytteiden analysointi

Naytteet, jotka varjattin immunoperoksidaasi- I$#H -menetelmilla, analysoitiin Leica
DM 2000 (Leica Microsystems Wetzlar GmbH. Saksadpmwakroskoopilla. Valomikro-
skooppiin oli kytkettyna Olympuksen digitaalinen @B (Olympus America Inc., Yhdys-
vallat) kamera ja sita ohjattiin Olympuksen Cell(@lympus America Inc., Yhdysvallat) -
tietokoneohjelman valityksella. Naytteiden analysissa kaytettiin Leican Hi Plan objek-
tiivisarjaa 4x, 10x/0.25 SL, 20x/0,45, 40x/0.656@x/0.75 pol. Nelja kertaa ja 20 kertaa
suurentavia objektiiveja sekd edella mainittua oskooppia kaytettin myodg-solujen
pinta-alan ja niiden osuuden maarittamisessa haidwieikkeiltd. Immunoperoksi-

daasivarjatyista 1-10 -haimaleikkeista otettiin kyenen kuvaa kustakin leikkeesta kayt-
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téden 20-kertaista objektiivia. Nelikertaista objekd kaytettdessa kuvia otettiin viisi hai-
maleikettéd kohden. Kuvat otettiin satunnaisistadista, jotta saataisiin luotettavampi kuva
B-solujen osuudesta leikkeella. Jokainen kuva Késit€ell*"D-ohjelman piirtotydkalulla,
jolla rajattiin eksokriininen kudos endokriinisestddoksesta (Kuva 5). Endokriinisesta
kudoksesta rajattiin lisakgrsolujen osuus. Tietokoneohjelma laski rajattujeseiden pin-
ta-alat (uM). Pinta-alojen maaritttamisen ensimmaisessa vaiiseemaaritettiin koko ku-
van pinta-ala. Taman jalkeen rajattin kuvasta pekssokriiniseen kudokseen kuu-
lumattomat alueet, kuten haimatiehyiden epitealisgh tukikudoksen solut kuten adi-
posyytit. Aukot ja alueet, joissa ei ollut leikettajattiin pois. Seuraavaksi maaritettiin en-
dokriinisen kudoksen pinta-ala ja endokriinisestéldksestg3-solujen pinta-ala. Poisra-
jattujen alueiden pinta-ala ja endokriinisen kudwkpinta-ala laskettiin yhteen ja summa
vahennettiin koko kuvan pinta-alasta. Vahentdmiseniuksena saatiin eksokriinisen ku-
doksen pinta-ala-solujen suhteellisen osuuden maarittamis@ksolujen pinta-ala jaet-
tiin eksokriinisen kudoksen pinta-alalla ja keniatsadalla.

Kuva 5. Immunoperoksidaasivarjatty haima 3 -leike,josta maaritettiin p-solujen ja eksokriinisen ku-
doksen pinta-ala. Nuolet osoittavat piirtotydkalun jattamia merkijitdjoiden avulla Cell*D-ohjelma laski
rajauksen sisaan jaaneen pinta-alan JuMarjayksen primaarisena vasta-aineena kaytettigmsussa tuo-
tettua insuliinivasta-ainetta.
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Kaksoisvarjattyjen haimaleikkeiden immunofluoreseagarkasteltiin Olympuksen 1X 70
(Olympus America Inc., Yhdysvallat) konfokaalimikiaopilla. Mikroskooppia ohjattiin
Andor 1Q 1.4 (Andor Technology plc., Yhdysvallathjelmalla. Objektiiveina kaytettiin
Olympuksen 100x/1.25 -6ljyimersio-objektiivia se®@ympuksen LCAch 20x/0.40 php -
objektiivia. Kamerana kaytettin Hamamatsun ORCArjan digitaalikameraa (Hama-

matsu Corporation, Japani).

Molempien kanavien intensiteetti seka valotusadsapainotettiin ja suhteutettiin fluore-
senssin intensiteettiin. EM gain -arvo (Engl. Blentmultiplying gain) asetettiin molem-
milla kanavilla arvojen 180 — 190 valiin ja valoailsa vaihteli objektiivista ja suurennuk-
sesta riippuen 600 ja 1500 millisekunnin valillaart&vien vuotamisesta johtuva vaara ko-
lokalisaatio estettiin jakamalla kanavat ja skanmaléa eri eksitaatioaallonpituuksilta syn-
tyvat fluoresenssit erikseen. Kuva muodostettiimigantekniikalla neljan kuvaraamin kes-
kiarvosta. Valotusajan ja kuvanmuodostumisen jalkestiin molemmilta kanavilta muo-
dostuneet kuvat sulauttaa tarvittaessa yhdeksilgivgsta voitiin tarkastella kolokalisaa-
tiota. Kuvista saadettiin kontrastia jyrkemmaksiaged 1.42q (National Institutes of

Health, Yhdysvallat) kuvankasittelyohjelmalla.
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4 TULOKSET

Pro gradu -tutkielmani tulokset on jaettu kolmegrosa-alueeseen. Ensimmaisessa osassa
on immunoperoksidaasivarjayksen tuloksia ja tosessassa tuloksia ISH:n ja immuno-
fluoresenssiin perustuvan kaksoisvarjayksen optimeta sekda CAV16-saarekesolus-
pesifisyyden maarityksista. Kolmannessa osassaloksiap-solujen suhteellisista osuuk-
sista haima 1-10 -kudosleikkeista. Liséksi kolmasaeosassa on tuloksia 5-D8/1 vasta-ai-

neen epitoopin BLAST-hausta.

4.1 Immunoperoksidaasivarjays

Kaikissa haima 1-10 -leikkeissa havaittiin haimardakriinisessa osassa varjaytymista
CAV16-vasta-aineella (Kuva 6). Varjaytyminen lolsalitui padasiassa haiman saarekkei-
siin. Taustavarjaytymista havaittiin haimakudoks#isokriinisessa osassa. Kaikki saarek-
keet varjaytyivat haima 1-10 -leikkeista eika vgtyinattomia saarekkeita havaittu. Osa
leikkeiden saarekkeista varjaytyi kokonaan ja as&ssmogeeni lokalisoitui tiettyihin saa-
rekesoluihin. Varjayksen intensiteetti vaihteli éraimaleikkeiden valilla merkittavasti.
Vaihtelua intensiteetisséd havaittin myds samamhbégikkeen eri saarekkeiden valilla.
CAV16-vasta-ainetta kaytettdessa haima 6001 ja 6likkeiden saarekkeet varjaytyivat
hyvalla intensiteetilla ja taustavarjaytyminenwihaista. Haima 6001 -leikkeen saarekkeet
varjaytyivat voimakkaammin kuin haima 6007 -leikkesaarekkeet (vrt. Kuva 6g ja 6i).
Saarekkeiden varjaytyminen oli soluspesifista, mikiyy hyvin Kuvasta 7a. Haima 6001
-leikkeen saarekkeista noin 70 % varjaytyi selliejastoput olivat taysin varjaytymatto-

mi&. Kokonaan varjaytyneita saarekkeita ei leikidnavaittu.
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Haima 6001

Haima 6.00 1%

o, TR Haima 6007 e
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Kuva 6. Haimaleikkeiden CAV16-immunoperoksidaasivarjays. Varjaytyminen nakyy kuvissa ruskeana
varina, joka on rajoittunut haiman endokriinisesaan. Saarekkeet ovat varjaytyneet lahes kokoreeér
jaytyméttomat solut sijaitsevat saarekkeen sis@asivarjayksen intensiteetti vaihteli eri haimaigigen
valilla. Haima 6001 -leikkeen saarekkeet varjaydyilman taustavarjaytymista (g) ja varjaytymingytt
kappaleess®.4 Immunohistokemiallinen peroksidaasivarjayminitut kolme enteroviruspositiiviseen var-
jaytymiseen vaadittavaa ehtoa. Haima 6001 -leikéiebavaittin myds varjaytymattomia saarekkeita. (h)
Taustavarjaytymista havaittiin haimaleikkeissaja-6e nakyy haaleana oranssin ruskeana varind hakia
sokriinisessa osassa. Suurinta taustavarjaytyrhigtéittin haima 5:n (e) leikkeessa. Vahiten taausté
haima 6001 ja 6007- (g, h ja i) sek& haima 5* Kedssa (f), joka varjéttiin 1:200 CAV16-vasta-aibap
suudella. Muut leikkeet varjattiin kayttden CAV18sta-ainelaimennosta 1:100. Kuvien suurennus oR 630
kertainen. Mittajana on 50 pm.

CAV16 _ CAV16 , / E

Kuva 7. Saarekkeet samalta 6001 -haimaleikkeelt&aarekkeessa a kromogeeni on lokalisoitunut selkeas
vain osaan saarekkeen soluista (vrt. nuolet). 8kassa b kromogeenia ei ole lainkaan. Mittajan®@mum
ja suurennos 630-kertainen.
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Kuva 8. Haimaleikkeiden CBV3-immunoperoksidaasivarjays.Saarekevarjaytyminen on erittdin heikkoa
eikd se eroa merkittavasti taustavarjaytymisessusivarjaytyminen on voimakasta kaikissa haim® 1-1
saarekkeissa (a-d). Varjaytymisen voimakkuuden tehihsaarekkeissa eri haimanaytteiden valilla on va
haistd. Haima 2 -saarekkeiden varjaytyminen on a&kainta (b), mutta taustaa on kuitenkin runsa&sti-
jaytyméattomia saarekkeita havaittiin leikealueilleissa taustavarjaytyminen oli heikkoa. Varjaytyténat
saarekkeet havaittiin eksokriinisestd kudoksestattierina tarkkarajaisina vaaleina alueina. Tausta-
varjaytymista havaittiin etenkin haimaleikkeist@jlta saarekkeet olivat varjaytyneet vahvimmin. idai
6001 ja 6007 -leikkeilla (e ja f) ei havaittu teagirjaytymista eikd saarekevarjaytymista. Varjagksemaa-
risend vasta-aineena kaytettiin itsetuotettua pohdalista CBV3-vasta-ainetta. Kuvien suurennus68f-
kertainen. Mittajanan pituus on 50 um.
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Kuva 9. Haimaleikkeiden Echo-11-immunoperoksidaasivarjays.Saarekevarjaytyminen on intensitee-
tiltd&n heikkoa ja runsasta taustavarjaytymistéatiav jokaisessa haima 1-10 ja haima 6007 -ledided (f).
Haima 6001 -leikkeet eivat varjaytyneet lainkaan rjaytymattdmia saarekkeita ei haima 1-10 Heiksa
havaittu. Saarekkeet ovat varjaytyneet kokonada, saaarekesoluvalikoivaa varjaytymista detektdtnik-
keuksen muodostaa kuitenkin haima 3, jossa oltassiarekkeita, jotka eivét olleet varjaytyneetdaaan.
Taustavarjaytyminen oli tallakin leikkeella kuitenknerkittavaa (c). Varjayksen primaarisena vasteena
kaytettiin itsetuotettua polyklonaalista Echolltaaaginetta. Kuvien suurennus on 630-kertainen.djittan
pituus on 50 pm.
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CBV3- ja Echoll -vasta-aineita kaytettdessa vémgisset olivat samansuuntaisia kuin
CAV16-vasta-ainetta kaytettaessa, mutta saarekkeidgaytyminen oli heikompaa. Mie-
lenkiintoinen tulos on, ettd CBV3- ja Echoll -vaataeilla suurin osa haimojen saarek-
keista varjaytyi kokonaan ja saarekesoluspesifidaaytyminen oli vahaista (Kuva 8a-d
ja Kuva 9a-d). CBV3- ja Echoll -vasta-aineilla s&keiden varjaytymisen suhde tausta-
varjaytymiseen oli heikompaa kuin CAV16-vasta-alleeraustavarjaytyminen oli run-
sasta etenkin Echoll-vasta-aineella varjatyis¥kdesisa (Kuva 9a-d ja f). Haima 6001
leikkeen saarekkeet eivat varjaytyneet kummallakessta-aineella. Haima 6001 ja 6007 -
leikkeet osoittautuivat CBV3-varjayksen mukaan CB\Wyatiivisiksi (Kuva 8e ja f). Var-
jaytymista ei havaittu saarekkeista eikd haimanolekisisistd osista. Mydsk&aan taus-
tavarjaytymista ei havaittu. Echoll-vasta-ainetdlaty varjays antoi mielenkiintoisen tu-
loksen, silla haima 6001 -leike oli taysin varjaggton, kun taas haima 6007 -leikkeessa

oli erittain runsasta taustavarjaytymista (Kuva 9f)

4.2 Immunofluoresenssiin perustuvan kaksoisvarjayksn optimointi

Immunofluoresenssiin perustuvan kaksoisvarjayksptimminnissa kokeiltin  CAV16-
vasta-aineen eri pitoisuuksia. Optimoitu menetetm&errottu kokonaisuudessaan luvussa
3.5 Fluoresenssiin perustuva immunohistokemiallinekskevarjayqalkaen s. 42). Nayt-
teind kaytettiin immunoperoksidaasivarjayksellaeemtiruspositiiviseksi todettuja haima
6001 ja 6007- seka haima 5 ja 3 -leikkeita. Vasgta-daimennoksina kaytettiin pi-
toisuuksia valiltd 1:5 - 1:100. Enterovirusta dédékin 1:5, 1:10 ja 1:20 vasta-ainelaimen-
noksilla. Laimeammilla vasta-ainepitoisuuksilla emolvirusta ei kyetty detektoimaan.
Voimakkain fluoresenssi saavutettiin laimennoksai&a

Polyklonaalinen CAV16-vasta-aine aiheutti melko sasta taustavarjaytymista, mitd ha-
vaittiin varsinkin tumissa (Kuva 11d, s. 58). Kalligé insuliini-, glukagoni-, ja somatos-
tatiinivasta-aineita kaytettaessa ei havaittu ntgrkéd taustavarjaytymista. Signaalin suh-
detta taustaan (Engl. signal to noise ratio) pyrittostamaan vahentdmalla taustaa. Leik-
keelle pipetoitavat 5 % BSA- ja 0.1 % Sudan Blaakos heikensivat merkittavasti mo-
lempien signaalien muodostumista ilman tumavarjaiggn vahenemistad. Vasta-aineen

laimennosliuoksena kaytetyt 0.1 % BSA seka verastauehty 50 % suspensio eivat va-
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hentaneet tumavarjaytymisté, mutta eivat myoskaduntaja signaaleja. Autofluoresenssia
ei havaittu vasta-ainelaimennoksilla 1:5 ja 1:1Gs¢aoli haima 6001 ja 6007 -leikkeilla
hieman vahaisempaa kuin haima 3 ja 5 -leikkeill@LBng Gold antifade agent -petausai-
neella (Invitrogen Ltd., Iso-Britannia) pedatutkleeet sailyivat +4 °C:ssa ja pimeassa fluo-
resenssin haalistumatta todella hyvin. Leikkeetik@sfluoresenssin haalistumatta yli vii-
den kuukauden varastoinnin sekd useat mikroskagerrt.

4.3 Coksackievirus A16:n saarekesoluspesifisyyden madys

CAV16-saarekesoluspesifisyytta maaritettiin immunofesenssiin perustuvalla kaksois-
varjayksella 6001 ja 6007 -haimaleikkeista sekankbaB ja 5 -haimaleikkeista. Tutkituista
naytteista kyettiin osoittamaan enterovirusinfelkkteoma 6001 ja haima 5 -haimaleikkeista
(Kuva 10 ja Kuva 11). CAV16-vasta-aineet seka imsirbsta-aineet lokalisoituvat samoi-
hin saarekesoluihin haima 6001 -leikkeessa (Kuva \t@sta-aineiden kolokalisaatio na-
kyy keltaisena fluoresenssina sytoplasmassa (K@eajd Kuva 11c ja i). CAV16 -vasta-
aine ei kolokalisoi glukagoni- tai somatostatiirste@aineiden kanssa (Kuva 10f ja i). Ku-
ten immunoperoksidaasivarjayksessa, haima 600kkdelta 16ytyi sekd CAV16-varjayty-
neita etta varjaantyméattomia saarekkeita (Kuva fl18AV16-varjaystuloksen havaittiin
korreloivan immunoperoksidaasivarjaystuloksen kandsokonaan fluoresoivia saarek-

keita ei leikkeelta todettu.
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Insuliini

Glukagoni

Somatostatiini

Kuva 10. CAV16-SAAREKEsoluspesifisyyden maaritys haima 600%leikkeistd. CAV16-varjaytyminen
nakyy konfokaalikuvista vihredna fluoresenssinéndsena fluoresenssind néakyvat saarekesolujeratoatt
soluspesifiset peptidihormonit. Polyklonaalinen ika@AV16-vasta-aine mahdollistaa vahvan fluoresniva
signaalin muodostumisen insuliinia tuottaviftasoluista (a,b ja c). Kaksoisvarjiyksen mukaan C8&V1
proteiinit ja insuliini kolokalisoituvat lahes téps mika nakyy keltaisena varina kuvassa c. Kolslaltiota
glukagonin tai somatostatiinin kanssa ei havaittja (). Suurennus on 200-kertainen ja mittajangp@au-
deltaan 20 pm.
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Insuliini Yhdistetty

Insuliini Yhdistetty

Kuva 11. CAV16-infektoitunut ja infektoitumaton haima 6001 -saareke.Infektoituneessa haima 6001 -
saarekkeessa CAV16-vasta-aine kolokalisoi insalikénssa voimakkaasti. Voimakkaasta kolokalisagtios
huolimatta sytoplasmassa havaittiin pienid lokaligeeroja (c). Infektoitumattomassa haima 6001 redaa
keessa CAV16-vasta-aine sitoutuu ainoastaan tumiikd, spesifista varjantymista tapahdu (d,e,fur&uor
nos on 1000 kertainen ja mittajana on pituudelteapm.

4.4 ISH:n ja koetinpitoisuuksien optimointi hiiren kudoksilla

Optimointi tehtiin Enterovirus B -lajien genomin 2{& 3D —alueelle ja enterovirusten ne-
gatiivisjuosteiseen RNA:han sitoutuvilla koettimillEnsimmaisissa ISH kokeiluissa ha-
vaittiin, ettd infektoituneet hiiren kudokset oittain herkkia leikkeiden kasittelysta joh-
tuville vaurioille. Peitinlasien jattaminen pois lkesta inkubaatiovaiheesta vahensi ka-
sittelystad johtuvia irtoamisia ja leikevaurioitaeihlasin ja kudosleikkeen valiin jaavaa
liuostilavuutta kasvatettiin kaksinkertaiseksi, enk&hensi peitinlasia poistettaessa mukana
irtoavan kudoksen maaraa. Entrovirusnegatiivis@ernikudosleikkeet eivat olleet herkkia

kasittelysta aiheutuville vaurioille.

ISH:n olosuhteiden optimoinnissa kokeiltiin denaation sek& hybridisaation jalkeisen
pesun lampdotilamuutoksia. Denaturaatiolampdtilanutmsl kuumemmaksi heikensi hybri-

disaatiosignaalin voimakkuutta merkittavasti. Latipd ollessa +95 °C, saatiin vahvin
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hybridisaatiosignaali. Hybridisaation jalkeisen ypedampdtilan laskulla ei ollut suurta
vaikutusta hybridisaatiosignaaliin tai taustavégéysen muodostumiseen, kun kaytettiin
2Cb-koetinta. Pesut RT:ss&, +30 °C:ssa ja +36 a(essit lisanneet taustavarjaytymista.
Hybridisaatiosignaali oli aavistuksen vahvempi abmmilla pesulampétiloilla. Huo-

mionarvoista kuitenkin on, etta kaytettdessa +3® j& +42 °C:n pesulampadtiloja hybridi-

saatiosignaali selkenee ja varjaytyneet solut @vatttoisistaan paremmin.

4.5 Enteroviruskoettimien optimointi: signaalin vahvuuden ja lajispesifi-
syyden maaritys

Koettimet tunnistivat positiivisesta hiirileikke@stCBV3-infektion ainoastaan haimaku-

doksen ekrokriinisesta osasta, mika oli odotettastuPernakudos ja sydanlihaskudos oli-
vat aina enterovirusnegatiivisia. Ohutsuolen kudbksirjaytyivat aina epaspesifisesti seka
positiivisilla ettéa negatiivisilla kontrolleilla (Kva 12).

Enterovirus B -lajeja tunnistavat enteroviruskeeét toimivat hyvin ja ne antoivat vahvan
hybridisaatiosignaalin (Taulukko 16). Enterovirus|&ien genomin 2C-alueelle sitoutuva
2Cb-koetin tunnisti tAmé&n entetoviraalisen genonei@h muita koettimia herkemmin.
Vahvin hybridisaatiosignaali saavutetiin kayttaemeeovirusgenomin 2C- ja 3D -alueille
sitoutuvia koettimia hybridisaatioreaktiossa saniaisesti. Enterovirusgenomin negatii-
visen juosteen 3’-pddn konservatiiviselle osalleowduva koetin tunnisti CBV3-
positiivisista hiirileikkeistd negatiivisjuosteisenteroviraalista RNA:ta (Kuva 13a). Koe-
tinseoksen koetinkonsentraation muutoksilla osiiitetlevan suuri vaikutus hybridi-
saatiosignaalin voimakkuuteen seka taustavarjagen.

Taulukko 15. Koettimien yhdistdmisen vaikutusten tutkiminen. Lajispesifisten2Ca-, 2Cc- ja 2Cd -koet-
timien lisddminen samaan hybridisaatioreaktioorh&rinnyt merkittavasti 2Cb-koettimen detektiotehoa

Koetinseos 4:n detektioteho on muita koetinseoksi&kompi hybridisaatioreaktiossa kaytetyn pienerp2C
koetinmaaran vuoksi.

Koettimet |2Cb 2Ca 2Cc 2Cd Hybridisaatiosignaalin
Koetinseokse voimakkuus
Koetinseos 1 20 pl - - - ++
Koetinseos 2 10 pl 10 pl - - ++
Koetinseos 3 7 pul 7 ul 7 pl - ++
Koetinseos 4 5l 5 pl 5 ul 5 ul 4F




60

Taulukko 16. Enteroviruskoettimien pitoisuuksien optimointi. Vahvin signaali saatiin kaytettdessa koe-
tinseoksen valmistamisessa 500 ng:n koetinmaarkein Xaytettyna 2Cb- ja 3Db -koettimilla parasjssis-
tulos saavutettiin kayttamalla koetinseoksessa rdpBoetinta. 2Ch- ja 3Db -koettimien yhdistamirsn
malle leikkeelle antoi vahvan hybridisaatiosignadlinan taustavarjaytymista.

Koetin- 125 ng 250 ng 500 ng 1250 ng
maaré (250 ng/ml) (500 ng/ml) (2000 ng/ml) (2500 ng/ml)
Koetin Signaali Tausta | Signaali Tausta | Signaali Tausta Signaali Tausta
2Chb ++ - +++ - +++ + na. na.
3Db + - ++ - ++ + na. na.
E- + + + + ++ + +++ ++
Koetin- | 125 ng + 125 ng 250 ng + 250 ng 500 ng + 500 ng
maaré (250 ng/ml) (500 ng/ml) (1000 ng/ml)
Koetinseo Signaali Tausta | Signaali Tausta | Signaali Tausta
2Cb + 3Db + + +++ + +++ -

— = ei varjaytymista, + = lieva varjaytyminen, ++hyva varjaytyminen, +++ = erinomainen varjaytyemn
na. = ei analysoitu

Kuva 12. CBV3-infektoidun hiiren kudoksia. Suunnittelemamme koettimet tunnistivat enterovissalge-
nomia ainoastaan haimakudoksen eksokriinisestéaos Kuvan a nuolet osoittavat pyknoottisia tumia.
Spesifista varjaytymista ei havaittu sydanlihasptrnakudoksesta: (ja d). Suolen nukkalisakkeet ja mikro-
villukset vérjaytyivat sekd negatiivisesta etta ipiogsesta kontrollista (b). Kuvan a hybridisaataktiossa
koettimena kaytettiin E1-koetinta (500 ng/ml) javian b,c ja d hybridisaatioreaktiossa 2Cb-koeti{&@0
ng/ml). Kuvan a suurennos on 630-kertainen ja paiti on pituudeltaan 50 pum. Kuvat b, ¢ ja d ovate-
nettu 400-kertaisiksi ja mittajana on 100 pm.
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B -lajin enteroviruksia tunnistamaan suunnitell@b2ja 3Db -koettimet antoi vahvan hyb-
ridisaatiosignaalin, kun naytteené oli CBV3-infakitm hiiren kudoksia. Muita enterovi-
ruslajeja tunnistamaan suunniteltuja koettimia &fiiessa ei havaittu merkittavaa hybridi-
saatiosignaalia (Kuva 14 ja Kuva 15). Lisdksi htwmaj ettéa eri enteroviruslajeille suunni-
tellut koettimet 2Ca, 2Cc ja 2Cd, eivat hairinn2€b-koettimen detektiotehoa (Taulukko
15).

DA . et B

w
s »

Kuva 13. In situ -hybrisaatio positiivisesta ja negatiivisesta hiilkkontrollista enteroviruksen negatiivista
juostetta tunnistavalla koettimella (1000 ng/ml).CBV3-infektoidun hiiren leikkeesté ainoastaan rekon
dos oli varjaytynyt. Detektiosignaali oli voimakaika taustavarjaytymistd merkittavasti havaittu (ajek-
toimattomasta hiiresta koettimelle komplementtaarisukleiinihappoa ei kyetty osoittamaan (b). Kuwan
suurennus on 200-kertainen ja Kuvan b 100-kertaikkttajanat ovat 200 pm.
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Kuva 14. Enterovirusgenomin 2C-alueelle sitoutuviedajispesifisten koettimien kyky tunnistaa entero-
virus B-lajin virusta. 2Cb-koetin tunnisti hiiren eksokriinisestd haimdéisesta komplementtaarista
CBV3:n RNA:ta ja hybridisaatiosignaali nakyy kuvassgolettina (a). 2Ca- ja 2Cc -koettimet eivat tistar
neet 2C-geenialueen RNA:ta (b ja c). 2Cd -koetirjagh epiteelisoluja (d). Suurennus on 200-kertaije
mittajanan pituus on 200 pum.

Kuva 15. Enterovirusgenomin 3D-alueelle sitoutuvierkoettimien lajispesifisten koettimien kyky tun-
nistaa enterovirus B-lajin virusta. 3Db-koetin tunnisti hiiren eksokriinisestéd haimd&sesta komplement-
taarista CBV3:n 3D-geenialueen RNA:ta. Hybridisasitinaali ndkyy kuvassa violettina (a). 3Da- ja 3Dc
koettimet eivat tunnistaneet CBV3:n RNA:ta (b jamutta 3Cd -koettimella havaittiin heikko signa&u-
van nuolet osoittavat varjaytymiskohdat. Suureroru200-kertainen ja mittajanan pituus on 200 pm.
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4.6 In situ -hybridisaatio ihmisen haimakudoksilla

Vahvimman hybridisaatiosignaalin antoi haima 60&lkkeen saareke, joka erottui var-
jaytyneena ymparoivasta kudoksesta. Saareke dilkalkonaan varjaytynyt ja siita erottui
varjaytymattomia alueita (Kuva 16a). Leikkeen kaikkuut saarekkeet olivat varjay-
tymattomia eika leikkeella ei ollut merkittavaa seavarjaytymista. Haima 5 -leikkeilla ha-
vaittiin taustavarjaytymista, minka vuoksi naytékittiin enterovirusnegatiiviseksi. Haima
1-10 -leikkeiden ISH:ssa ei havaittu hybridisaagoaalia enterovirusten negatiivista
RNA-juostetta tunnistavalla koettimella. Leikkeid@dhéaisesta maarasta johtuen haima

6001 -leike tutkittiin ainoastaan jo aikaisemmirytk&sé olleella E1-koettimella.

i b

I. ﬂ) F- : ﬁ . ‘F\1*‘._’__--_-- | -
Haima 6001 o | soHeaREL T o |
f Vi . .: \_ _‘: .

2 ' ey A gy § L i
> . 1 - o T
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Haima5 . . - " sopm | ‘Haima5. 200 pm |

Kuva 16. In situ -hybridisaatio ihmisen haima 6001- ja haima 5 -kudsleikkeista. Haima 6001 --leik-
keelle ISH tehtiin E1-koettimella. Leikkeelta 16ytie saareke, jonka soluista on osa voimakkaastjgyty-
nyt. Varjaytymisté havaitaan seka sytoplasmassalijnettd tumissa. Osa saarekkeen ulkoreunasséstaev
soluista on varjaytynyt muuta saareketta voimaklkaem{nuoli). Muut leikkeen saarekkeista olivat ¥
tymattomia (a). Haima 5 -kudosleikkeille varjayksehtiin kayttden 2Ca-koetinta (d) sekad enteroniegat
sen, 2Cb:n, 3Da:n ja 2Ca:n koettimien seosta. Bnégatiivisen ja 2Cb -koettimien pitoisuus oli (000
ng/ml) ja 2Ca- ja 3Da -koettimien (500 ng/ml) (bc)a Haima 5 -leikkeilla havaittiin erittéin heik&osarjay-
tymista joka saarekkeessa ja eksokriinisessa as¥asgiytyminen nakyy haaleana vaaleansinisen&y4drj
tymisena sytoplasmassa sekd tummina pisteina tarti3sKuvien a ja ¢ suurennus on 630-kertainekuja
vien b ja d 200-kertainen. Mittajanan pituus kuaiasia ¢ on 50 um ja kuvissa b ja d 200 um.
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4.7 Enterovirusvasta-aineen 5-D8/1 sitoutumiskohdannnastus

Dakon 5-D8/1-vasta-aineen sitoutumiskohdan rinnestila ihnmisen proteiineja kohtaan
|6ydettiin useita proteiineja, joilla on rakentegms taydellinen aminohappojen sekvenssi-
identtisyys vasta-aineen VP1-epitoopin kanssa (lkaull7). Taydellisen sekvensi-identti-
syyden jakavat useat tyrosiinifosfataasiperheedaamuvat proteiinit sekéa reseptorit.
My6s sinkkisormiproteiiniperheeseen kuuluvien piiaten rakenteista I6ydettiin taydel-
listd sekvenssi-identtisyyttd. Immuunipuolustukseiirkeiden MHC Il -luokan proteiinien
rakenteista l0ydettiin 66-88 %:sta sekvenssi-identtd VP1-epitooppisekvenssin kanssa.
Nama identtiset epitoopit voivat aiheuttaa vaardsitpvisen signaalin maaritettaessa ente-
rovirusta ihmisen kudoksista 5-D8/1 vasta-aineella.

Taulukko 17. Useat ihmisen proteiinit jakavat sekvassi-identtisyytta enteroviruksen
konservatiivisen VP1-epitoopin kanssa.

Proteiini Sekvenssi-identtisyys %
Tyrosiini-proteiini fosfataasi 100
Seriini/threoniini-proteiini fosfataasi 4 100
Sinkkisormiproteiini 100
Dystroteliini 100
Rasvahapposyntaasi 100
Ubikitiini-proteiini ligaasi, E3 100
Death domeenia avustava proteiini 100
HLA luokan Il antigeeni 88
HLA luokan | antigeeni 66
Heat shock 17 kDa proteiini 88
Heat shock 75 kDa proteiini 66
Heat shock 60 kDa proteiini 44

4.8 B-solujen suhteellisen osuuden méaaritys

B-solujen suhteelliset osuudet vaihtelevat eri h&gikkeiden valilla merkittavasti. Kaksi-
sataakertaisella suurennoksella tehdyn pinta-alatylégen mukaarg-solujen osuus vaih-
teli valilla 0.92 % (haima 8) ja 4.50 % (haima &)nelikertaisen suurennoksen mukaan va-
lilla 0.42 % (haima 1) ja 3.28 % (haima 3) (Tawakl8). Samalta haimaleikkeelta eri
suurennuksilla maaritettyjersolujen osuudet korreloivat heikosti keskenaarndéta tu-
losten valinen korrelaatio on vahaista, vaikka mwotella suurennoksilla saatiinkin haima

3 -leikkeelle suuriB-solujen osuus.
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Taulukko 18. Eksokriinisen haimakudoksen ja p-solujen pinta-alan maaritys B-solujen suhteelliset
osuudet vaihtelevat voimakaasti eri haimaleikkeid&iilla. Vaihtelua on myds samojen haimaleikkeidén
lilla, kun naytteitd tarkastellaan eri suurennd&s{R00x ja 4x).p-solujen osuudet korreloivat heikosti eri
suurennuksilla.

(P&ertainen suurennos 4 -kertainen suurennos

Haima 1 Pinta-alat B -solujen osuus Pinta-alat p -solujen osuu ;
Eksokriininen kudos 2690489.25 pm 1.57 % 23110598.25 pf 0.42 %
B —solut 42467.70 um 137774.75 uf

Haima 2

Eksokriininen osuus 2389083.26 pm 2.48 % 26566027.72 pf 1.20 %
B —solut 59383.94 um 320467.91 pf

Haima 3

Eksokriininen osuus 2550219.62 pfm  4.50 % 30177218.77 puf 3.28%
B —solut 115008.54 pm 992397.99 pf

Haima 4

Eksokriininen osuus 2701353.92 ufm  1.03% 29055420.81 pf 2.58 %
B —solut 27955.84 pm 750113.19 pf

Haima 5

Eksokriininen osuus 1885999.38 pm 3.11% 25781634.46 pf 1.94 %
B —solut 58759.68 pm 502415.55 pf

Haima 6

Eksokriininen osuus 2399108.38 um  1.22% 28841815.07 pf 2.16 %
B —solut 29401.68 pm 625657.18 puf

Haima 7

Eksokriininen osuus 247414148 yfm  2.82% 30830483.18 pf 1.84 %
B —solut 69844.60 um 570020.10 pf

Haima 8

Eksokriininen osuus 2090368.84 pm 0.92 % 27210460.49 pf 1.56 %
B —solut 19350.21 pf 425495.26 pf

Haima 9

Eksokriininen osuus 1568879.71 pm 1.46 % 24111682.32 pf 2.02 %
B —solut 23001.48 ph 488022.51 pf

Haima 10

Eksokriininen osuus 2311890.98 pm  1.11% 29465581.76 pf 0.90 %

B —solut

25728.34 ufm

266427. 15 pf
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5 TULOSTEN TARKASTELU

Tieto enterovirusten ja T1D:n epidemiologisesteeytesta vahvistuu koko ajan. Vaikka
viitteita tastd yhteydesta on runsaasti, enterst@m rooli T1D:n patogeneesissa on edel-
leen epaselva. Tutkimuksia on hankaloittanut merkétsti haimanaytteiden erittain heikko
saatavuus. Naytemateriaalin puute hankaloittaa ittéarlisti tutkimustyota ja heikentaa tu-
losten luotettavuutta, silla suurimmassa osass$aiguja on liian vahén tapauksia ja ku-
dosten laatu on heikko johtuen kuolemanjalkeisisidutoksista. Usein tulokset, joiden
mukaan enteroviruksia on detektoitu diabeetikoidlarmakudoksesta ovat muilla mene-
telmilla vahvistamattomia. Lisaksi tutkimusten atgksissa on havaittu puutteita tai tulok-
set ovat osoittautuneet epéluotettaviksi (ks. kbtsaus Drecher ja Tracy, 2008; ks. yleis-
katsaus Priest, 2009; ks. yleiskatsaus Roivaindflifagel, 2009). Dottan ym. (2007) im-
munohistokemialliset tulokset ovat vahvistettu @i@kimikroskoopilla ja eristamalla
CBV4-viruksia enteroviruspositiivisesta haimakudedts.. Tuloksia on arvosteltu, erityi-
sesti siksi etta eristettya viruskantaa pideta&wesessianalyysien mukaan laboratoriokon-
taminaationa (ks. yleiskatsaus Drecher ja Trac®820Dotta ym. (2007) ovat kayttdneet
enterovirusdetektiossa ainoastaan 5-D8/1-entersyaigta-ainetta ja kuvat immunoperok-
sidaasimenetelmalla varjatyista saarekkeista quaiiaekkoja ja niista erottuu runsasta saa-
rekkeiden ulkopuolista taustavarjaytymista.

Kaupallista 5-D8/1-enterovirusvasta-ainetta on é&tlytmonissa IHC:aan perustuvissa en-
terovirustutkimuksissa, joissa on pyritty selvité#n T1D:n ja enterovirusinfektion valista
yhteytta (Taulukko 3, s. 20). Pelk&staan tAmanavasteen kayttd enterovirusten detekti-
ossa ei mielestani anna luotettavaa kuvaa entespasitiivisuudesta, silla vasta-aineen
detektiotehosta seka epaspesifisesta sitoutumisaatakesoluspesifisiin antigeeneihin on
kirjallisuudessa ristiriitaisia tietoja (Harkonemy 2000 ja 2002; Oikarinen ym., 2008).
Dakon 5-D8/1 -enterovirusvasta-ainella maaritetyfokset tulisi aina vahvistaa myds

muilla enterovirusvasta-aineilla, jos mahdollistmmunohistokemiallisen enterovirusde-
tektion luotettavuuden varmistamiseksi tulisi my&®ittaa enteroviraalisten nukleiinihap-
pojen seka aminohappojen kolokalisaatio leikkeedil# positiivinen enterovirusdetektio

molemmilla menetelmilla poissulkee vasta-aineidpAspesifisestad sitoutumisesta johtu-

vaa virheellisen enterovirusdetektion mahdollisautt
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Pro gradu -tutkielmani paatarkoituksena oli vataasenterovirusdetektion luotettavuutta
suunnitelemillamme koettimilla seka omassa laboi@eamme tuotetuilla polyklonaali-

silla vasta-aineilla ja arvioida nadiden koettimj@nvasta-aineiden soveltuvuutta enterovi-
rusdetektioon. Liséksi tutkielmani tarkoituksena se#lventda tietoa enterovirusten isén-

tasoluspesifisyydesta ihnmisen haimakudoksessa.

5.1 Immunovarjaykset haimanaytteista

Tulokset haima 1-10 -leikkeiden immunoperoksidaagiyksesta kaikilla kolmella kotite-
koisella vasta-aineella ovat hyvin tulkinnanvarisiké tuloksista voida paatella sita, etta
onko yksikaan tutkittu haimaleike CBV3-, CAV16- tacholl -positiivinen silla kaikissa
leikkeissa havaittiin taustavarjaytymista. Taustgyéymisen vuoksi naytteet tulkittiin en-
terovirusnegatiivisiksi. Suurimpana ongelmana @rmojen enteroviruspositiivisten ih-
misperaisten kontrollinaytteiden puuttuminen végigta, joiden avulla IHC varjayspro-
tokollat olisi saatu paremmin optimoitua, jolloiaustavarjaytymisen ja positiivisen var-
jaytymisen ero olisi muodostunut riittavan suurelsitiiviset kontrollit olisivat myds li-
sanneet tulosten luotettavuuden arviointia menkdtséi ja nain ollen helpottanut tulosten

tulkintaa.

Vaikka tiedetdan, etta enterovirusinfektiot ovavihyyleisid, on hyvin epatodennékdista,
ettd kaikissa haima 1-10 -leikkeissa olisi CAV1ékiio (Kuva 6a-e, s. 53). Nakemysta
tulosten enteroviruspositiivisuudesta tukevat ddamielen eksokriinistd kudosta voimak-
kaampi varjaytyminen seka vain osittainen saargi@ytitminen, mitd havaittiin etenkin

CAV16-vasta-ainetta kaytettdessa. Merkittavastiewdman vastaavaa havaittiin CBV3- ja
Echoll -vasta-aineita kaytettdessa (Kuva 7a-d4 fa Kuva 8a-d, s. 54). Vastaavasti leik-
keiden paikoin melko runsas taustavarjaytyminenkgékkien saarekkeiden lieva var-
jaytyminen puoltavat sita, ettd haima 1-10 -leikkeeat enterovirusnegatiivisia, vaikka
saarekkeet olivatkin varjaytyneet muuta kudostamatikaammin. Lisdksi saarekevarjay-
tyminen korreloi voimakkaasti eksokriinisen taustigéytymisen intensiteetin kanssa, silla
CAV16-vasta-ainepitoisuuden puolittaminen vahenskdnaisvarjayksen intensiteettia
merkittavasti haima 5 -leikkeella. Tausta- ja skevérjaytymisen korrelaatiota havaittiin

kaikilla polyklonaalisilla vasta-aineilla varjatil leikkeilla. Haimaleikkeiden taustavér-
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jaytymista voitaisiin mahdollisesti saada vaherny@etiptimoimalla itse tuotettujen vasta-
aineiden kayttopitoisuudet merkittavasti laimeansnila vahvistamalla detektiosignaalia
esimerkiksi polymeeritekniikkaan perustuvalla Eridiis™ + -signaalinvahvistusmene-
telmalla. Menetelm& soveltuu enterovirusten debekti erinomaisesti, silla menetelmé
vahvistaa signaalia taustavarjaytymisen héairitseViggiantyméatta. EnVision” + -mene-
telman herkkyys on tassa tutkimuksessa kaytetty&-Aenetelmééd muistuttavaa signaa-
linvahvistusmenetelmaa merkittavasti parempi ja taenetelmaa kaytettdessa spesifisen

signaalin osuus taustavarjaytymisesta kasvaa (Zynrang2000).

Taustavarjaytymisen pienentamisella ja signaalimvistamisella ei ole merkityst&, jos po-
lyklonaaliset CBV3-, CAV16- ja Echoll -vasta-aing@tavat epitooppeja saarekesolu-
rakenteiden ja enteroviraalisten pintarakenteidamska. Talloin saarekkeen solut varjay-
tyvét ja vaaran enteroviruspositiivisen detektimkirkasvaa. Tallaista vaaraa spesifista si-
toutumista epadillaan olevan myods kaupallisella 3iD&sta-aineella, ainakin tyrosiini-
fosfataasiperheeseen kuuluvia proteiineja kohtagrosiinifosfataasit ovat muun muassa
B-soluissa esiintyvia proteiineja, joita kohtaan Td@utoimmuuniprosessissa muodostuu
immuunivaste. Muodostuvat autovasta-aineet ovaRAA-vasta-aineita. (Harkonen ym.,
2000 ja 2002) BLAST-rinnastusohjelman tulosten namk&-D8/1-vasta-aineen VP1-epi-
tooppi jakaa taydellisen sekvenssi-identtisyyderiden tyrosiinifosfataasiproteiinien ja
sinkkisormiproteiinien kanssa seké jakaa 88 %:sdvenssi-identtisyyden MHC Il -luo-
kan proteiinikompleksin kanssa (Taulukko 17, s.. @8man havainnon perusteella tulok-
set, jotka perustuvat ainoastaan 5-D8/1-enterovasta-aineella detektoituihin haimaku-
doksen enterovirusloydoksiin, eivat ole taysin éitatvia, vaikka verrokkinaytteet olisivat-
kin negatiivisia. Virheellisen tuloksen riskia silpienentaa varmistamalla positiivinen en-
terovirusdetektio esimerkiksi eri epitooppiin sitiméan monoklonaalisen enterovirusvasta-

aineen kaytolla.

Polyklonaaliset enterovirusvasta-aineet ovat amaitineet hieman ongelmallisiksi, silla
Foulisin ym. (1990) kayttama CBV3:n VP2/VP3/VP4 pkaliproteiineja kohtaan tuotettu
kanin polyklonaalinen vasta-aine varjasi saarekkaemrmaaleista kontrollinaytteind kay-
tetyista haimaleikkeistd (n = 43). Noin puolessatkalindytteitd havaittiin saarekkeiden

heikkoa varjaytymista ja se rajoittui ainoastaanamssaarekesoluja. Tama epaspesifinen
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varjaytyminen kuitenkin erosi merkittavasti CBV3gitoivisen néytteen varjaytymisesta ja
se oli helposti havaittavissa. Vasta-aineen ep#sgmsgta sitoutumisesta johtuen tutkimus-
ryhma luopui vasta-aineen kaytésta vaarien tulostdtiamiseksi. Polyklonaaliset vasta-
aineet ovat useista B-lymfosyyteista erittyneitataeaaineita, jotka sisaltavat useita erilaisia
paratooppeja. Tallainen vasta-aineiden seos sajaftaa epitooppeja solurakenteiden ja
detektoitavan kohteen kanssa ja aiheuttaa valbeeNMarjaytymistd, epaspesifista varjay-
tymista seka taustavarjaytymistd, mitka tulee ottaamioon kaytettaessa kyseisia vasta-
aineita. Onkin hyvin todennakoéista, ettd haima Héikkeiden saarekevarjaytyminen joh-
tuu juuri CAV16-, CBV3- ja Ehcholl -vasta-aineidgtoutumisesta solurakenteiden epi-
tooppeihin. Tahan voivat olla syyna kaniin injekion viruspreparaatin epapuhtaus, jolloin
viruspreparaatti saattaa sisaltda kasvatussolukoempieja, joita kohtaan muodostuu vas-
ta-aineita. Nama mahdolliset vasta-aineet saatt@aveuttaa taustavarjaytymista. Liséksi
mahdollinen vasta-ainepuhdistuksen riittamattonsgattaa aiheuttaa ongelmia immuno-
varjayksissa. Tastd johtuva taustavarjaytyminertekldin poissuljettiin kayttamalla ve-
rosolususpensiota polyklonaalisten vasta-ainei@@mednnosliuoksessa. Ehka suurin on-
gelma on kuitenkin spesifinen sitoutuminen viruk&apsidiproteiinien jakaessa epitoop-
peja saarekesolujen kanssa. Tatd sitoutumistaieéa aysin estaa, silla blokatessa sitou-
tumiskohtia leikkeelta tai vasta-aineita liuoksestgds haluttu sitoutuminen viruskap-
sidiproteiineihin heikkenee tai estyy kokonaan. Bly@rjaystekniset syyt voivat olla hei-
kon saarekevarjaytymisen taustalla, silla DAB-krgeeni saattaa hakeutua etenkin saare
kesoluihin ja hapettua ruskeaksi sakaksi endogeenjgeroksidaasien vuoksi. Tama var-
jaytyminen kuitenkin poissuljettiin kayttamalla Kaollia, josta jatettiin pirimaarivasta-
aine pois. Saarekesolujen eksokriinisia solujeelagy ekstrasellulaarinen matriksi nakyy
leikkeella vaaleampana alueena, jota vastavariytettit hematoksyliini ei varjaa. Kro-
mogeenin aiheuttama taustavarjaytyminen nakyy kkeista erityisen hyvin, koska kont-
rasti varjaytymattoman ja varjaytyneen saarekeswoélifia on erittain suuri. Tama saattaa

johtaa virheellisiin tulosten tulkintoihin.

Immunofluoresenssiin perustuvassa immunovarjayks€3AV16-vasta-aineen havaittiin
varjaavan tumia, eika sitoutumista saatu vahenaetties erilaisin blokkausmenetelmin tai
vasta-aineen kayttokonsentraatiota laimentamalistadfaineen laimentaminen sen sijaan
heikensi merkittavasti sytoplasman CAV16-fluoreseénsTumavarjaytyminen ei kuiten-

kaan hairinnyt tulosten tulkintaa, silla varjaytgan intensiteetti oli matala ja se oli hel-
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posti erotettavissa positiivisesta sytoplasmaaralisituvasta CAV16-varjaytymisesta.

Tumavarjaytyminen viittaa siihen, ettd CAV16-vaataeessa on paratooppeja, jotka si-
toutuvat spesifisesti tumassa tai tumakalvolla iolesolun proteiinien epitooppeihin. Im-

munoperoksidaasivarjayksessa tumavarjaytymistaeitiu, mika johtuu todennékdisesti

hematoksyliinin aiheuttamasta voimakkaasta tumatéiriai steerisesta esteesta, jolloin
vasta-aine ei kykene situtumaan epitooppiinsa.

Erittdin mielenkiintoista on, ettd immunoperoksisigérjayksen sekd immunofluoresens-
siin perustuvan kaksoisvarjayksen mukaan haima@8a 6li enterovirusinfektio, joka ha-
vaittin CAV16 vasta-aineella ja immunoperoksidaagiaystulos eroaa merkittavasti hai-
ma 1-10 -leikkeiden CAV16-varjaystuloksesta (KuvafGa g-h s. 53). Immunofluore-
senssiin perustuvalla kaksoisvarjayksella haima76d@kkeelta ei positiivisuutta kyetty
osoittamaan. Enterovirusinfektion ja infektilgsoluspesifisyyden osoittaminen ihmisen
haimakudoksesta on merkittava l6yto, silla kirgllidessa ei ole viitteitd CAVIBsolus-
pesifisyydesta. Tahan saattaa olla syyna lahinnétge5-D8/1 enterovirusvasta-aine ei ole
riittdvan herkka tunnistamaan CAV-ryhmén viruksaka se etta lajispesifisilla enterovi-
rusvasta-aineilla on detektoitu enteroviruksia vavghéan (Terletskaia-Ladwig ym., 2008;
Miao ym., 2009; Oikarinen ym., 2010). Aikaisemmin saatu viitteita siita, ettda CAV16-
vasta-aine on serotyyppispesifinen formaliinifiksd soluleikkeilla (Oikarinen ym.,
2010). Tutkimuksessa oli mukna vain kaksi eri CAMman virusta, joten tutkimuksen

perusteella ei voida arvioida CAV16 vasta-aineelelicsta serotyyppispesifisyytta.

Kaksoisvarjaystulosten mukaan CAV16-infektio rdjoit haimakudoksessa ainoastaan
saarekkeiden insuliinia tuottavirsoluihin eika infektiota havaittu glukagonia tatissa
a-soluissa eikd somatostatiinia tuottavissoluissa. Tulokset CAV16-saarekesoluspesifi-
syyden maarityksesta ovat erittédin mielenkiintgisla 5-D8/1-enterovirusvasta-aineella
enteroviruksia on osoitettu myds glukagonia erififi-soluista sekdn situ ettain vitro
(Chehadeh ym., 2000; Oikarinen ym., 2008). Oikarigen. (2008) tulosten mukaan jopa
suurin osa enteroviruspositiivisuudesta rajoittaisioluininin situ. Varjaytyminen oli sel-
kedd, eikd voida olettaa leikkeella olevien sytk@ektuuristen erojen, kutemja B-solu-

jen paallekkaisyyden, aiheuttavan valheellista kalisaatiota. Tassa tutkimuksessa emme
kuitenkaan havainneeti-soluspesifista varjaytymista polyklonaalisella Cr9/vasta-

aineella.
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Vallalla olevan ndkemyksen mukaan enterovirustemes@soluspesifisyys rajoittuu aino-
astaarp-soluihin, mita myos tdméan tutkimuksen tuloksetwasi tukevat. Onkin mielen-
kiintoista arvioida 5-D8/1-enterovirusvasta-ainaeflaatujen immunovarjaysten luotetta-
vuutta seka toisaalta myds sita, mitka tekijatitegsivat enterovirusinfektion tiukasti ai-
noastaarp-soluihin haimakudoksessa. Vaikka kirjallisuudessahyvin vahan tietoa teki-
jOistd, jotka rajaavat enterovirusten saarekesekifipyydenp-soluihin, on hyvin oletetta-
vaa, ettd saarekesolujen pintareseptorikompositioasmerkittavia eroja. Eri enterovirus-
serotyyppien kayttamat pintareseptorit ja kores#ipi@ihtelevat merkittavasti eri sero-
tyyppien mukaan ja vaihtoetoisia enteroviruspirdaptoreja tunnetaan samankin serotyy-
pin valilla useita. Taman tiedon sekd Chehadehin (2®00) ja Oikarisen ym. (2008) tut-
kimusten pohjalta on todenndkodisempaa, ettad entekset voisivat infektoida serotyyp-
pispesifisestp-solujen ohella myos saarekkeen muita soluja. Batersten saarekesolus-
pesifisyystutkimukset ovat hieman puutteellisiiissaarekkeen PP- ja soluja eikd saa-
rekkeita ympéaroivia Schwannin soluja ole tutkitainkaan mahdollisina enterovirusten
isantasoluina. Vaikka naitd soluja on suhteellisgéhan saarekkeissa verrattuna muihin
saarekesoluihin, olisi mielestani tarke&a osoittgas naiden solujen alttius enterovirusin-
fektioille. Teoriassa tdma olisi helposti toteweissa soluspesifisten greliini-, PP- ja

S10@ vasta-aineiden avulla.

5.21In situ -hybridisaation optimointi suunnittelemillemme koettimille

In situ -hybridisaatiota on kaytetty useissa enterovirteddmon liittyvissa tutkimuksissa
joko ensisijaisena tai tuloksia varmistavana dedekénetelmana. Vaikka menetelma on
toteutettavuudeltaan erittdin haastava, on enterksia detektoitu ihmisen haiman saare-
kesoluista, myokardiumista seka ohutsuolesta (Bguh., 1997; Ylipaasto ym., 2004; Oi-
karinen ym., 2007). Enteroviruksia on ISH:lla deétéki myokardiittin menehtyneiden
vastasyntyneiden haiman saarekesoluista useammnragstiimuksessa, mutta diabeeti-
koiden haimoista enteroviruksia on detektoitu jidkgen mukaan ainoastaan kahdessa tut-
kimuksessa. Ylipaasto ym. (2004) loysivat radidgaigella CBV1-5 -serotyyppeihin si-
toutuvalla koettimella neljasta vasta diagnostigen diabeetikoiden (n=64) haimoista en-
terovirusta. Lisaksi autoimmuuniprosessista riippttomaan fulminanttiin diabetekseen

menehtyneen haimasta on detektoitu enterovirustid@Saki ym., 2010).
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ISH:lla saatujen tulosten tarkoituksena on arvi@danniteltujen koettimien soveltuvuutta
enterovirusten detektioon ihmisen haimakudoksdStd-menetelman optimointi suoritet-
tiin hiiren kudoksilla, koska emme saaneet kayttgiamvarmuudella enterovirusin-
fektoituneita ihmisperéisia naytteita. Toisin kulimisen haimakudoksessa, hiiren haima-
kudoksessa enterovirusinfektiot lokalisoituvat aistaan eksokriiniseen kudokseen (Arola
ym., 1995; Klingel ym., 1996). Enterovirusinfektitwkalisaatioero hiiren ja ihmisen hai-
makudoksessa ja erilainen iséntésolutropismi, ovatestani merkittavia syita kayttaa ih-

misperaisia haimakudoskontrolleja, jos sopivaa ktelon saatavilla.

Koettimien lajispesifisyyden maarityksestd saatupgiosten perusteella on tarkoitus ke-
hittd& koetinsarja, joka tarjoaa kattavan ja l@ggfisen enterovirusdetektion haimakudok-
sesta. Tallaisesta enteroviruslajispesifisestaihksmiasta ei ole kirjallisuudessa viitteita.
Koettimien lajispesifisyyden maaritys tehtiin CBW#ektoidun hiiren kudosleikkeilla ja

tulosten mukaan infektion tunnisti ainoastaan 2@8Db -koettimet, vaikka lievaa hybri-

disaatiosignaalia havaittiin enterovirus D lajin EC3C -geenialueita tunnistavilla koetti-
milla (Kuva 14 ja Kuva 15, s. 62). Koettimien |gjesifisyyden varmistamiseksi ja tulosten

lajien serotyypeilla.

ISH-menetelman olosuhteiden optimointi suunnittellemme koettimille ja eri enterovi-
russerotyypeille oli haastava toteuttaa, silla toeen hybridisaatioparametreja ei voinut
optimoida tarkasti, silla koettimet siséalsivat wagmaksia, jotka vaikuttivat muun muassa
hybridisaatiolampaétilaan. Koetinpitoisuuksien optimti osoitti, etta koetinpitoisuudella
500 ng/ml saavutetaan taustavarjaytymisen ja halsignaalin suhteen parhaimmat ISH-
tulokset. Samaa koetinpitoisuutta ovat kayttaneaitkin tutkimusryhmat tutkimuksissaan
(Ylipaasto ym., 2004; Oikarinen ym., 2007 ja 2008yitenkin kayttamalla enterovirusten
negatiivisen juosteen 3’-paan koodittamattomalieeitle sitoutuvaa koetinta, parhain hyb-
ridisaatiosignaali suhteessa taustanmuodostumisaawutettiin koetinpitoisuudella 1000
ng/ml. (Taulukko 16, s. 60) Hybridisaatiosignaalathvuutta saatiin lisattyd huomattavasti
kayttden enterovirusgenomin 2C- ja 3D -alueelleusitvia koettimia (1000 ng/ml + 1000
ng/ml) hybridisaatioreaktiossa samanaikaisesti.genomin alueille sitoutuvat koettimet

toimivat erinomaisesti toisiaan taydentaen ja vstiawviat hybridisaatiosignaalia merkitta-
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vasti ilman taustavarjaytymisen muodostumista. Tam#rkead havainto ja ihmettelenkin,
ettd en kirjallisuudesta havainnut viitteita vasteda. Ehka syynd saattaa olla kaytta-
mamme lyhyet, sekvenssiltdan tunnetut DNA-koettjin@ka mahdollistavat hybridisoi-
tumisen helposti juosteen eri kohtiin. Koettimigihylys vahentaa yhdessa kaytettyna ko-
ettimien dimerisoitumisen riskid. Mielenkiintoistea myods havaita, etta enterovirusdetek-
tiossa kaytetyista koettimista suurin osa on aita@ams tietyn enteroviruslajin tunnistavia
omassa laboratoriossa kloonattuja ja puhdistekingdtimia (Foulis ym., 1997; Braissant ja
Wabhli, 1998; Ylipaasto ym., 2004).

Enterovirukset kykenevat siirtymaan akuutista itifed¢a krooniseen kahdella erilaisella
mekanismilla. Mutaatio riippuvaisen mekansismin amk enterovirusgenomin 5’-paéssa
tapahtuu deleetio, jolloin mutaatio aiheuttaa véeik siirtymisen vahemman lyyttiseen ja
replikoituvaan muotoon (Kim ym., 2005). Toinen meismi ei vaadi mutaatiota, vaan
Tamin ja Messnerin (1999) tutkimuksen mukaan entarsten negatiiviset ja positiiviset
RNA-juosteet sitoutuvat keskenaan ja muodostaviedara kaksijuosteisen RNA-genomin.
Talloin isantasolussa on ekvivalenttinen maaratgitags mika on osoitettu kvantitatiivi-
sella RT-PCR:llain vitro. Enterovirusten kroonista infektiota ihmisen kusiska esim.
haimakudoksen saarekesoluissa ei ole kyetty todasa eika enterovirusten negatiivis-
juosteista RNA:ta ole detektoitu ihmisen haimakushsta ISH:lla. Tulokset haima 1-10 -
leikkeilla viittaavat samaan eika hybridisaatiosigha nailla leikkeilla havaittu. Immuno-
varjaysten mukaan enteroviruspositiivisilla hain2086 -leikkeilla ei naytepulan vuoksi
tehty hybridisaatiota enteronegatiivista RNA-jutistéunnistavalla koettimella. Tama tuli-

si mielestani tehda, jos kyseista naytetta saangémemmin lisaa.

Siihen, miksi enterovirusten kroonista infektiotaoke ihmisen haimakudoksesta kyetty to-
distamaan, voi liittyd useita biologisia ja menetéleknisia syitd. Yhtend merkittdvana
biologisena tekijana koen isantasolujen tuottanmaogeeniset RNaasit, jotka pilkkovat
tehokkaasti RNA-juosteita. Enterovirusten persisioi edellytyksend on, etta virusge-
nomi sisaltda sekvensseja, jotka tukevat sen ksaliita ja persistenssia, silla RNA-juos-
teiden stabiilisuus ja puoliintumisaika vaihteleeakaryoottisoluissa merkittavasti. Erilai-
set signaalisekvenssit, polyadeniinihdnta seka wihhen kaksijuosteisuus saattavat estaa

nukleaasien enterovirusgenomia pilkkovan vaikutokdeséksi kapsidirakenteeseen kuu-
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lumattomat enteroviraaliset proteiinit saattavdiitmida nukleaasien vaikutuksen. Krooni-
sen enterovirusinfektion edellytyksena on aina rokset enterovirusten genomissa, joten
jos saarekkeidemi-solujen RNaasit aktivoituvat pilkkomaan enteroalista RNA:ta, ei

kroonista infektiota haimakudoksessa esiinny. Tilfiegatiivisen juosteen detektoiminen

kudoksesta on mahdotonta.

Menetelméatekniset syyt voivat myds olla esteerié, sktei enterovirusten kroonista infek-
tiota ole kyetty formaliinifiksatusta ihmisen haikumoksesta osoittamaan. Syyna tahan
voivat olla muun muassa naytteiden liian piga@st mortemaika ennen fiksausta, forma-
linin nukleiinihappojuosteita hajottava vaikutugyettimen luonne seka menetelman de-
tektioherkkyyden riittamattomyys. Liian pitkallagost mortem-ajalla on suuri merkitys
nukleiinihappojen ja kudosmorfologian sailymisesiila RNaasien aktivaatio ja proteo-
lyyttisen pilkkoutumisen katalysointi pilaavat néktidoksen nopeasti. Saattaakin olla, etta
tutkimuksessani kayttamissani haima 1-10 -kudokégsa RNaasit ovat aktivoituneet en-
nen fiksaation alkua, silla haimakudospalojen arkatuksesta kasittelyyn vaihteli 3:sta
tunnista 33 tuntiin, vaikka kudokset ovat laitetiwtuksen jalkeen entsymaattista toimin-
taa hidastavaan sailytysnesteeseen. Formaliiniosoitettu pilkkovan RNA-juosteita noin
200 nukleotiditdahteen mittaisiksi fragmenteiksi .(kteiskatsaus Krafft ym., 1997; Miz-
zuno ym., 1998)Formaliinin nukleiinihappojuosteita pilkkovasta kaiuksesta on kuiten-
Kin ristiriitaista tietoa ja Scicchitanon ym. (200& Xi:n ym. (2007) tutkimusten mukaan
formaliini ei aiheuta merkittavaa RNA:n tuhouturaisEormaliinin RNA:ta pilkkovaa vai-
kutusta on hieman liioiteltu, eika formaliinifikskegen uskota olevan yksistaan syyna ente-
rovirusdetektion epaonnistumiselle. Ylipaasto yn2004) osoittivat enteroviraalista
RNA:ta ISH:lla yli 30 vuotta vanhoista formaliirkatuista haimakudosnaytteista, mika
osaltaan todistaa formaliinifiksauksen pikemminlsailyttdvan nukleiinihappojuosteita,

kuin pilkkovan niita.

ISH-menetelman detektion herkkyyden riittaméattonglidl ja koettimen luonteella saattaa
olla suuri vaikutus siihen, etta kroonista entemasinfektiota ei haimakudoksesta ole kyet-
ty osoittamaan. Tassa tutkimuksessa kaytetyt koettolivat lyhyitdA DNA-koettimia, jot-
ka sitoutuvat RNA-juosteisiin kohtalaisella affedtilla. Positiivisena kontrollina kaytetyt
CBV3-infektoidun hiiren haimakudosleikkeet véarjdayit enteronegatiivista RNA-

juostetta tunnistavalla koettimella, joten enteraaiista negatiivista RNA-juostetta oli
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akuutissa infektiossa yli detektiokynnyksen. Epdéilelitenkin tdman koettimen soveltu-
vuutta persistoivien enterovirusten negatiivistéWdRuosteiden detektioon. Saattaakin ol-
la, ettéq koetin ei kykene hybridisoitumaan riittav@hokkaasti negatiiviseen juosteeseen,
jos enterovirusten kroonisen infektion edellytykeon muodostaa vakaa kaksoisjuostei-
nen RNA-genomi. Talléin ISH-menetelmé&n denaturgaiheen aikana DNA-koetin ei
kykene syrjayttamaan riittavalla tehokkuudella possta enteroviraalista RNA-juostetta,
silla RNA/RNA -hybridi on vakaampi rakenne kuin DNANA -hybridi. Ongelmaa voisi
pienentaa kayttamalla suurempaa koetinkonsenttaatioutta talléin taustan osuus saat-
taisi kasvaa merkittavasti. Parempi hybridisaalastisaavutettaisiin RNA-koettimia kéayt-
taen, koska ne sitoutuvat samalla affiniteetillgatevisiin RNA-juosteisiin kuin positiivi-
set entrovirusjuosteetkin (ks. yleiskatsaus Hafae$chgnau, 2006). Riskind on kuitenkin
koetinliuoksen kontaminaatio RNaaseilla ja koetmipilkkoutuminen. Enterovirusten
mutaatioon perustuvan persistointiteorian mukaaeremirusgenomin 5’-padssa tapahtuu
deleetio. Deleetio voi olla 7-49 nukleotidin mittan (Kim ym., 2005). Mielestani deleetio
voi hairita merkittavasti 5’-paan proteiineja kottamattomalle alueelle suunniteltujen ko-
ettimien hybridisaatiota ja se voi estaa enteredaiektion jopa kokonaan jos koetin on

suunniteltu deleetioalueelle.

Tasséa tyossa kaytetty ISH-menetelma on detektidlggdeltdan keskinkertainen ja se vas-
taa ABC-menetelméan detektiotehoa (Taulukko 6, ¥.\3dikka koetin sisdltaa 3’-paassaan
muutamia digoksigeniinileimoja, joihin alkalisefiasfataasilla leimattu vasta-aine kykenee
sitoutumaan, ei sen detektioteho valttamatta riitéanistamaan persistoivia ente-
rovirusgenomeja haimakudoksesta. ISH:n detektiojysena pidetaan 20 — 50 sekvenssi-
kopiota solua kohden. Detektiokynnysta voidaaréataserkittavasti viela parantaa kaytta-
malla erilaisia epasuoria signaalin vahvistusmedmade kuten biotinyylityramidiin perus-
tuvia signaalinvahvistusmenetelmia (ks. yleiskadsadkol ym., 1999). Saattaakin olla,
ettd persistoivien enterovirusten genomiluku jagttkgnamme ISH-menetelman detek-
tiokynnyksen alapuolelle. Talléin signaalinvahvsnenetelmat parantaisivat kaytta-
mamme ISH-menetelman detektioherkkyyttd merkitthyassaattaisivat mahdollistaa per-
sistoivien enterovirusten havaitsemisen haimakuelsties Myds fluoresensisi situ -hybri-
disaatio (FISH) -menetelma toisi lisdd herkkyyjtdse mahdollistaisi suuremman suuren-

noksen kayton konfokaalimikroskoopilla.
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ISH-tulokseni ihmisen haimakudoksista eivat taysahvista immunohistokemiallisilla
menetelmilla saatuja enteroviruspositiivisia vasajoksia, vaikka haima 6001 -leikkeessa
yksi saareke varjaytyi hyvin (Kuva 16a, s. 63). j§{yminen rajoittuu solujen sytoplas-
maan, eika sitd nay kaikissa saarekkeen soluiska, Ieda 1oydoksen luotettavuutta. Toi-
saalta, luotettavuutta laskee se, ettd kaikki nsaatekkeet ovat taysin negatiivisia ISH:lla,
vaikka immunoperoksidaasivarjayksella ja immunofasenssiin perustuvalla kaksoisvar-
jaykselld osoitettin CAV16-proteiineja useista, thauei kaikista leikkeen saarekkeista
(Kuva 10, s. 57 ja Kuva 11, s. 58).

Immunovarjaysten luotettavuuden kannalta olisi @j@sta varmentaa CAV16-detek-
tiotulokset ISH:lla silla teoriassa enteroviraaistRNA-genomien tulee kolokalisoitua en-
teroviraalisten kapsidiproteiinien kanssa samoikéntéasoluihin. Tatéa ei ole kuitenkaan
kyetty osoittamaam situ. T&h&n saattaa olla syyné jokin biologinen telgjda enterovi-
ruspositiivisissa suoli- ja mahabiopsianaytteisster®viraaliset nukleiinihapot seka ente-
roviraaliset proteiinit lokalisoituvat taysin eolsihin (Tutkimusryhman julkaisematon tie-
to). Voikin olla, ettd enterovirusdetektio immunstokemiallisila menetelmilla on ISH:ta
helpompi toteuttaa, silla enterovirusten elinkiengintasoluissa saattaa tukea IHC-
menetelmien ja enterovirusdetektion onnistumisteelddtani merkittdvan parannuksen en-
terovirusten detektiotutkimuksiin toisi fluoreseissperustuva ISH:n ja IHC:n yhdis-
telmamenetelman kehittdminen. Yhdistelmamenetetim@styttaisiin maarittamaan ente-
roviraalisten nukleiinihappojen seka aminohappdpialisaatiota samasta haimaleikkeesta
esimerkiksi konfokaalimikroskoopin avulla. Yhdistéilmenetelméat ovat kuitenkin varsin
haastavia toteuttaa, koska detektoitavat kohtesivad huomattavan erilaiset esikasittely-

olosuhteet.



77

5.3 B -solujen suhteellisen osuuden méaaritys

Butlerin ym. (2003) kehittdmé& menetelfigsolujen osuuden maarittamiseksi formaliini-
fiksatulta haimakudosleikkeelta ei mielestani atarkkaa kuvag-solujen osuudesta. Tata
puoltavat myos tulokseni, jotka eri suurennokgdatyjen maaritysten mukaan korreloivat
vain heikosti keskenaéan. Butler ym. (2003) ja Metar. (2008) ovat tutkimuksissaan kéayt-
téaneet nelikertaista suurennusta, joka on liiamigeurennos erottamaan saarekkeiden si-
salla olevat saarekesolut toisistaan riittavaltékaudella. Paremman kuvdasolujen suh-
teellisesta pinta-alan osuudesta suhteessa ekss&an kudokseen pinta-alaan saisi kayt-

tden suurempaa suurennosta, jolloin varjaytyndat soottuisivat merkittavasti paremmin.

5.4 Tulosten merkitys

Enterovirusinfektion ja T1D:n valisen epidemiolagisyhteyden osoittaminen on todettu
vaikeaksi eik& syy-seuraussuhdetta ole pystyttiavedistamaan. Viitteita epidemiologi-
sesta yhteydesta on 1960-luvun loppupuolelta IAhjge enterovirusten diabetogeeninen
riskivaikutus on noussut esiin useissa kliinisisgiimuksissa. Vaikka enteroviruksia on
todettu diabeetikoiden haimakudoksestaitu, ei enterovirusten diabetogeenisyydesté ole
varmuutta. Taytyykin muistaa, etta enteroviruksatjovat vain yhden nakemyksen
T1D:n patogeneesin laukaisevista ulkoisista teifija etiologialtaan epéselvan T1D:n
taustalla saattaa enterovirusten ohella olla useidakin tekijoita. Molekyylibiologisten
tutkimusmenetelmien kehittyminen on lisdnnyt tiewateroviruksista ja T1D:stad valta-
vasti, mutta yha dramaattisesti lisaantyva T1D delleen epéselva autoimmuunisairaus,
jonka taustalla vaikuttavat useat geneettiset kaiskt riskitekijat. Tutkimuksia enterovi-
rusten ja T1D:n epidemiologisesta yhteydesta oidgdstaneet etenkin riittdvan hyvin tut-
kimuksiin soveltuvien haimanaytteiden pula sek&iathitaasti ja oireettomasti eteneva

patogeneesi.

Tutkielman tarkoituksena oli lisata enterovirus#éten luotettavuutta ihmisen haimaku-
doksesta. Tutkimukselle asetetut tavoitteet taydtyhyvin silla suunnittelemiemme ente-
roviruslajispesifisten koettimien kayttd saattaséiés enterovirusdetektion luotettavuutta

merkittavasti tulevaisuudessa. Lisaksi enteroviensgnin eri kohtiin sitoutuvat lajispesifi-
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set koettimet erikseen kaytettyind varmentavatkdietellosta. Lajispesifiset koettimet so-
veltuvat enterovirusdiagnostiikkaan erinomaisestia koettimien kaytt6 samanaikaisesti
mahdollistaa enterovirusten seulontamenetelmarkajdarkoituksena on kattaa kaikkien
enteroviruslajien serotyypit. Tarvittaessa entexgsten tunnistaminen ISH-menetelmalla
voidaan rajata ainoastaan tietyn enteroviruslanmotyyppeihin kayttamalla vain tietyn en-
teroviruslajin genomin tunnistavia koettimia. Lagsifisistd enterovirusvasta-aineista ja
enteroviruskoettimista on kirjallisuudessa hyvirhag tietoa, joten tulosteni pohjalta ky-
seisten vasta-aineiden ja koettimien kaupallistemisaattaa olla jarkevaa. IHC-menetel-
malla saadut enteroviruspositiiviset detektiotutdksilisi aina varmistaa myos muilla kau-

pallisilla tai omassa laboratoriossa tuotetuillataaaineilla ja itsetuotetut enterovirusvasta-

aineet parantaisivat yhdessa kaupallisten enterswaista-aineiden kanssa enterovirusde
tektion luotettavuutta merkittavasti. Immunohistoiallisilla menetelmilla saadut tulokset
tukevat vahvasti yleista kasitysta enterovirustaarskesoluspesifisyydesta haimakudok-
sessa. Tulokset CAV16-saarekesolutropismista oeakittavia, silla siitéa ei ole julkaisuja.

Talla hetkella enterovirusten ja T1D:n yhteyttavgglva tutkimus etenee suurin harppauk-
sin ja ratkaisun avaimet T1D:n patogeneesin sémitgeksi saattavat olla lahella. Esi-
diabeettisten haimanaytteiden saatavuus on pamantoerkittéavasti prospektiivisten seu-

rantatutkimusten ja kudospankkien avulla. Prospegét tutkimukset ja esidiabeettiset

haimanaytteet ovatkin ensiarvoisessa asemassaiseden tutkimuksissa, joissa selvi-
tetdan T1D:n autoimmuuniprosessin laukaisevia dekij Tutkimustulosten edelleen tuki-

essa enterovirusten osuutta T1D:n patogeneess®ip@rusrokotteen kehittdminen saat-
taa pysayttdd yha globaalisti kiihtyvan T1D:n ilmensen ja kaantda sen laskuun. Voikin
olla, etta tulevaisuuden diabetestutkimusten jatetkitkimusten avulla saattaa selkeytya
osin myds muiden etiologialtaan tuntemattomien iautauunisairauksien patogeneettisia

syita.
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Liite 1 Immunoperoksidaasivarjayksessa kaytettyarjaysohjelma

Taulukko 1: BenchMark® LT -vérjaysohjelma CAV16-, CBV3- ja Echoll -vastaaineille.

**EZ Prepin valinta***

. **Ajastettujen vaiheiden aloitus**

. **Sekoittajat pysahdyksissa***

. Leikkeen lammitys 75 °C, inkubointi 4 min.
. EZ Prep -liuoksen lisays

. Inkubointi 4 min.

. Huuhtelu

. EZ Prep -liuoksen lisays

. Inkubointi 4 min.

. Huuhtelu
. EZ Prep -liuoksen lisays
. Nestemaisen peitinkalvon lisays

. Leikkeen lammitys 75 °C, inkubointi 4 min.

. Huuhtelu

. Depar Volume Adjust -lisays

. Nestemaisen peitinkalvon lisays

. Leikkeenlammittdjan poistaminen

. **Sekoittajien aktivoituminen***

. ** 8 min. kasittely (liuosten sekoitus)***
. Huuhtelu

. Cell Conditioner -liuoksen lisdys (lyhyesti)
. CC Long nestemaisen peitinkalvon lisdys

. Leikkeen kuumennus 94 °C, inkubointi 8 m

. ** 30 min. kasittely (liuosten sekoitus)***
. Cell Conditioner -liuoksen lisdys
. CC Long nestemaisen peitinkalvon lisdys

. Leikkeen kuumennus 95 °C, inkubointi 4 m

. Nestemaisen peitinkalvon lisays
. Cell Conditioner -liuoksen lisdys

. Inkubointi 4 min.

. Nestemaisen peitinkalvon lisays
. EZ Prep CC liuoksen -lisdys

. Inkubointi 4 min.

. Nestemaisen peitinkalvon lisays
. Cell Conditioner -liuoksen lisdys
. Inkubointi 4 min.

. Nestemaisen peitinkalvon lisays
. Cell Conditioner -liuoksen lisdys
. Inkubointi 4 min.

. Leikkeen lammittdjan poistaminen

41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.

Long Cell Conditioner -liuoksen lisays
Nestemaisen peitinkalvon lisays

Long Cell Conditioner -liuoksen lisays
Nestemaisen peitinkalvon lisays
Inkubointi 4 min.

Huuhtelu

***_eikkeen tilavuuden arvio***
Nestemaisen peitinkalvon lisays
***Reaktiopuskurin valinta**

Leikkeen lammitys 37 °C, inkubointi 2 min.
Huuhtelu

**|_eikkeen tilavuuden arvio**

UV —inhibiittorin lisays, tippa. Nestemaiseritipgkalvon lisays

ja inkubointi 4 min.

54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.

Huuhtelu

**_eikkeen tilavuuden arvio**

Nestemaisen peitinkalvon lisays

Primaarivasta-aineiden kasin lisays. Inkub@0timin.
Huuhtelu

**|_eikkeen tilavuuden arvio**

UV HRP UNIV MULT —vasta-aineiden lisays. Tippeste-

maisen peitinkalvon lisdys ja inkubointi 8 min.

61.
62.
63.
64.
65.
66.

Huuhtelu

**_eikkeen tilavuuden arvio**

Nestemadisen peitinkalvon lisays

Huuhtelu

**|_eikkeen tilavuuden arvio**

UV DAB ja UV DAB H,0, —liuosten lisdys. Molempia tippa.

Nestemaisen peitinkalvon lisays ja inkubointi 8 min

67.
68.
69.

Huuhtelu
***_eikkeen tilavuuden arvio***
UV COPPER —liuoksen lisays. Tippa. Nestemaisémpgalvon

lisdys ja inkubointi 4 min.

70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.

Huuhtelu

**|_eikkeen tilavuuden arvio**

Nestemaisen peitinkalvon lisays

»*Ajastettujen vaiheiden aloitus***

Huuhtelu

***_eikkeen tilavuuden arvio***

Hematoksyliinin lisays. Tippa. Nesteméaisenipkilvon lisays

ja inkubointi 4 min.

77.
78.
79.

Huuhtelu
**|_eikkeen tilavuuden arvio**
Bluing Reagent —liuoksen lisays. Tippa. Nesteempeitinkal-

von lisdys ja inkubointi 4 min.

80.

Huuhtelu




Liite 2 Kudosprosessointiohjelmat

Taulukko 2. Kudosprosessointi suurille kudospaloik (Ihmisen haimakudospalat).
Kudospalat olivat fiksatiivissa vuorokauden ajad4Q min.).

Asema Liuos Pitoisuus % Aika min. Lampétila°C
1 Formaliini 10 1440 RT
2 Etanoli 70 60 RT
3 Etanoli 80 60 RT
4 Etanoli 94 60 RT
5 Etanoli 94 60 RT
6 Etanoli 100 60 RT
7 Etanoli 100 60 RT
8 Etanoli 100 60 RT
9 Ksyleeni 100 60 RT
10 Ksyleeni 100 60 RT
11 Parafiini 60 60
12 Parafiini 60 60
13 Parafiini 60 60
14 Parafiini 60 60

RT = Huoneenlampd

Taulukko 3. Pikaprosessointi pienille kudospaloille (Hiiren kudospalat). Kudospalat
olivat fiksatiivissa vuorokauden ajan (1440 min.).

Asema Liuos Pitoisuus % Aika min. Lampétila°C
1 Formaliini 10 1440 RT
2 Etanoli 70 9 RT
3 Etanoli 80 9 37
4 Etanoli 94 15 RT
5 Etanoli 94 15 RT
6 Etanoli 100 15 37
7 Etanoli 100 25 RT
8 Ksyleeni 100 15 37
9 Ksyleeni 100 20 RT
10 Parafiini 30 60
11 Parafiini 30 60

RT = Huoneenlampd



