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soisvärjäystä (IFA). Immunoperoksidaasivärjäyksen avulla seulottiin enteroviruksia ihmisen haimakudosleik-
keistä (n=12). Viruspositiivisuutta löydettiin kolmesta haimakudoksesta CAV16 spesifisellä vasta-aineella. 
CBV3- ja Echo11 -vasta-aineilla positiivisuutta ei löydetty. CAV16 saarekesoluspesifisyyden määrittämi-
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Abstract:   
 
Human enteroviruses are classified into human enterovirus A, B, C and D species and a group of human rhi-
noviruses A, B and C. These enterovirus species consist of over 200 different serotypes. Enterovirus is small. 
It has an icosahedral symmetry and a single positive-strand genomic RNA. Enteroviruses induce a wide 
range of clinical manifestations and  infections are common in all age groups. There is prevailing hypothesis 
that enteroviruses have a significant role in the pathogenesis of certain autoimmunity diseases. Enterovirus 
infections have been connected to the pathogenesis of type 1 diabetes (T1D), but the presence of enterovi-
ruses in the human pancreas is still inadequately confirmed. This epidemiological connection between en-
teroviruses and T1D is very challenging to prove because the symptomless prediabetic autoimmunity leading 
of T1D can start years before symptoms appear. Additionally, lack of human pancreas specimens has been a 
major problem in this research field. Although immunohistochemistry (IHC) and in situ -hybridization (ISH) 
methods have been used in enterovirus detection, there is a lack of accurate and reliable detection methods 
for formalin-fixed paraffin-embedded pancreatic tissue samples. The aim of this study was to reinforce reli-
ability of enterovirus detection in pancreatic specimens by using non-commercial in-house enterovirus anti-
bodies and self-designed enterovirus probes and to clarify the cell specificity of enterovirus in infected hu-
man pancreas. In this study ISH and indirect immunofluorescence double-staining (IFA) methods were opti-
mised for detection of enteroviruses in the pancreas. Additionally, immunoperoxidase staining was used to 
screen enterovirus positivity from pancreas specimens (n=12) using in-house polyclonal coxsackievirus A16 
(CAV16), coxsackievirus B3 (CBV3) and echovirus 11 antibodies. Enterovirus probe which detects negative 
strand RNA of all human enteroviruses were designed. Species specific probes were designed to hybridize to 
the conserved 2C or 3D regions in the enterovirus genome. ISH assays were optimised for these in-house 
DNA probes using tissue sections derived from CBV3 infected mice (BALB/c). Enterovirus positivity was 
detected in three pancreatic samples using CAV16-antibody. No positivity was detected using CBV3 and 
Echo11 antibodies. IFA was utilised to demonstrate CAV16 localization and host cell specificity in pancre-
atic tissues from healthy human organ donors by using CAV16 antibody together with antibodies against islet 
cell specific hormones insulin, glucagon and somatostatin. CAV16 capsid proteins were only found in the 
human insulin-producing β-cells of Langerhans islets by IFA. Results of IFA confirm the concept that pan-
creatic enterovirus infection is restricted to β-cells. This finding is significant because islet cell specificity of 
CAV16 has not been shown earlier. Earlier results demonstrating autoimmune destruction of β-cells in dia-
betic pancreas together with the present results may elucidate the epidemiological connection between en-
terovirus infection and T1D. Enterovirus group-B -specific and enteronegative probes exploited in ISH were 
able to identify conserved sequences of CBV3. Other enterovirus specific probes did not detect CBV3 RNA. 
Addition of up to 3 more probes to the B-group specific ISH probe, did not interfere with hybridization. Us-
age of self-designed probes and in-house antibodies together with commercial ones could offer more versatile 
applications and reliable enterovirus detection. 
 

Keywords: Enterovirus, type 1 diabetes, T1D, enterovirus detection, in situ -hybridization, immunofluores-
cence, pancreas, CAV16, CBV3, Echo11. 
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1 JOHDANTO 
 
Tyypin 1 diabeteksen (T1D) etiologiaa on tutkittu tiiviisti useita vuosikymmeniä. T1D luo-

kitellaan autoimmuunisairaudeksi, joka kehittyy immuunivasteesta haiman insuliinia tuot-

tavia β-soluja kohtaan. Vallalla olevan käsityksen mukaan geneettisillä tekijöillä on taudin 

patogeneesissä merkittävä asema. Geneettisten tekijöiden ohella myös ympäristötekijöiden 

uskotaan olevan T1D:n patogeneesin käynnistymisen taustalla. Näyttöä ympäristötekijöi-

den ja T1D:n välisestä yhteydestä on saatu ja yhtenä todennäköisimmistä diabetogeenisistä 

ympäristötekijöistä pidetään enterovirusinfektioita.  

 

1.1 Enterovirukset 
 
Enterovirukset kuuluvat pikornavirus-heimoon, joka jaetaan 12 eri sukuun. Enterovirukset 

jaetaan kymmeneen eri lajiin ja ihmistä infektoivat lajit jaetaan ihmisen enterovirus A-, B-, 

C-, D- ja rinovirus A-, B- ja C -lajeihin. Nämä lajit koostuvat lukuisista serotyypeistä, joita 

tunnetaan nykyisin yli 200. Uuden luokitusjärjestelmän mukaan enterovirusten tyyppilajina 

pidetään ihmisen enterovirus C:tä, johon kuuluvat muun muassa poliovirusserotyypit. En-

terovirusten luokittelu enteroviruslajien ja serotyyppien välillä perustuu virusten eroihin 

pinta-antigeeneissä, genomissa, replikaatiostrategiassa ja fysiokemiallisissa ominaisuuk-

sissa. Enterovirusgenomi on hyvin herkkä mutaatioille sekä geneettiselle rekombinaatiolle. 

Nämä aiheuttavat paljon vaihtelua geenisekvenssissä sekä geneettisessä informaatiossa, ja 

enterovirusten suurta serotyyppimäärää virussuvun ja viruslajin sisällä voidaan pitää evo-

lutiivisena kehityksenä. Koko genomi ei ole mutaatioille ja geneettiselle rekombinaatiolle 

altis, vaan se sisältää konservoituneita alueita, joiden sekvenssi-identtisyys enterovirusla-

jien ja serotyyppien välillä on huomattavaa (ks. yleiskatsaus Hellen ja Wimmer, 1995; ks. 

yleiskatsaus Pallansch ja Roos, 2007). Nykyään yleisimpänä serotyypityskeinona käytetään 

VP1-kapsomeerin sekvensointia. VP1-nukleotidi- ja aminohappotähdesekvenssien identti-

syyden perusteella enterovirukset luokitellaan samaksi serotyypiksi, jos VP1-nukleotidise-

kvenssi on enemmän kuin 75 %:sti identtinen tai aminohappotähdesekvenssi enemmän 

kuin 88 %:sti identtinen (Oberste ym., 1999; Oberste ym., 2004a,b,c).  
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Enterovirukset ovat pieniä vaipattomia ja positiivissäikeisiä RNA-viruksia. Enterovirusten 

RNA molekyyli on yksijuosteinen, 7000 – 7500 nukleotidiä pitkä ja sen replikaatio tapah-

tuu sytoplasmassa vesikkelimäisten replikaatiokompleksien sisällä. Enterovirusten kapsidi 

on ikosahedraalinen ja se rakentuu VP1, VP2, VP3 ja VP4 kapsomeerien muodostamista 

yksiköistä. Enteroviruksilla näitä yksiköitä on 60 ja jokainen yksikkö sisältää yhden kuta-

kin kapsomeeriä. VP1-, VP2- ja VP3 -kapsomeerit muodostavat kapsidin ulkopinnan VP4-

kapsomeerin sijaitessa kuoren sisäpinnalla. Kypsät virionit ovat halkaisijaltaan noin 30 nm 

(Muckelbauer ym., 1995). Enterovirusten kapsidi on happamissa olosuhteissa stabiili ja vi-

rukset säilyvät vielä infektiivisinä pH:n ollessa alle 3. Enterovirusten ensisijaisena repli-

kaatiopaikkana pidetään ohutsuolen limakalvoa. Poikkeuksen tekevät rinovirukset, jotka 

luokitellaan uuden luokitusjärjestelmän mukaan osaksi enterovirussukua. Ne eivät säilytä 

infektiivisyyttään happamissa olosuhteissa, vaan replikoituvat hengitysteissä ja ovat yleisin 

ylähengitystieinfektioita aiheuttava viruslaji (ks. yleiskatsaus Racaniello, 2007). 

 

1.1.1 Genomi ja geenien ilmentäminen  

 
Enterovirusgenomin avoin lukuraami rakentuu P1-, P2- ja P3 -alueista. P1-alueella sijait-

sevat viruksen VP1-, VP2-, VP3- ja VP4-kapsomeerien geenit. P2- ja P3 -alueet sisältävät 

viruksen rakenteeseen kuulumattomien proteiinien geenejä. Enterovirusgenomin 5’-päässä 

on RNA-juosteeseen kovalenttisesti kiinnittynyt VPg-proteiini sekä noin 750 nukleotidiä 

pitkä konservatiivinen proteiineja koodittamaton alue (ks. yleiskatsaus Bedard ja Semler, 

2004). Tällä alueella ovat enteroviruksen translaatioon tarvittavat konsensussekvenssit se-

kä ribosomin sitoutumiskohta (IRES) (ks. yleiskatsaus Balvay ym., 2009). Myös genomin 

3’-päässä oleva koodittamaton alue on konservoitunut. Alueella on tärkeä rooli enterovi-

ruksen replikaatiossa, sillä se tarjoaa 3D-polymeraasille sitoutumiskohdan replikaation 

aloituksessa (Jacobson ym., 1993). Replikaation aloitukseen osallistuu lisäksi 3’-pään po-

lyadeniinihäntä (Silvestri ym., 2006). Ennen replikaation käynnistymistä genomi toimii 

templaattina proteiinisynteesille. Enteroviruksen genomi on positiivisjuosteinen, joten se 

toimii suoraan lähetti-RNA:na (ks. yleiskatsaus Bedard ja Semler, 2004). Lukuraami koo-

dittaa suurta polyproteiinia (250 kDa) (Kuva 1). Proteolyyttisen pilkonnan seurauksena 

muodostuu viraalisia proteiineja sekä niiden prekursoreita, joilla on monia tehtäviä vi-

ruksen elinkierrossa (Taulukko 1). 
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Kuva 1. Enteroviraalisen polyproteiinin proteolyyttinen pilkkoutuminen. Proteinaasit 2Apro-sekä 
3Cpropilkkovat polyproteiinin. Pilkkoutumiskaskaadi tapahtuu kolmessa vaiheessa. Ensimmäisessä vaiheessa 
2Apro katkaisee polyproteiinin kolmeen osaan (P1,P2 ja P3). Toisessa vaiheessa 3Cpro sekä proteinaasin kal-
tainen 3CD-proteiini pilkkovat P1-, P2- ja P3 -prekursoriproteiinit pienemmiksi prekursoreiksi. Pilkkoutumi-
nen jatkuu edelleen ja kolmannen vaiheen jälkeen se pysähtyy. Viruskapsidiin kuuluvat rakenteelliset prote-
iinit pilkkoutuvat P1-proteiinista (Muokattu lähteestä: ks. yleiskatsaus Bedard ja Semler, 2004). 
 

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

Viraalinen 
proteiini 

Viraalisen proteiinin tai sen prekursorin tehtävät 

VP1-VP4 Toimivat kapsidiproteiineina ja ovat tärkeässä roolissa viruksen tunkeutuessa soluun. 

2Apro Osallistuu polyproteiinin proteolyyttiseen pilkkomiseen sekä hiljentää isäntäsolun translaation. 

2BC ja 2B  Replikaation aloitus sekä viruksen elinkiertoon liittyvien sytoplasmisten vesikkelien indusointi. 

2C Solukalvon permeabilisointi lyyttisen kierron loppuvaiheessa. Sisältää NTPaasi aktiivisuutta. 
 

3AB Osallistuu RNA-replikaatioon muodostaen aloituskompleksin. 

3CD Osallistuu RNA-replikaatioon ja polyA-hännän muodostumiseen. Lisäksi proteolyyttistä aktiivi-
suutta. Isäntäsolun transkription lamauttaminen tumassa.  

3A Osallistuu RNA-replikaatioon. 

VPg (3B) Sitoutuu enterovirusgenomin 5’-päähän ja osallistuu polyA-hännän muodostumiseen sekä repli-
kaation ja translaation aloitukseen. 

3Cpro Osallistuu proteolyyttiseen polyproteiinin pilkkomiseen sekä replikaatioon. 

3Dpol RNA Polymeraasi. Rooli replikaatiossa. 

 
Enterovirusgenomi toimii suoraan lähetti-RNA:na, josta koodittuvat virusproteiinit. Trans-

laatiota pidetään enterovirusten replikaation ensimmäisenä vaiheena ja siinä syntetisoidaan 

replikaatioon vaadittavat proteiinit. Virusgenomin replikaatio tapahtuu sytoplasmassa si-

jaitsevassa replikaatiokompleksissa negatiivisen juosteen kautta. Tämä negatiivinen juoste 

toimii templaattina uusien positiivisien RNA-juosteiden synteesissä. Tutkimusten mukaan 

infektoituneessa isäntäsolussa on negatiivista juostetta noin 50 – 100 kertaa positiivista 

juostetta vähemmän (Chehadeh ym., 2000; ks. yleiskatsaus Bedard ja Semler, 2004; ks. 
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yleiskatsaus Egger ja Bienz, 2005). Juosteen 5’-päähän kovalenttisesti sitoutunut VPg osal-

listuu sekä positiivisen että negatiivisen juosteen replikaatioon, ja sen vuorovaikutus urasii-

litähteiden (uridylaatio) kanssa on välttämätöntä positiivisen juosteen synteesin aloitukselle 

(ks. yleiskatsaus Bedard ja Semler, 2004). Vaikka enterovirusten replikaatio tapahtuu syto-

plasmassa, on se tiiviissä vuorovaikutussuhteessa isäntäsolun tumaan. Enteroviruksen ge-

nomista transloitu 3CD-proteiini sisältää tumakuljetussignaalin, jonka avulla se siirtyy tu-

maan, inhiboi isäntäsolun transkription ja häiritsee tumakuljetusliikennettä (ks. yleiskatsa-

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

 

Virusproteiinit sekä positiivinen RNA-genomi esiintyvät heti translaation jälkeen laajalle 

sytoplasmaan levinneinä. Translaation jälkeen sytoplasmassa alkaa kehittyä vesikkelejä, 

jotka kerääntyvät ja sulautuvat solulimakalvostoon. Vesikkeleistä muodostuu solulimakal-

vostossa replikaatiokomplekseja, joiden sisältö koostuu enteroviraalisesta negatiivisjuos-

teisesta RNA:sta sekä viraalisista proteiineista. Tämän jälkeen replikaatiokompleksit ha-

keutuvat tuman läheisyyteen, perinukleaariseen tilaan, jossa tapahtuu varsinainen positiivi-

sen juosteen synteesi. Enterovirusinfektio aiheuttaa solussa suuria morfologisia muutoksia, 

sillä virus indusoi solun sisäisten membraanirakenteiden hajoamisen ja uudelleen järjes-

täytymisen (ks. yleiskatsaus Egger ja Bienz, 2005; ks. yleiskatsaus Belov ja Ehrenfeld, 

2007; Belov ym., 2008). 

 

Enterovirusten morfogeneesi alkaa virusproteiinien synteesin jälkeen. Sen ensimmäisessä 

vaiheessa VP0-, VP1- ja VP3 -kapsomeerit muodostavat protomeeriyksikön, jossa on ra-

kenteena yksi kutakin kapsomeeriä. Protomeerit järjestäytyvät pentameereiksi, joissa on 

viisi yksikköä (Palmenberg, 1982). Pentameerit järjestäytyvät itsenäisesti tyhjiksi kapsi-

deiksi, joihin RNA siirtyy myöhemmin. Pikornaviruksille on kuitenkin esitetty toinenkin 

morfogeneesimalli, jossa RNA pakkautuu kapsidiin samanaikaisesti kokoamisen kanssa 

(ks. yleiskatsaus Hellen ja Wimmer, 1995). Virusten vapautuminen solusta tapahtuu syto-

paattisten vaikutusten avulla, jolloin solun kalvojen läpäisevyys lisääntyy, kromatiini kon-

densoituu, solun sisäinen neste vuotaa ulos sekä solu kutistuu. Sytopaattisten vaikutusten 

laukaisevaa tekijää ei ole kyetty osoittamaan, mutta todennäköistä on, että viraaliset P2- ja 

P3 -alueen proteiinit olisivat tämän takana  (ks. yleiskatsaus Racaniello, 2007). 
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1.1.2 Enterovirusinfektioiden epidemiologia ja patogeneesi 

  
Enterovirukset ovat yleisimpiä taudinaiheuttajia ympäri maailman ja ne leviävät vähintään 

neljällä eri tavalla: fekaali-oraalisesti, veden ja ravinnon kautta, hengitysteiden eritteiden ja 

veren välityksellä. Lauhkean ilmaston maissa, kuten Pohjoismaissa, enterovirusinfektiot 

ovat tavallisia etenkin loppukesällä ja syksyllä ja niiden esiintyvyyteen vaikuttaa ratkaise-

vasti ilmasto. Pohjoismaissa enterovirusten kierto on hyvin kausittaista, kun taas tropiikissa 

esiintyvyys on tasaisempaa (ks. yleiskatsaus Morens ja Pallansch, 1995). Enteroviruksilla 

on erittäin laaja tautikirjo ja niiden aiheuttamia tauteja tunnetaankin yli 20. Yleisesti tun-

nettujen enterovirusten aiheuttamien sairauksien, kuten poliohalvauksen, aivokalvontuleh-

dusten ja lievien hengitystieinfektioiden ohella enteroviruksilla on havaittu olevan epide-

miologinen yhteys muun muassa hepatiittiin, krooniseen väsymysoireyhtymään, ruoansu-

latuskanavan tulehduksiin, sydänlihastulehdukseen, haimatulehdukseen sekä T1D:een (ks. 

yleiskatsaus Morens ja Pallansch, 1995). Enterovirusinfektiot ovat yleisiä ja niitä tavataan 

kaikissa ikäryhmissä. Vaikka suurin osa infektioista on lieviä tai oireettomia, vaihtelevat 

niiden aiheuttamat oireet virusserotyypin sekä yksilön iän, sosiaalisen aseman ja tervey-

dentilan mukaan (ks. yleiskatsaus Palacios ja Oberste, 2005). Neonataaliset enterovirusin-

fektiot vaihtelevat oireettomista vakaviin henkeä uhkaaviin infektioihin. Infektiot ovat 

usein vakavia ja lapsikuolleisuuden riski kasvaa merkittävästi, jos infektio on peritty äidiltä 

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

 
Enterovirusinfektioiden patogeneesiä on tutkittu paljon enterovirusten prototyypillä, po-

lioviruksella. Enterovirussuku sisältää kuitenkin runsaasti eri lajeihin kuuluvia virussero-

tyyppejä, joiden leviämisessä, isäntäsoluspesifisyydessä, replikaatiopaikassa sekä infektion 

laajuudessa ja sen aiheuttamissa oireissa on merkittäviä eroja. Poliovirustutkimus saattaa 

tarjota kattavan mallin tiettyjen enterovirusinfektioiden patogeneesille, mutta esimerkiksi 

happamille olosuhteille herkkien ja hengitysteissä replikoituvien enterovirusten kohdalla 

poliovirusmallia ei voida täysin soveltaa (ks. yleiskatsaus Pallansch ja Roos, 2007). 

 
Enterovirusinfektio saa alkunsa viruksen sitoutuessa isäntäsolun pintareseptorimolekyylei-

hin. Solukalvon pintareseptorit vastaavat suurelta osalta enterovirusten solu- ja kudostro-

pismista (Ylipaasto ym., 2004; Zanone ym., 2007). Enterovirusten käyttämiä solun pinta-

reseptoreita on useita erilaisia ja ne ovat usein spesifisiä vain tietyille enteroviruslajeille. 
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Monet enterovirukset vaativat kuitenkin soluun siirtyäkseen pintareseptorien ohella ko-

reseptoreita (ks. yleiskatsaus Racaniello, 2007). Poliovirusinfektiossa virukset replikoituvat 

ensin limakalvojen epiteelisoluissa, etenkin nielurisoissa sekä ohutsuolen Peyerin levyissä. 

Tämän jälkeen virukset siirtyvät mesenteerisiin imusolmukkeisiin, replikoituvat ja aiheut-

tavat lievän viremian. Varsinainen replikaatio ja monistuminen tapahtuu retikuloendoteeli-

sissä kudoksissa, joihin virus pääsee veren välityksellä. Poliovirusten runsas monistuminen 

voi johtaa varsinaiseen viremiaan, jolloin infektio leviää keskushermostoon ja aiheuttaa 

neuronituhoa ja halvaantumista. Suurimmalla osalla infektio ei kuitenkaan aiheuta varsi-

naista viremiaa, jolloin virus ei pääse keskushermostoon. Eläinkokeissa on kuitenkin osoi-

tettu, että poliovirus voi siirtyä perifeeristen neuronien avulla keskushermostoon ilman 

varsinaista viremiaa ja aiheuttaa mahdollisesti myös tällä tavalla halvaantumista (ks. yleis-

katsaus Pallansch ja Roos, 2007). Enterovirusinfektio on yleensä akuutti, mutta jotkut ente-

rovirukset saattavat aiheuttaa kroonisia infektioita. Krooniset infektiot aiheuttavat ku-

doksessa lievän tulehdusvasteen (Kim ym., 2005; Feuer ym., 2009).  

  

1.2 Tyypin 1 diabetes  

 
Diabetes luokitellaan ryhmäksi aineenvaihdunnallisia sairauksia, joille tyypillisenä oireena 

on seerumin kohonnut glukoosipitoisuus, hyperglykemia. Hyperglykemia on glukoosiho-

meostasian häiriö, joka on seuraus haiman β -solujen tuottaman insuliinin puutteesta, insu-

liinin toiminnan heikkenemisestä tai näistä molemmista. Etiologisesti diabetes luokitellaan 

T1D:een ja tyypin 2 diabetekseen (T2D) sekä raskauden ajan diabetekseen.  

 
Haima on rauhanen, joka jaetaan toiminnaltaan endo- ja eksokriiniseen osaan. Endokriini-

nen osa osallistuu pääasiassa glukoosihomeostasian säätelyyn ja eksokriininen osa ruoan-

sulatukseen haimanestettä tuottamalla. Haima koostuu rakenteellisesti haiman päästä, run-

gosta ja hännästä. Endokriinisen haimakudoksen osuus on noin 1 % haiman kokonaispai-

nosta ja endokriininen haimakudos on painoltaan noin 1400 mg (Rahier ym., 1983). Hai-

man endokriininen osa koostuu toiminnallisista yksiköistä, Langerhansin saarekkeista, joi-

den solytyypit on esitetty Taulukossa 2. Saarekkeiden solutyyppien kvantitatiivinen määri-

tys perustuu in situ -määrityksiin, joissa histologisista leikkeistä määritetään solutyypit se-

kä solujakauma. In situ -menetelmä antaa ainoastaan arvion solujakaumasta, sillä näyt-

teenvalmistus muuttaa solujakaumaa esim. rasvasolujen osalta (Saisho ym., 2007).  
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Taulukko 2. Saarekkeen solutyypit, solujakauma ja eritettävät peptidit.  
Solutyyppi Suhteellinen osuus % Eritettävät peptidit 
β –solut  70 Insuliini, amyliini 
α –solut  20 Glukagoni,  
δ –solut <10 Somatostatiini 
PP –solut <5 Haiman polypeptidi 
ε –solut <0.5 Greliini 

Lähteet: Cabrera ym., 2005; Andralojc ym., 2008 
 
Langerhansin saarekkeita ympäröi ohut Shwannin solukerros, joka on vuorovaikutuksessa 

haiman endo- ja eksokriinisen osan kanssa. Solukerroksella uskotaan olevan rooli endo-

kriinisen osan hermotuksessa sekä plasmamembraanikerroksen permeabilisaatiossa helpot-

taen kalvoliikennettä (Sunami ym., 2001). Endokriinisten solujen suhteellinen osuus vaih-

telee haiman eri osissa ja yksilön iän mukaan (Rahier ym., 1983; Meier ym., 2008).  Ra-

hierin ym. (1983) mukaan α- ja β -soluja on etenkin haiman häntäosassa, kun taas PP-

soluja on runsaasti haiman pään posteriorisessa osassa. Iän on havaittu olevan merkittävä 

haiman morfologiaa ja endokriinisten solujen suhteellista osuutta muuttava tekijä. Meier 

ym. (2008) havaitsivat, että β-solujen syntymän jälkeinen replikaatio on suurimmillaan 

kahden ensimmäisen elinvuoden aikana ja se hiljenee lähes kokonaan yksilön saavuttaessa 

aikuisuuden. ε-solujen suhteellinen osuus sikiökehityksen aikana muuttuu muihin endo-

kriinisoluihin nähden merkittävästi, sillä kehitysviikolla 23 ε-solujen osuus on jo 30 %. ε-

solujen suhteellista osuutta kehittyvässä yksilössä voidaan kuvata paraabelina, sillä synty-

mässä suhteellinen osuus on laskenut 5 %:iin, kun aikuisen saarekkeissa ε-solujen suhteel-

linen osuus on alle 1 % (Andralojc ym., 2008). 

 
Tyypin 1 diabeetikon haima on keskiarvon mukaan yli puolet kevyempi kuin terveen ihmi-

sen haima. Rahierin ym. (1983) mukaan terveen ihmisen haima painaa noin 82 g ja T1D:tä 

sairastavan alle 40 g. Terveillä ihmisillä haiman endokriininen osa on noin 1400 mg hai-

man kokonaispainosta, kun taas T1D-sairailla endokriinisten solujen osuus on vain noin 

400 mg. Tyypin 2 diabeetikoilla haiman ja endokriinisen osan painoissa ei ole havaittu 

merkittävää muutosta. T1D-sairaiden saarekkeiden solujakauma on muuttunut merkittä-

västi, sillä Rahierin ym. (1983) tutkimuksen mukaan sairaiden saarekkeissa ei havaittu in-

suliinia tuottavia β-soluja. β-solujen tuhoutuminen lisää merkittävästi muiden endokriinis-

ten solujen suhteellista osuutta saarekkeissa. Sayaman ym. (2005) mukaan β-solujen ohella 

saarekkeista häviää merkittävästi myös α-soluja. Tulosten mukaan α-soluja on fulminaattia 

diabetestä sairastavilla saarekkeissaan yli kolme kertaa verrokkeja vähemmän ja yli kaksi 
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kertaa autoimmuunidiabetestä sairastavia vähemmän. Klöppelin ym. (1984) mukaan esi-

diabetesvaihe on kroonisesti etenevä ja T1D:n patogeneesi alkaa vuosia ennen oireiden al-

kamista. Heidän hypoteesinsa mukaan esivaiheen lineaarisesti etenevä β-solutuho aiheuttaa 

taudin kehittymisen diabetesvaiheeseen, jolloin β-soluja on jäljellä 20 % normaaliarvosta. 

Selektiivinen β-solutuho jatkuu diabetesvaiheessa, kunnes insuliinia tuottavat solut ovat 

tuhoutuneet saarekkeista kokonaan. Vallalla olevan näkemyksen mukaan lineaarisesti ete-

nevää β-solutuhomallia pidetään liian yksinkertaistettuna, johon ei lasketa mukaan β-solu-

tuhon nopeuteen vaikuttavia tulehdusvasteita, patogeenejä ja tulehduksen indusoimaa β-

solureplikaatiota (ks. yleiskatsaus Akirav ym., 2008; Meier ym., 2008). 

  
Tutkimusten mukaan T1D:n lisääntyminen on globaalinen ilmiö ja sairauden esiintyvyy-

dessä on merkittäviä maantieteellisiä eroja. T1D:n sairastumisriski on suurin pohjois-eu-

rooppalaisilla ja maailman korkein T1D:n ilmaantuvuus on Suomessa; 64/100000 tapausta 

vuotta kohden. Aasiassa ja Etelä-Amerikassa vuosittainen ilmaantuvuus on vastaavasti 

pienintä; 0.1/100000 tapausta vuotta kohden. Globaalisesti T1D:n ilmaantuvuus lisääntyy 

noin 4 %:n vuosivauhdilla, kun sen kasvu on ollut aiempina vuosikymmeninä noin 3 %. 

Onkin arveltu, että tämän hetkinen T1D:n ilmaantuvuus on globaalisti jo yli 30/100000 ta-

pausta vuodessa (Onkamo ym., 1999; Harjutsalo ym., 2008). 

 
T1D:stä pidetään etiologialtaan epäselvänä T-soluvälitteisenä autoimmuunisairautena, jos-

sa haiman Langerhansin saarekkeiden insuliinia tuottavat β-solut tuhoutuvat. Taudin pato-

geneesiin kuuluu jopa useita vuosia kestävä esidiabetesvaihe ennen taudin varsinaista puh-

keamista. Esidiabetesvaihe muuttuu diabetekseksi, kun β-solujen määrä on vähentynyt 70-

95 % normaalista (Cnop ym., 2005; ks. yleiskatsaus Atkinson ja Gianani, 2009). Esivaihe 

voidaan havaita autovasta-aineiden ilmaantumisena verenkiertoon. Autovasta-aineet ovat 

vasta-aineita, jotka ovat muodostuneet autoimmuuniprosessin käynnistyttyä haiman saare-

kesolujen rakenteita vastaan. Vaikka taudin kehittymiseen liittyy vahvasti geneettinen alt-

tius, erilaisilla ympäristötekijöillä uskotaan olevan ratkaiseva asema autoimmuuniprosessin 

käynnistymisessä ja T1D:n puhkeamisessa (ks. yleiskatsaus Tauriainen ym., 2003). 
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1.2.1 Altistavat perintö- ja ympäristötekijät  

 
Perintötekijöiden rooli T1D:lle altistavina tekijöinä on varsin suuri, sillä kaksostutkimuk-

silla on osoitettu geneettisten tekijöiden olevan avainasemassa diabeteksen puhkeamisessa. 

Suomalaisen tutkimuksen mukaan diabeteksen puhkeaminen on 88 %:sti geneettisten te-

kijöiden aiheuttamaa (Hyttinen ym. 2003). Hyvin samankaltaisia tuloksia on saatu aikai-

semminkin. Kaprio ym. (1992) raportoivat T1D:n olevan periytyvä 73.6 % todennäköisyy-

dellä, mikä korreloi hyvin tanskalaisilla kaksosilla tehtyjen tutkimusten tuloksiin. Tanska-

laisen kaksostutkimuksen mukaan diabetes on 72 %:sti perintötekijöiden aiheuttamaa (Ky-

vik ym., 1995). Nykykäsityksen mukaan kuitenkin ajatellaan, että perintötekijöiden rooli 

T1D:n puhkeamisessa olisi vähenemässä ja ympäristötekijöiden vastaavasti kasvamassa. 

T1D:n ilmaantuvuus on kasvanut viime vuosikymmeninä nopeasti, varsinkin nuorten kes-

kuudessa, eikä geneettinen alttius riitä yksin selittämään viime vuosikymmenien jyrkkää ja 

edelleen kiihtyvää T1D:n ilmaantuvuuden muutosta. T1D:n yleistyminen alle 15 -vuotiailla 

on ollut niin nopeaa, että populaatiogenetiikan näkökulmasta alttiusgeenien rikastuminen 

väestön geenipoolissa on mahdotonta tässä ajassa. Onkin ajateltu, että erilaisilla ympäris-

tötekijöillä saattaa olla merkittävä rooli T1D:n yleistymisessä (Hyttinen ym., 2003). 

 

Polygeneettisesti periytyvän T1D:n taustalla vaikuttavat useat geenit. 1970 -luvun puolivä-

lissä havaittiin luokan I ja II HLA (Engl. human leukocyte antigen) -geenien ja T1D:n väli-

nen yhteys. HLA-diabetesgeenien osuudeksi T1D:n sairastumisalttiudessa on arvioitu noin 

50 % kaikista geneettisistä tekijöistä. Luokan II HLA-geenit jaetaan T1D:n puhkeamisalt-

tiuden mukaan suojaaviin-, neutraaleihin,- ja riskihaplotyyppeihin. T1D:n puhkeamisriski 

on korkeimmillaan, kun yksilöllä on genomissaan kaksi erilaista riskihaplotyyppiä. T1D:n 

puhkeamisriskiksi on tällöin arvioitu noin 7 %.  Suomalaisten geenipooli koostuu 69 %:sti 

suojaavista haplotyyppeistä. Tällä osalla väestöstä riski sairastua T1D:een on alle 0.2 % 

(ks. yleiskatsaus Ilonen ym., 2002). T1D:n geneettinen tausta ei ole kuitenkaan näin yksi-

selitteinen, vaan HLA-haplotyyppien rinnalla diabetesalttiuteen vaikuttaa myös useita mui-

ta eri lokuksissa sijaitsevia riskigeenejä (ks. yleiskatsaus Mehers ja Gillespie, 2008).  
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Vahvimman näytön ympäristötekijöiden yhteydestä diabeteksen patogeneesiin antavat vi-

rukset, varsinkin enterovirukset, joita on detektoitu diabetekseen sairastuneiden potilaiden 

verestä ja endokriinisesta haimakudoksesta (ks. yleiskatsaus Hyöty ja Taylor, 2002; Dotta 

ym., 2007; Rickhardson ym., 2009). Elintavoilla on merkityksensä sekä T1D:n että T2D:n 

ilmenemisessä. Hyppösen ym., (2000) mukaan lasten liikalihavuudella ja T1D:lla on yh-

teys, sillä lihavuuden yleistymisen on havaittu korreloivan voimakkaasti T1D:n ilmenemi-

sen kanssa. Kiistanalaisia viitteitä diabetogeenisyydestä on muun muassa lehmän maidon 

β-kaseiineilla sekä nitriiteistä muodostuvilla N-nitrosoyhdisteillä (ks. yleiskatsaus Aker-

blom ja Knip, 1998; ks. yleiskatsaus Truswell, 2005). Tarkemmin T1D:n ja enterovirusten 

välisestä yhteydestä on kerrottu luvussa 1.3 Enteroviruksinfektioiden ja T1D:n välinen yh-

teys (alkaen s. 19). 

 
Ympäristötekijöiden ja T1D:n välistä yhteyttä selvitetään parhaillaan laajojen tutkimus-

hankkeiden avulla.  Suomalainen DIPP (Engl. Diabetes Prediction and Prevention-study) 

on T1D:n ennustamista ja ehkäisyä tutkiva prospektiivinen seurantaprojekti, jossa vas-

tasyntyneiltä etsitään T1D:lle altistavia perintötekijöitä. Geneettisesti T1D:lle alttiita lapsia 

seurataan autovasta-aineseulonnoin, joilla pyritään saamaan tietoa autoimmuuniprosessin 

alkuhetkistä. Vuonna 2003 perustettiin kansainvälinen tutkimushanke TEDDY (Engl. The 

Environmental Determinants of Diabetes in the Young), joka on laaja DIPP:in kaltainen 

prospektiivinen tutkimus. Tutkimuksen tarkoituksena on kartoittaa tekijöitä, jotka vaikut-

tavat β-solujen autoimmuuniprosessin syntyyn tai estoon (TEDDY study group, 2008). 

1.2.2 Tyypin 1 diabeteksen luokittelu 

 
T1D luokitellaan kolmeen luokkaan: autoimmuuniin ja idiopaattiseen diabetekseen sekä 

tyypin 1.5 diabetekseen (T1.5D). T1.5D:tä pidetään T1D:n ja T2D:n välimuotona ja tästä 

tulee myös taudin nimitys T1.5D (Kuva 2). Uusimmat tutkimustulokset antavat viitteitä 

nopeasti etenevän eli fulminantin T1BD:n etiologiasta ja saattaa olla, että sen luokittelu voi 

tulevaisuudessa muuttua. 
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Kuva 2. Tyypin 1 diabeteksen luokittelu. T1D luokitellaan autoimmuuniin, idiopaattiseen ja T1.5D:een, 
jossa on autoimmuunivasteen ohella piirteitä T2D:stä. T1AD jaetaan polygeeniseen, monogeeniseen sekä 
LADA-diabetekseen. Polygeeninen T1AD on hyvin yleinen diabeteksen muodoista ja sen taustalla on useita 
diabetesgeenejä. Monogeeninen T1AD on yhden geenin muutaatiosta johtuva autoimmuuni diabetes. Taus-
talla on usein autoimmuunimekanismeja säätelevän AIRE-geenin mutaatio. LADA on aikuisilla esiintyvä au-
toimmuuni diabetes ja sen ohella esiintyy usein myös muita endokriinisiä kudoksia häiritseviä autoim-
muunisairauksia. T1BD:n kehittyminen on etiologialtaan tuntematon. T1BD:n kehittymisen luonteenpiir-
teenä on autoimmuunivasteen puuttuminen ja se on vahvasti periytyvä. T1.5D on autoimmuuninen sairaus, 
jossa β-solutuhon ohella glukoosihomeostasiaan vaikuttavat esimerkiksi insuliiniresistenssi ja ylipaino 
(Muokattu lähteistä: Fourlanos ym., 2006; ks yleiskatsaus. American Diabetes Association, 2008; ks. yleis-
katsaus Dib ja Gomes, 2009).  
 

Shibasakin ym. (2010) tutkimustulokset vahvistavat, että fulminantti T1BD ei ole autoim-

muunisairaus. Tulosta vahvistavat autoimmuuniprosessissa muodostuvien autovasta-ainei-

den puuttuminen kolmen fulminanttiin T1BD:een kuolleen potilaan seerumista. Tutkimuk-

sen tulokset viittaavat siihen, että fulminaatin T1D:n laukaisevana tekijänä on makrofaagi-

välitteinen tulehdusvaste, joka aiheuttaa insuliitin haiman endokriinisessä osassa. Shibasa-

kin ym. (2010) mukaan tulehdusvasteen aiheuttajana saattaa olla enterovirusinfektio, jota 

heidän tuloksensa vahvasti tukevat.  



                                                                                                                                              19                                         

1.3 Enteroviruksinfektioiden ja T1D:n välinen yhteys 

 
Virusten ja T1D:n välistä yhteyttä on tutkittu pitkään ja todennäköisimpänä diabetesta ai-

heuttavana virusryhmänä voidaan pitää enteroviruksia, joita on osoitettu diabeetikoiden in-

suliinia tuottavista β-soluista (Ylipaasto ym., 2004; Dotta ym., 2007; Richardson ym., 

2009). Diabetogeenisimpänä enteroviruslajina pidetään enterovirus B -ryhmän viruksia 

(Roivainen ym., 2000). Enterovirusten osuutta T1D:n puhkeamisen laukaisevana tekijänä 

ei ole kyetty täysin todistamaan eikä suoraa näyttöä enterovirusinfektioiden aiheuttamasta 

diabeteksestä ole. Viitteitä enterovirusten ja T1D:n välisestä epidemiologisestä yhteydestä 

on kirjallisuudessa kuitenkin runsaasti. Ensimmäiset viitteet enterovirusten ja diabeteksen 

välisestä yhteydestä saatiin 1960-luvun loppupuolella. Gamble ym. (1969) osoittivat diabe-

tekseen sairastuneiden seerumista kohonneita coxsackievirus B (CBV) vasta-ainepitoi-

suuksia. Varsinkin CBV4 vasta-ainetiitterit olivat merkittävästi kohonneet verrokkeihin 

nähden. Varsinaisia todisteita T1D:n ja enterovirusten yhteydestä saatiin vuosikymmen 

Gamblen ym. (1969) tutkimuksen jälkeen. Yoon ym. (1979) eristivät ketoasidoosiin me-

nehtyneen T1D-lapsen haimasta CBV4-enterovirusta, joka aiheutti myös hiirille diabetek-

sen. Tämä löytö on lisännyt diabetestutkimusta merkittävästi. Yoonin ym. (1979) tutki-

muksen jälkeen on osoitettu, että CBV4 on diabetogeeninen myös hiiren ja ihmisen saare-

kesoluviljelmissä (Horwitz ym., 1998; Roivainen ym., 2000). Enterovirusten ja T1D:n vä-

listä epidemiologista yhteyttä on kuitenkin ollut haasteellista todistaa. Tutkimuksia ovat 

vaikeuttaneet monet seikat;  

 
1) Diabetekseen liittyvän autoimmuuniprosessin hitaus. Oireeton esidiabetesvaihe ja au-

toimmuuniprosessi voivat käynnistyä jopa vuosia ennen oireiden ilmaantumista.  

 
2) Ihmisperäisten haimakudosten saaminen tutkimuskäyttöön on erittäin ongelmallista. 

 
3) Enterovirusinfektioiden osoittaminen diabeetikkojen haimakudoksesta on ollut haasta-

vaa (Foulis ym., 1990; Buesa-Gomez ym., 1994; Foulis ym., 1997). Saattaakin olla, että 

diabeetikoilta on huomattavasti vaikeampaa osoittaa saarekkeisiin ja β-soluihin paikallistu-

via enterovirusinfektioita, jos isäntäsolujen autoimmuunivasteesta johtuva tuhoutuminen 

on täydellistä.     
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Enterovirusdetektion ajoittaminen autoimmuuniprosessin alkuvaiheisiin on haastavaa ja se 

vaatii prospektiivisia seurantatutkimuksia. Enterovirusinfektio ja autoimmuuniprosessin 

käynnistyminen ovat usein oireettomia ja viitteitä potilaiden esidiabeteksesta saadaan aino-

astaan plasmasta seulottavien autovasta-aineiden avulla (Salminen ym., 2003). Autovasta-

ainepositiivisten yksilöiden haimanäytteiden saaminen on ongelmallista, sillä koepalojen 

otto haimasta on vaikeaa siihen liittyvien komplikaatioriskien vuoksi (ks. yleiskatsaus 

Drecher ja Tracy, 2008). Vaikka haimabiopsioiden ottoon on kehitetty menetelmä, (Hana-

fusa ym., 1990; Itoh ym., 1993; Imagawa ym., 2001) lienee selvää, että tutkimuskäyttöön 

ei oireettomien esidiabeetikoiden haimabiopsioita saada riskien ja mahdollisten kompli-

kaatioiden vuoksi. Muutamat tutkimusryhmät ovatkin tehneet tutkimuksensa aivokuollei-

den elinluovuttajien haimanäytteillä tai post mortem -haimanäytteillä (Foulis ym., 1990; 

Dotta ym., 2007). Richardsonin ym. (2009) tutkimuksessa on saatu käyttöön runsaasti 

T1D:een juuri sairastuneiden henkilöiden post mortem -haimanäytteitä, joista 61 % osoit-

tautui enteroviruspositiivisiksi (Taulukko 3). Tulokset vahvistavat näkemystä T1D:n ja en-

terovirusten välisestä yhteydestä, vaikka Roivaisen ja Klingelin (2009) mukaan tulosten 

luotettavuudessa on puutteita. Heidän mukaansa IHC-tulokset olisi syytä aina vahvistaa 

esimerkiksi enterovirusten nukleiinihappoja tunnistamalla tai eristämällä virus tuorenäyt-

teestä. Lisäksi Richardsonin ym. (2009) käyttämä detektio perustuu 5-D8/1 -enterovirus-

vasta-aineeseen, jonka spesifisyydestä on saatu ristiriitaisia tuloksia (Härkönen ym., 2000 

ja 2002). 

 

Taulukko 3. Tyypin 1 diabeetikoiden ja esidiabeetikoiden haimanäytteistä on detektoitu enteroviruksia 
vaihtelevin tuloksin.  Useimmissa tutkimuksissa, joiden tulokset ovat olleet positiivisia, enteroviruksia on 
detektoitu 5-D8/1 vasta-aineeseen perustuvalla IHC-detektiomenetelmällä (Muokattu lähteestä: ks. yleiskat-
saus Tauriainen ym., 2010). 
 

Diabetes- 
haimat 

Enterovirus-
positiivisia 

Detektio- 
menetelmä 

Vasta-aine/koetin Lähde 

88 0 IHC CBV -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 

 

Viitteitä enterovirusten osuudesta T1D:n patogeneesissä on saatu myös diabeetikoiden see-

ruminäytteistä, sillä useiden RT-PCR:llä tehtyjen tutkimusten mukaan enterovirusinfek-

toituneita diabeetikoita on merkittävästi infektoituneita verrokkeja enemmän (Taulukko 4). 
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Mielenkiintoisia tuloksia on saatu detektoimalla enteroviruksia tyypin 1 diabeetikoiden 

ohutsuolibiopsioista. Oikarinen ym. (2007) havaitsivat, että T1D:llä ja ohutsuolen en-

terovirusinfektioilla saattaa olla yhteys, sillä he detektoivat enteroviruksia tyypin 1 diabee-

tikoilta (n = 12) merkittävästi verrokkeja (n = 10) enemmän. ISH:lla diabeetikoiden näyt-

teistä enteroviruspositiivisia oli 50 %, verrokkinäytteiden ollessa negatiivisia. Vastaavasti 

IHC:lla diabeetikoiden näytteistä positiivisia oli 75 % ja verrokkeista 10 %.   

 
Taulukko 4. RT-PCR -tulosten mukaan enterovirusinfektioita esiintyy diabeetikoilla merkittävästi 
verrokkeja enemmän. RT-PCR -analyysit on tehty seerumi tai veri näytteistä. (Muokattu lähteestä: ks. 
yleiskatsaus Tauriainen ym., 2010).  
 

Diabeetikot 
n 

Enterovirus- 
positiivisia: % 

Verrokit 
n 

Enterovirus- 
positiivisia: % 

Lähde 

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 käynnistää tyypin 1 interferonituotannon β-soluissa 
 

Enterovirusinfektion varhaisessa vaiheessa elimistö reagoi infektioon käynnistämällä pai-

kallisen sytokiini- ja interferonituotannon. Interferonien on osoitettu suojaavan tehokkaasti 

β-soluja virusinfektioilta (Chehadeh ym., 2000; Flodström ym., 2002). Hiljattain on ha-

vaittu, että interferonit aktivoivat antiviraalisten reseptorimolekyylien synteesin. Resepto-

rimolekyylien, kuten TLR3:n (Engl. Toll like receptor 3), RIG-I:n (Engl. Retinoic acid in-

ducible-gene I receptor) ja MDA-5:n (Engl. Melanoma differentiation-associated gene-5 

receptor) geeniekspressio lisääntyy enterovirusinfektiossa merkittävästi. Näitä enterovi-

rusinfektiossa syntetisoituvia reseptorimolekyylejä voidaan hyödyntää arvioidessa virusten 

osuutta kroonisissa sairauksissa, kuten T1D:ssa. Reseptorimolekyylien paikallinen eks-

pressiotason jyrkkä muutos saattaa kertoa virusinfektiosta. Lisäksi interferonien ja sen in-

dusoimien antiviraalisten reseptorien krooninen erittyminen solukalvoille antaa tietoa 

muun muassa mahdollisesta kroonisesta infektiosta (Chehadeh ym., 2000; Hultcrantz ym., 

2007; Shibasaki ym., 2010). 
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1.3.1 Autovasta-aineet ja autoimmuuniprosessin syntymekanismit 

 
Haiman saarekkeiden autovasta-aineiden löytyminen 1970-luvun puolivälissä osoitti 

T1D:n krooniseksi autoimmuunisairaudeksi (Bottazzo ym., 1974; MacCuish ym., 1974). 

T1AD:n kehittymisessä elimistön omat puolustusmekanismit alkavat vaurioittaa haiman 

saarekkeiden insuliinia tuottavia β-soluja. Vallalla olevan käsityksen mukaan T-lymfosyy-

tit aktivoituvat β-soluja vastaan, jolloin vaurioituvista β-soluista vapautuu intrasellulaarisia 

proteiineja. Vasta-aineita tuottavat B-lymfosyytit tunnistavat proteiinien antigeenit vie-

raiksi ja ne alkavat tuottaa vasta-aineita näitä proteiineja vastaan. Omia proteiineja vastaan 

tuotetut autovasta-aineet ovat voimakkaasti kytköksissä T1D:n kehitykseen ja kertovat β-

solutuhon olevan käynnissä. Tämä oireeton esidiabetesvaihe havaitaan seerumin autovasta-

ainepitoisuuksista (ks. yleiskatsaus Seissler ja Scherbaum, 2006). Autovasta-aineita tun-

netaan neljä spesifisesti sitoutuvaa. Näitä ovat insuliiniautovasta-aineet (IAA), jotka si-

toutuvat insuliiniin, glutamaattidekarboksylaasiautovasta-aineet (GADA), jotka sitoutuvat 

glutamaattidekarboksylaasiin ja tyrosiinifosfataasiautovasta-aineet (IA-2A), jotka sitoutu-

vat tyrosiinifosfataasiin. Hiljattain on löydetty myös sinkkikuljettajaan sitoutuvat ZnT8-

autovasta-aineet (Pietropaolo ym., 2005; Wenzlau ym., 2007). Lisäksi voidaan määrittää 

epäspesifisesti saarekesoluautovasta-aineita (ICA), jotka sitoutuvat saarekkeiden solujen 

antigeeneihin. Useamman yhtäaikaisen autovasta-ainepitoisuuden kohoaminen esidiabe-

tesvaiheessa ennustaa T1D:n puhkeamista varsin hyvin (Strebelow ym., 1999), mutta yk-

sittäisen autovasta-aineen matala plasmapitoisuus ei ole yhteydessä T1D:n puhkeamiseen, 

vaikka autovasta-ainepitoisuus olisi lievästi koholla yli vuoden (ks. yleiskatsaus Seissler ja 

Scherbaum, 2006). Autoimmuuniprosessista riippumattoman idiopaattisen T1D:n kehitty-

misessä autovasta-aineita ei erity lainkaan (Shibasaki ym., 2010). 

 

Enterovirusten osuutta autoimmuuniprosessin laukaisevana tekijänä on tutkittu paljon, 

mutta täysin varmaa kuvaa virusten aiheuttamasta autoimmuniteetin aktivoitumisen meka-

nismista ei ole saatu. Vallalla olevan näkemyksen mukaan enterovirukset indusoivat au-

toimmuuniprosessin β-soluja kohtaan infektoituneiden solujen erittämien stressitekijöiden 

kautta (Engl. bystander damage). Myös molekyläärisen matkimisen (Engl. molecular mi-

micry) ja virusten aiheuttamien sytopaattisten vaikutusten sekä kroonisten infektioden on 

arveltu olevan autoimmuunivasteen takana (ks. yleiskatsaus Richer ja Horwitz, 2009a). Li-
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säksi muutokset T-säätelijäsolujen (Treg) pitoisuuksissa ovat autoimmuuniprosessin syntyä 

edesauttavia tekijöitä. Viimeaikoina on saatu viitteitä siitä, että Treg-solujen väheneminen 

haimakudoksessa on riskitekijä T1D:n patogeneesille. Hiirikokein on osoitettu, että Treg-

solujen väheneminen kiihdyttää merkittävästi T1D:n autoimmuuniprosessin etenemistä  

(Richer ym., 2008; ks. yleiskatsaus Richer ja Horwitz, 2009b). Hiirikokein on saatu viittei-

tä myös siitä, että enterovirusinfektion aiheuttama immuunivaste saattaa olla T1D:tä edis-

tävä tai estävä tekijä (Horwitz ym., 1998; Tracy ym., 2002). Filippi ym. (2009) havaitsivat, 

että eri serotyyppien aiheuttama enterovirusinfektio aiheuttaa immuunivasteen, joka voi li-

sätä tai vähentää Treg-solujen määrää hiirillä. Heidän mukaan varhain saatu CBV3 on 

NOD-hiiren diabetestä estävä, kun taas aikaisemmissa tutkimuksissa on toisella hiirikan-

nalla osoitettu, että CBV4 on diabetogeeninen (Horwitz ym., 1998). Hiirillä enterovirukset 

lokalisoituvat haiman eksokriiniseen osaan, eivätkä aiheuta saarekkeisiin infektiota (Tracy 

ym., 2002). Vaikka NOD-hiiret (Engl. Non-obese diabetic) ehkä soveltuvat hyvin T1D:n 

autoimmuniprosessin tutkimiseen, ei tämä koe-eläinmalli ole hyvä β-solutuhon aiheuttajien 

tutkimiseen, sillä NOD-hiirten T1D syntyy spontaanisti. Tuloksista ei siten voida suoraan 

päätellä, vaikuttavatko enterovirusinfektiot ihmisillä T1D:tä edistävästi vai estävästi.  

 

Roivainen ym. (2000) osoittivat, että CBV3, 4 ja 5 replikoituvat saarekkeiden β-soluissa in 

vitro ja aiheuttavat insuliinivasteen heikkenemistä sekä sytopaattisten vaikutusten kautta 

nekroosia. Tutkimuksen mukaan apoptoosin rooli β-solujen vähenemisessä oli merkityk-

setöntä. Enterovirusten lyyttisen elinkierron aiheuttamat suorat soluvauriot johtavat nek-

roosiin ja β-solutuhoon, mutta sitä ei kuitenkaan pidetä ensisijaisena T1D:n syntymeka-

nismina. Primäärisenä autoimmuuniprosessin syntymekanismina pidetään bystander da-

mage -mekanismia, johon ei välttämättä liity viruksen aiheuttamaa nekroosia, vaan meka-

nismi kattaa myös krooniset enterovirusinfektiot. Bystander damage -mekanismin mukaan 

infektoituneet β-solut erittävät solukalvolleen stressitekijöitä, joita APC-solut (Engl. Anti-

gen presenting cells) tunnistavat. APC-soluvälitteinen β-solujen endosytoosi johtaa siihen, 

että APC-solujen MHC-proteiinit esittelevät β-solujen stressitekijöitä immuunipuolustuk-

selle. Tämä voi johtaa autoreaktiivisten T-lymfosyyttien muodostumiseen ja β-soluspesifi-

seen autoimmuuniprosessin käynnistymiseen (Horwitz ym., 1998; ks. yleiskatsaus Richer 

ja Horwitz, 2009a). Molekyyläärinen matkiminen on yhdistetty enterovirusinfektion aihe-

uttamaan T1D:n patogeneesiin ja sen oletetaan aiheuttavan autoimmuunireaktion ristireak-
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tion kautta. Härkösen ym. (2003) mukaan enteroviruksen kapsidiproteiineilla on homolo-

ginen autoantigeenirakenne β-solujen tyrosiinifosfataasin, ja heat shock 60/65 -proteiinien 

kanssa. Lisäksi useissa tutkimuksissa on havaittu, että enteroviruksen 2C-proteiinilla on 

sekvenssi-identtisyyttä solujen tuottamien glutamaattidekarboksylaasiproteiinien kanssa. 

Virus- ja β-soluproteiinien autoantigeenien sekvenssi-identtisyydestä johtuen, T-solu- ja 

humoraalisen immuunivasteen uskotaan syntyvän myös solurakenteita kohtaan (ks. yleis-

katsaus Jaïdane ja Hober, 2008).  

1.3.2 Onko kroonisella enterovirusinfektiolla yhteys tyypin 1 diabetekseen?  

 
Enterovirusinfektiota pidetään akuuttina ja lyyttisenä infektiona. Kroonisista enterovirusin-

fektioista on ainoastaan viitteitä, jotka perustuvat koe-eläinmalleilla sekä soluviljelmillä 

tehtyihin tutkimuksiin. Ihmisen kroonisista enterovirusinfektioista ei ole vielä riittävästi 

näyttöä. Kirjallisuudessa on kuitenkin viitteitä jopa kymmeniä vuosia kestävistä oireetto-

mista kroonisista poliovirusinfektioista ja vallalla olevan teorian mukaan PPS (Engl. Post-

polio syndrome) olisi kroonisen poliovirusinfektion aiheuttama polion jälkitauti (Muir ym., 

1995). Myös polioviruksiin kuulumattomien enterovirusserotyyppien kroonisista in-

fektioista on viitteitä. Onkin arveltu, että kroonisilla enterovirusinfektioilla voisi olla yh-

teys useisiin sairauksiin, kuten muun muassa viivästyneeseen sydänlihastulehdukseen tai 

T1D:een. Näiden infektioiden kausaalista yhteyttä kroonisiin sairauksiin on ollut hankala 

todistaa. Viimeaikoina on kuitenkin ilmestynyt julkaisuja, joiden perusteella kroonista en-

terovirusinfektiota voidaan pitää merkittävänä riskitekijänä kroonisten sairauksien puh-

keamiselle (Zhang ym., 2004; Oikarinen ym., 2007; ks. yleiskatsaus Chapman ja Kim, 

2008; Chia ym., 2009). Hiirikokeet sekä kokeet saarekesoluviljelmillä ovat antaneet run-

saasti tietoa kroonisista enterovirusinfektioista, mutta ihmisillä ei haimasta ole löydetty 

riittäviä todisteita vastaavasta. Dottan ym. (2007) tutkimukset antavat viitteitä kroonisesta 

infektiosta, mutta tutkimuksen luotettavuudesta ei ole takeita (ks. yleiskatsaus Drecher ja 

Tracy, 2008). Ehkä luotettavimman kuvan kroonisesta enterovirusinfektiosta antaa 

Richardsonin ym. (2009) tutkimus, jossa detektoitiin enteroviruksia T1D:een juuri sairas-

tuneiden saarekkeista. Kumpikaan edellä mainituista tutkimuksista ei kuitenkaan todista, 

että havaitut enterovirusinfektiot olisivat olleet kroonisia. 
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Kroonisen enterovirusinfektion edellytyksenä on viruksen evoluutio vähemmän lyyttiseen 

muotoon esimerkiksi mutaation seurauksena (Julien ym., 1999; ks. yleiskatsaus Chapman 

ja Kim, 2008). Evoluutio ei estä virusta täysin replikoitumasta, vaan replikaatio hidastuu ja 

enterovirusten positiivisten ja negatiivisten RNA-juosteiden osuus jakaantuu infektoitu-

neessa solussa tasan (Klingel ym., 1992). Ihmisen haimasta eristettyjen saarekesoluviljel-

mien mukaan akuutissa enterovirusinfektiossa CBV4:n positiivisjuosteista RNA:ta on noin 

50-100 kertaa negatiivista juostetta enemmän, joten muutos juosteiden osuuksissa krooni-

sen ja akuutin infektion välillä on merkittävä (Chehadeh ym., 2000). Tamin ja Messnerin 

(1999) tutkimuksen mukaan enterovirusinfektion siirtyminen latentiksi ei ole mutaatioriip-

puvaista vaan CBV:n negatiiviset ja positiiviset RNA-juosteet sitoutuvat keskenään ja 

muodostavat vakaan kaksijuosteisen RNA-genomin. Sitoutuminen selittäisi ekvivalenttisen 

määrän enterovirusten negatiivisia ja positiivisia RNA-juosteita infektoituneissa soluissa. 

 

Enterovirusinfektion kroonistumisesta on myös toisenlainen malli, jonka mukaan krooni-

sen infektion taustalla on enterovirusgenomin 5’-päässä tapahtuva deleetio. Kimin ym. 

(2005) mukaan genomin 5’-pään 7-49 nukleotidin deleetio on spontaani ja johtaa krooni-

seen infektioon. Tutkimuksessa havaittiin, että CBV3 aiheuttaa hiirten sydänlihaksessa yli 

viisi kuukautta kestävän infektion ilman sytopaattisia vaikutuksia. Lisäksi merkittävää on, 

että deleetion seurauksena CBV3:n replikaatio on normaalia heikompaa ja viruspartikke-

leihin pakkautuu negatiivisjuosteista RNA:ta. Myös tässä tutkimuksessa havaittiin infek-

toituneissa soluissa ekvivalentti määrä negatiivisia ja positiivisia enterovirus RNA-juos-

teita. Myös ihmisen sydänlihaksesta on havaittu akuutti coxsackie B2 infektio, jonka aihe-

uttajana oli 5’-päästään deletoitunut coxsackie B2 virus (Chapman ym., 2008). Potilaan oi-

reet tässä tapauksessa olivat akuutteja, mutta viruksen läsnäoloaikaa kudoksessa on mah-

doton arvioida esitettyjen tulosten perusteella.  

1.4 Enterovirusten detektointi kudoksista 

 
Enterovirusten genomi on mutaatioaltis ja VP1-proteiinia koodittavaa geeniä käytetään hy-

väksi serotyypitykseen liittyvissä tutkimuksissa. Enterovirusten detektiossa käytetään usein 

genomin konservatiivista 5’-pään proteiineja koodittamatonta aluetta sekä VP1-proteiinin 

antigeenista aluetta (Oberste ym., 1999; Zhang ym., 2000; Blomgvist ym., 2008). Enterovi-

rusten kudosdetektiossa käytetyimpiä menetelmiä ovat immunohistokemialliset menetel-
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mät (IHC), in situ -hybridisaatiomenetelmät (ISH) ja käänteiskopiointiin perustuva RT-

PCR sekä näiden yhdistelmät. Enterovirusten detektio jakaantuukin karkeasti määriteltynä 

nukleiinihapposekvenssin sekä aminohapposekvenssin tunnistusmenetelmiin.   

1.4.1 Nukleiinihapposekvenssin tunnistamisen perustuvat detektiomenetelmät 

 
Enterovirusten nukleiinihapposekvenssin tunnistamisessa pyritään havaitsemaan joko na-

tiivin genomisen RNA:n tai siitä käänteiskopioidun cDNA:n sekvenssin osia. RNA:n de-

tektio kudoksista on haastavaa, sillä se on hyvin epästabiili ja herkkä muutoksille. ISH:ta 

on käytetty enterovirusten RNA:n detektointiin kudoksista, kun taas polymeraasiketjure-

aktiota (PCR) on käytetty enterovirusten cDNA-molekyylien detektioon kudoshomo-

genaatista. Molempien menetelmien käytettävyys on kuitenkin helpottunut menetelmien 

kehittymisen myötä ja niitä hyödynnetään yleisesti enterovirusten detektiossa. Kirjallisuu-

dessa on myös viitteitä PCR- ja ISH -tekniikan yhdistelmämenetelmästä, joka ei kuiten-

kaan ole tehnyt läpimurtoa enterovirustutkimuksen alalla. Nukleiinihappodetektion onnis-

tuminen riippuu monista seikoista, kuten kudostyypistä, näytteiden post mortem -ajasta en-

nen fiksaatiota, fiksatiivistä ja fiksaatioajasta sekä käytettävästä detektiomenetelmästä 

(Scicchitano ym., 2006). Enterovirusdetektio kudosnäytteistä on haastavaa varsinkin, jos 

käytössä on ainoastaan formaliinifiksattuja ja parafiiniin valettuja näytteitä. Formaliinifik-

saus asettaa rajoituksia RNA-genomin detektiolle, sillä on osoitettu, että formaliini aiheut-

taa muutoksia RNA-juosteen rakenteessa. Masudan ym. (1999) mukaan formaliini muo-

dostaa hydroksimetyleenisiltoja proteiinien aminoryhmien ja nukleiinihappotähteiden vä-

lille ja hydroksimetyleenisillat sitovat nukleiinihapot ja proteiinit kolmiulotteiseksi intra-

sellulaariseksi matriksiksi. Masudan ym. (1999) mukaan pitkät formaliinifiksaatioajat saat-

tavat aiheuttaa nukleiinihappotähteissä palautumattomia muutoksia, jotka heikentävät nuk-

leiinihappojuosteen laatua ja käytettävyyttä molekyylibiologisissa tutkimuksissa. Para-

fiinilla ei ole kuitenkaan vaikutusta nukleiinihappojuosteiden laatuun. 

 
Enteroviraalisen RNA:n pilkkoutuminen saattaa olla yksi syy siihen, että kirjallisuudessa 

on melko vähän viitteitä enterovirusten RT-PCR menetelmään perustuvasta detektiosta fik-

satuista kudoksista. Liian pitkä post mortem -aika ennen kudosten fiksausta johtaa endo-

geenisten RNaasien aktivaatioon ja RNA:n pilkkoutumiseen. Lisäksi formaliini aiheuttaa 

RNA-juosteiden pilkkoutumista noin 200 nukleiinihappotähteen mittaisiksi juosteiksi, mi-
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kä häiritsee molekyylibiologisia tutkimusmenetelmiä merkittävästi (Krafft ym., 1997; Miz-

zuno ym., 1998). Hieman ristiriitaista tietoa antavat kuitenkin mikrosirutekniikkaan pe-

rustuvat tutkimukset, joissa on vertailtu fiksaamattomien ja formaliinifiksattujen näytteiden 

RNA:n stabiilisuutta. Tutkimusten mukaan fiksaamattomien ja fiksattujen näytteiden 

RNA:n säilyvyydessä ei havaittu suurta eroa eikä formaliini aiheuta merkittävää RNA:n 

tuhoutumista (Scicchitano ym., 2006; Xi ym., 2007). Saattaakin olla, että formaliinin 

osuutta RNA:n hajoamisprosessissa on hieman liioiteltu. 

 

1.4.1.1 Käänteiskopiointiin perustuva RT-PCR 

  
Viime vuosikymmeninä PCR on yleistynyt virusdiagnostiikan ja virustutkimuksen perus-

menetelmäksi. Enteroviruksien detektoinnissa käytetään kaksivaiheista käänteiskopiointiin 

perustuvaa PCR-menetelmää, jonka ensimmäisessä vaiheessa enterovirusten RNA:sta tuo-

tetaan monistettavaa cDNA:ta käänteiskopiointiin kykenevän polymeraasin avulla. Toi-

sessa vaiheessa cDNA-molekyylejä monistetaan PCR-tekniikalla haluttuun pitoisuuteen. 

Enterovirusdiagnostiikassa alukkeet suunnitellaan usein virusgenomin 5’-pään konservatii-

viselle proteiineja koodittamattomalle alueelle. Enterovirusten detektoinnissa näytteet ovat 

usein seerumi- tai ulostenäytteitä, mutta veren ohella myös muistakin kudoksista on ente-

roviruksia detektoitu (ks. yleiskatsaus Santti ym., 1999; ks. yleiskatsaus VanGuilder ym., 

2008). Käänteiskopiointiin perustuva PCR voidaan toteuttaa detektoimalla tuotteet aga-

roosigeeliltä tai havainnoimalla ne reaaliaikaisesti fluoresoivia leimoja hyväksikäyttäen. 

Reaaliaikainen RT-PCR menetelmä mahdollistaa PCR-syklien monitoroinnin sekä detek-

toitavien tuotteiden matemaattisen analyysin. Menetelmä antaa tiedon muun muassa ente-

rovirusten määrästä ja on normaalia RT-PCR-menetelmää herkempi (Kares ym., 2004; ks. 

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

 
Enteroviraalista RNA:ta on detektoitu onnistuneesti formaliinifiksatusta luuytimestä 

(Woodall ym., 1993), sydänlihaksesta (Shimizu ym., 1994) sekä maksasta (Redline ym., 

1991). Lisäksi enteroviruksia on detektoitu fiksaamattomista kudoksista. Oikarinen ym. 

(2007) ovat detektoineet enteroviraalista RNA:ta ohutsuolen biopsianäytteistä ja Desail-

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

 
In situ -hybridisaatio on menetelmä, jota käytetään tunnistamaan haluttua nukleiinihap-

posekvenssiä kudosnäytteistä. ISH ei tuhoa näytteen kudosmorfologiaa, toisin kuin PCR-

menetelmät tai kalvolla suoritettavat hybridisaatiomenetelmät, vaan tarjoaa tietoa myös de-

tektoitavien nukleiinihappojen sijainnista kudoksessa ja soluissa. ISH:n toiminnallisena 

osana ovat koettimet, jotka suunnitellaan komplementtaarisiksi kohdesekvenssiin nähden. 

Koettimia on pääosin kolmea eri tyyppiä; DNA-koettimia, RNA-koettimia sekä peptidi-

nukleiinihappokoettimia (PNA), joiden rakenteessa nukleotidit ovat kiinnittyneet pepti-

disidoksin toisiinsa (ks. yleiskatsaus Harvey ja Schønau, 2006). Oikean koetintyypin va-

linta ja tietämys detektoitavasta nukleiinihapposekvenssistä ovat edellytyksenä ISH:n on-

nistumiselle.   

 

Ensimmäisten ISH-kokeiden detektio perustui radioaktiivisilla merkkiaineilla leimattuihin 

koettimiin. Isotoopeilla leimatut hybridisoituneet koettimet havainnoitiin autoradiografian 

avulla, joka vaati pitkiä valotusaikoja (Gall ja Pardue, 1969; Das ja Alfert, 1969). Nykyään 

ISH-menetelmässä hyödynnetään yhä enemmän isotoopittomia koettimia ja niiden detek-

tioherkkyys on kasvanut merkittävästi. Isotoopittomat ISH-menetelmät ovat turvallisia, 

nopeita ja niiden detektiokynnys on hyvä; 20 – 50 sekvenssikopiota solua kohti. Detek-

tiokynnystä voidaan kuitenkin tästä vielä parantaa käyttäen erilaisia epäsuoria signaalin 

vahvistusmenetelmiä, joita on mainittu Taulukossa 6, sivulla 34 (ks. yleiskatsaus Kadkol 

ym., 1999). Enteroviruskoettimia voidaan suunnitella ja valmistaa itse, mutta nykyään kau-

pallisesti syntetisoidut koettimet ovat puhtaudeltaan sekä laadultaan hyviä ja varmistettuja.  

 

Formaliinifiksattujen ja parafiiniin valettujen kudosnäytteiden ISH-menetelmässä on kol-

me päävaihetta; 1) näytteiden esikäsittely, 2) hybridisaatio ja hybridisaation jälkeiset pesut 

sekä 3) detektio. Menetelmän päävaiheiden tarkempi kuvaus on kerrottu luvussa 3 Materi-

aalit ja menetelmät (alkaen s. 37). ISH:ssa käytetään useita erilaisia liuoksia, jotka vaikut-

tavat menetelmän onnistumiseen. Taustan muodostumista ja koettimen epäspesifistä sitou-

tumista pyritään estämään käyttämällä koetinliuoksessa kalan maidin DNA:ta sekä Dend-

hardtin liuosta (Braissant ja Wahli, 1998). Lisäksi on hybridisaation parametreihin ja kine-

tiikkaan vaikuttavia liuoksia, jotka nopeuttavat ja helpottavat menetelmän toteuttamista. 
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Dextraanisulfaatti on hepariinin kaltainen polysakkaridi, joka lyhentää merkittävästi hybri-

disaatioaikaa ja lisää koettimen konsentraatiota vesiliuoksessa (Wieder ja Wetmur, 1982). 

Formamidi puolestaan epävakauttaa näytteiden nukleiinihappojuosteita sekä estää koetti-

men dimerisoitumista. Formamidipitoisuus koetinliuoksessa on usein 50 % tilavuudesta, 

jolloin se alentaa hybridisaatiolämpötilaa 36 celsiusastetta (Sigma-Aldrich, Inc., 2010).        

 

ISH on haastava menetelmä, jonka onnistuminen riippuu monista tekijöistä. Menetelmän 

optimointia vaikeuttavat etenkin työvaiheet, jotka ovat kompromisseja inkubointiaikojen, 

pesuaikojen ja käytettävien liuospitoisuuksien suhteen. Usein törmätäänkin kahteen ylei-

seen ongelmaan; hybridisaatiosignaalin puuttumiseen tai runsaaseen taustavärjäytymiseen. 

Ongelmat voivat johtua näytteiden esivalmisteluista, hybridisaation jälkeisten pesujen epä-

onnistumisesta, vääristä hybridisaatioparametreistä ja liuospitoisuuksista, näytteiden kui-

vumisesta, koettimista ja niiden leimauksesta, näytteen nukleaasikontaminaatioista sekä 

permeabilisaation epäonnistumisesta. Lisäksi endogeeniset peroksidaasit ja alkaliset fosfa-

taasit voivat reagoida kromogeenin kanssa tuottaen runsasta epäspesifistä taustaa. Myös 

erilaiset artefaktat, kuten liiallisesta kuivumisesta tai liian pitkästä proteinaasipermeabili-

saatiosta johtuvat kudosmorfologian muutokset häiritsevät tulosten tulkintaa (Braissant ja 

Wahli, 1998; ks. yleiskatsaus Kadkol ym., 1999). 

 

ISH on melko käytetty enterovirusten tutkimusmenetelmä, jota käytetään joko varmista-

vana tai ensisijaisena detektiomenetelmänä. Tulokset ovat olleet vaihtelevia ja usein on 

osoittautunut, että RT-PCR ja IHC ovat herkempiä menetelmiä enterovirusdetektiossa. Tä-

hän saattaa ainakin vaikuttaa edellä mainittujen seikkojen ohella se, että suurien kudospa-

lojen formaliinifiksaatio ei ole riittävän nopea inhibioimaan endogeenisiä ribonukleaaseja 

ja estämään virus RNA:n pilkkoutumista. Luonnollisesti myös post mortem -kudosnäytteen 

irrotuksen ja fiksatiivikäsittelyn välinen aika tulee minimoida, jolloin RNA säilyisi mah-

dollisimman ehjänä (Chu ym., 2005; Oikarinen ym., 2007; Oikarinen ym., 2008). Onnistu-

nut formaliinifiksaus ja parafiinivalu säilyttää kudospalojen RNA:ta hyvin, sillä Ylipaasto 

ym. (2004) detektoivat enteroviraalista RNA:ta yli 30 vuotta vanhoista näytteistä ja osoitti-

vat ISH:lla, että 65 diabeetikosta neljällä oli haiman saarekkeissaan enterovirusinfektio. He 

tutkivat myös 12 akuuttiin virusinfektioon menehtynyttä vastasyntynyttä, joista seitsemällä 

oli kuollessaan infektio haimassa. Enterovirusdetektiossa yhdistelmämenetelmät eivät ole 
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saavuttaneet suurta suosiota, vaikka ISH voidaan yhdistää IHC-menetelmään siten, että 

nukleiinihappojen ja antigeenien detektio samalta kudosleikkeeltä on mahdollista. Yhdis-

telmämenetelmät ovat varsin haastavia, koska detektoitavat kohteet vaativat erilaiset esikä-

sittelyolosuhteet. Menetelmä jaetaankin usein kahteen erilliseen vaiheeseen; ensimmäi-

sessä vaiheessa toteuteaan ISH-menetelmä ja toisessa IHC (ks. yleiskatsaus Christensen ja 

Winther, 2006). Enterovirudetektiosta ISH/IHC -yhdistelmämenetelmällä ei löytynyt kir-

jallisuusviitteitä.     

 

1.4.1.3 Kudosleikkeellä tehtävät PCR -reaktiot 

 
Haase ym. (1990) kehittivät virusten detektioon yhdistelmämenetelmän, joka yhdistää in 

situ -hybridisaation ja PCR:n yhdeksi menetelmäksi. Menetelmä perustuu kudos- tai solu-

leikkeellä tapahtuvaan PCR:ään, jonka tarkoituksena on monistaa kohdesekvenssiä ja vah-

vistaa havainnoitavaa signaalia. In situ PCR -menetelmässä fiksatuiden kudosleikkeiden 

päälle luodaan puoliläpäisevä kalvo, joka sallii alukkeiden ja polymeraasien pääsyn intra-

sellulaariseen tilaan, mutta estää monistettujen PCR-tuotteiden liukenemisen soluista. Ku-

dosleikkeellä tehtävät PCR -reaktiot jaetaan kolmeen erilaisen tyyppiin, jotka ovat esitetty 

tarkemmin taulukossa 5 (ks. yleiskatsaus Nuovo, 1996). 

 
Taulukko 5. Kudosleikkeellä tehtävät PCR-reaktiotyypit. Sekä suorissa että epäsuorissa menetelmissä 
voidaan käyttää esimerkiksi digoksigeniinillä leimattuja dUTP-molekyylejä.  
 

Menetelmä: Menetelmän kuvaus: Lähde: 
In situ PCR Suora menetelmä, jossa detektoidaan monistettuun tuot-

teeseen syntetisoidut reportteri nukleotidit.   
ks. yleiskatsaus Nuovo, 1996a 
ks. yleiskatsaus Komminoth ja 
Werner, 1997 

In situ RT-PCR Suora menetelmä, jossa RNA:sta monistetaan reportteri-
nukleotidejä sisältävää cDNA:ta. 

Berger ym., 1997 
Bettinger ym., 1999 

PCR-ISH 
RT-PCR-ISH 

Epäsuoria menetelmiä, joissa monistettu tuote havainnoi-
daan leimatun koettimen ja tuotteen välisen hybridisaation 
avulla.  

Steinhoff  ym., 2001 
Nuovo ym., 2009 

 

Kudosleikkeellä tapahtuva PCR mahdollistaa ISH:ta merkittävästi herkemmän detektio-

menetelmän ilman kudosmorfologian tuhoutumista. Ilman kohdesekvenssin monistamista 

tai signaalin vahvistusmenetelmää ISH:n detektiokynnykseksi on raportoitu 10 - 50 kopiota 

kohdesekvenssiä solua kohden (Walboomers ym., 1988; ks. yleiskatsaus Nuovo, 1996b; 

ks. yleiskatsaus Komminoth ja Werner, 1997). Teoriassa in situ PCR:n detektiokynnys on 

yksi kohdesekvenssi, jota monistetaan ISH-detektiokynnyksen yläpuolelle, jolloin saadaan 
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vahva signaali (ks. yleiskatsaus Nuovo, 2008). In situ -PCR ei ole kuitenkaan saavuttanut 

sellaista asemaa, että sitä voitaisiin pitää virustutkimuksen perustyökaluna. Vaikka teori-

assa menetelmä on erittäin käyttökelpoinen, on sen käytännön toteutus haasteellista. On-

gelmia ovat aiheuttaneet etenkin artefaktat, jotka vähentävät merkittävästi menetelmän luo-

tettavuutta. Alukkeiden epäspesifinen sitoutuminen, solun sisäiset inhibiittorit, solumor-

fologian heikkous ja PCR-tuotteiden diffuusio ekstrasellulaariseen tilaan johtavat vääriin 

positiivisiin tuloksiin, jotka ovat heikentäneet menetelmän asemaa enterovirustutkimuk-

sessa (ks. yleiskatsaus Höfler, 1993; Berger ym., 1998).  

1.4.2 Antigeenien tunnistamiseen perustuvat detektiomenetelmät 
 
Enterovirusten antigeeneja tunnistavat detektiomenetelmät ovat yleisiä enterovirustutki-

muksessa. Kirjallisuudessa onkin esitelty runsaasti sovelluksia, jotka perustuvat vasta-ai-

neen ja detektoitavan antigeenin väliseen reaktioon. Viitteitä on muun muassa immuno-

fluoresenssiin perustuvista menetelmistä sekä erilaisista entsymaattisiin reaktioihin perus-

tuvista menetelmistä, kuten immunoperoksidaasivärjäyksistä. 

 
Immunohistokemialliset tutkimusmenetelmät perustuvat vasta-aineen ja tunnistettavan an-

tigeenin väliseen spesifiseen sitoutumisreaktioon. Sitoutunut vasta-aine detektoidaan suo-

raan siihen liitetyn merkkiaineen avulla tai epäsuorasti merkkiaineella leimatulla sekundää-

risellä tai sitä useammalla vasta-aineella. Merkkiaine voi olla esimerkiksi fluorokromi tai 

entsyymi. Yousef ym. (1987) kehittivät laajakirjoisen hiiren monoklonaalisen enterovirus-

vasta-aineen, joka tunnistaa enterovirusten VP1-alueella sijaitsevan konservatiivisen epi-

toopin. Tämä vasta-aineklooni 5-D8/1, isotyyppiä IgG2aκ, on kaupallisesti saatavilla (Da-

koCytomation, Tanska). Tällä vasta-aineella on tehty useita tutkimuksia, joilla on pyritty 

selvittämään enterovirusten osuutta T1D:n patogeneesissä (Taulukko 3, s. 20).  

 

Samuelson ym. (1995) ovat tutkineet enterovirusten VP1-aluetta sekä 5-D8/1:n diagnos-

tista potentiaalia. VP1-proteiinissa oleva epitooppi on yhdeksän aminohappotähdettä pitkä 

ja sen sekvenssi on muotoa: Glu-Ile-Pro-Ala-Leu-Thr-Ala-Val-Glu. Epitooppi sijoittuu 

VP1-proteiinin N-terminaalisen pään aminohappotähteiden 40 - 48 välille. Zhangin ym. 

(2000) mukaan epitooppi on lineaarinen ja se on VP1-proteiinin natiivissa rakenteessa kät-

keytyneenä. Onnistunut IHC-menetelmä 5-D8/1 -vasta-aineella vaatiikin epitoopin paljas-
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tamisen. Samuelsonin ym. (1995) ja Trabelsin ym. (1995) tutkimukset osoittavat, että 5-

D8/1-vasta-aine soveltuu erinomaisesti nopeaan ja lähes kaikkien enterovirusserotyyppien 

VP1-proteiinin detektioon soluviljelmistä. Härkönen ym. (2000 ja 2002) kuitenkin havait-

sivat tutkimuksissaan, että enterovirusten VP1-epitooppi jakaa merkittävää sekvenssien 

samankaltaisuutta saarekeautoantigeenien, tyrosiinifosfataasin sekä heat shock -proteiinien 

(HSP60/65) kanssa. Sekvenssien samankaltaisuus saattaa aiheuttaa vasta-aineen epäspesi-

fistä sitoutumista ja vaikeuttaa tulosten tulkintaa. Oikarinen ym. (2008) eivät immunovär-

jäyksissään kuitenkaan havainneet 5-D8/1 -vasta-aineen sitoutuvan heat shock -proteiini 

60:n rakenteeseen. Dakon 5-D8/1 -vasta-aineen tiedetään sitoutuvan haimassa epäspesifi-

sesti ainakin sentroakinaarisoluihin sekä haimatiehyisiin (Richardson ym., 2009). 

 

Mono- ja polyklonaalisia enterovirusvasta-aineita on tehty monissa laboratorioissa myös 

itse. Usein suunnitellun vasta-aineen antigeeni on VP1-proteiinissa, mutta myös VP2- ja 

VP3 -kapsideihin sitoutuvia vasta-aineita on suunniteltu. Omissa laboratorioissa tuotetut 

monoklonaaliset enterovirusvasta-aineet ovat osoittautuneet toimiviksi ja niiden herkkyys 

ja spesifisyys on tutkimusten mukaan hyvää luokkaa (Henke ym., 1995; Jeong ym., 2007; 

Terletskaia-Ladwig ym., 2008; Miao ym., 2009). Myös polyklonaalisia VP1 ja 

VP2/VP3/VP4 -vasta-aineita on tuotettu ja niillä on detektoitu enterovirusta sydän- ja hai-

makudoksesta potilailta, jotka ovat menehtyneet sydänlihastulehduksen ja diabeteksen ai-

heuttamiin oireisiin (Foulis ym., 1990). Miao ym. (2009) ovat tutkimuksessaan vertailleet 

omassa laboratoriossaan tuotettujen ja kaupallisten enterovirusvasta-aineiden herkkyyttä ja 

spesifisyyttä. Omassa laboratoriossa tuotettuna vasta-aineena oli monoklonaalisten entero-

virusvasta-aineiden sekoitus ja kaupallisina 5-D8/1- sekä Milliporen PanEnterovirus blend 

vasta-aineet. PanEnterovirus blend on monoklonaalisten enterovirusvasta-aineiden sekoi-

tus, joka osoittautui erittäin herkäksi; sen avulla detektoitiin kaikki tutkimuksen 41 entero-

virusserotyyppiä. Lähes samaan herkkyyteen ylsivät omat vasta-aineet, jotka tunnistivat in-

fektoiduista GMK (Engl. Green Monkey Kidney) soluista 40 eri serotyyppiä. Dakon 5-

D8/1 -vasta-aineen herkkyys oli tutkimuksen heikoin ja se jätti tunnistamatta kahdeksan 

serotyyppiä ja detektoi neljä heikosti. Merkittävää on, että vasta-aine tunnisti heikosti 

CAV-ryhmän enteroviruksia ja jätti tunnistamatta kaikki neljä HEV (Engl. human entero-

virus) 68-71-serotyyppiä sekä CAV16-serotyypin. Terletskaia-Ladwig ym. (2008) tutki-

muksen tulokset olivat samansuuntaisia. Miao ym. (2009) tutkivat myös enterovirusvasta-
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aineiden spesifisyyttä. Heidän laboratoriossaan tuotetut vasta-aineet sekä 5-D8/1 -vasta-

aine eivät detektoineet kymmenestä enteroviruksiin kuulumattomista virusserotyypeistä 

yhtäkään. Milliporen PanEnterovirus blend tunnisti seitsemän, mikä osoittaa melko suurta 

epäspesifistä sitoutumista. Oikarinen ym. (2010) tutkimuksessa tutkittiin sekä edellä mai-

nittujen kaupallisten että omassa laboratoriossa tuotettujen lajispesifisten polyklonaalisten 

vasta-aineiden detektiotehoa sekä detektiospesifisyyttä formaliinifiksatuista ja parafiiniin 

valetuista soluleikkeistä sekä jääleikkeistä. Tutkimuksessa käytettiin myös kaupallisia Mil-

liporen lajispesifisiä enterovirus-, coxsackievirus B-, echovirus- ja poliovirus vasta-ai-

nesekoituksia. Tulokset vasta-aineiden detektiotehosta ovat aiempien tutkimusten kaltaisia 

(Terletskaia-Ladwig ym., 2008; Miao ym., 2009). Lisäksi tutkimuksessa havaittiin, että 

Milliporen CBV-spesifiset vasta-aineet tunnistivat CBV-infektion ainoastaan jääleikkeiltä. 

Polyklonaalisten vasta-aineiden havaittiin toimivan hyvin fiksatuilla solunäytteillä (Oikari-

nen ym., 2010). Nämä omassa laboratoriossa tuotetut vasta-aineet on esitetty tarkemmin 

luvussa 3.2 DNA-koettimet ja vasta-aineet (alkaen s. 38). 

            
Haimakudosnäytteiden enterovirusdetektiossa erilaiset IHC-värjäykset ovat olleet suosit-

tuja. Nakane ja Pierce (1966) kehittivät suoran immunoperoksidaasivärjäyksen, jossa pi-

parjuuren peroksidaasi (HRP) on liitetty primääriseen vasta-aineeseen. Heidän tutkimuk-

sensa loi pohjan nykyajan immunoentsymaattisille värjäysmenetelmille. Tämän jälkeen 

menetelmät ovat kehittyneet nopeasti ja käyttöön on otettu muitakin entsyymejä (Taulukko 

6). Foulis ym. (1990) osoittivat, että ABC-detektiomenetelmä on riittävän herkkä tunnis-

tamaan VP1-proteiineja haimakudoksesta. Monissa hiljattain julkaistuissa enterovirustut-

kimuksissa käytetään polymeeritekniikkaan perustuvaa EnVision TM + -signaalinvahvis-

tusmenetelmää. Menetelmä soveltuu enterovirusdetektioon hyvin, sillä menetelmä vahvis-

taa signaalia taustavärjäytymisen häiritsevästi lisääntymättä (Zhang ym., 2000; Oikarinen 

ym., 2007 ja 2008; Richardson ym., 2009). Zhang ym. (2000) vertasivat tutkimuksessaan 

LSAB- ja EnVision- menetelmiä enterovirusten detektoinnissa. EnVision-menetelmän etu-

ja LSAB-menetelmään verrattuna ovat sen helppo toteutus, nopeus sekä erinomainen herk-

kyys. Lisäksi taustavärjäytyminen on heikompaa kuin LSAB-menetelmällä.  
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Taulukko 6:  Immunoentsymaattiset signaalin vahvistusmenetelmät. Immunoentsymaattisten menetel-
mien kehitys on ollut nopeaa ja menetelmät ovat tulleet yhä herkemmiksi. Vaikka herkkyyserot ovat merkit-
täviä, itse väriä tuottava reaktio on pysynyt samana ja valtaosa immunoentsymaattisista menetelmistä perus-
tuu Nakane ja Pierce (1966) kehittämään HRP:n ja sen substraatin väliseen väriä tuottavaan reaktioon.      
 
Menetelmä Menetelmän kuvaus Herkkyys Lähde 
HRP Primääri- tai sekundäärivasta-aineeseen liitettyn HRP:n 

ja substraatin välinen reaktio. 
 
+ 

Nakane ja Pierce, 1966 

PAP Peroksidaasi-anti-peroksidaasi -menetelmä, jossa se-
kundäärivasta-aineen peroksidaasiin sitoutuu tertiääri-
nen peroksidaasilla leimattu vasta-aine. Toimintaperi-
aatteeltaan kuten HRP-menetelmä. 

 
++ 

Stenberger ym., 1970 

ABC Avidiini-biotiini kompleksi -menetelmä perustuu avi-
diinin ja biotiinin väliseen affiniteettiin. Primääriseen 
vasta-aineeseen sitoutuu biotiinileimattu sekundääri-
vasta-aine. Sekundäärivasta-aineeseen puolestaan si-
toutuu avidiini-biotiini-peroksidaasi kompleksi. Komp-
leksi sisältää useita peroksidaasimolekyylejä ja komp-
leksin kokoa voi kasvattaa. 

 
++ 

Guesdon ym., 1979  

LSAB Leimattu strepavidiini-biotiini -menetelmä, joka on 
toiminnaltaan kuten ABC-menetelmä, mutta sekundää-
rivasta-aineeseen sitoutuu strepavidiini-HRP-komp-
leksi. Myös tässä menetelmässä kompleksi sisältää 
useita peroksidaasimolekyylejä ja kompleksin kokoa 
voi kasvattaa. 

 
++ 

Hsu ym., 1981 

APAAP Alkalinen fosfataasi-monoklonaalinen-anti-alkalinen 
fosfataasi –menetelmä on toimintaperiaatteeltaan kuin 
PAP, mutta entsyyminä on alkalinenfosfataasi (AP). 

 
++ 

Cordell ym., 1984 

EnVisionTM + Menetelmä on epäsuora signaalinvahvistusmenetelmä, 
joka perustuu dextraanipolymeerirunkoon. Runkoon on 
liitettynä kymmeniä entsyymimolekyylejä ja sekundää-
risiä vasta-aineita.  

 
+++ 

Sabattini ym., 1998  
Ramos-Vara ja Miller, 
2006 

ImmPRESSTM Epäsuora signaalinvahvistusmenetelmä, joka perustuu 
sekundäärivasta-aineeseen liitettyyn HRP-polymeeri-
ketjuun. 

 
++++ 

Ramos-Vara ja Miller, 
2006  
Vector Laboratories, 
2005 

CSA  CSA (Engl. Catalyzed Signal Amplification) on epä-
suora fluoresyyli- tai biotinyylityramidiin perustuva 
signaalinvahvistusmenetelmä. Sekundääriseen vasta-ai-
neeseen liitetty HRP katalysoi fluoresyyli-tyramidin 
hapettumisen, jolloin ne sakkautuvat näytteelle. Sak-
kautuneet fluoresyyli-tyramidimolekyylit tunnistetaan 
anti-fluoresyylivasta-aineella, johon on liitetty HRP. 
Fluoresyylimolekyylit voidaan havaita myös suoraan 
fluoresenssimikroskoopilla. 

 
+++++ 

 
Bobrow ym., 1989; 
1991 
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Enterovirusten detektoinnissa käytetään myös fluoresenssiin perustuvia menetelmiä ja ne 

ovat yleisiä tutkimuksissa, joissa pyritään selvittämään enterovirusten lokalisaatiota ja 

isäntäsoluspesifisyyttä haiman saarekkeissa. Nämä menetelmät ovat usein immunofluore-

senssiin perustuvia kaksoisvärjäyksiä (Ylipaasto ym., 2004; Dotta ym., 2007; Oikarinen 

ym., 2008; Richardson ym., 2009). Menetelmän etuna on kahden antigeeniseltä alueeltaan 

erilaisen kohteen samanaikainen detektio, mikä mahdollistaa kohteiden kolokalisaatiotut-

kimukset (Kuva 3). Kaksoisvärjäyksen suunnitteluun tulee kiinnittää erityistä huomiota, 

sillä väärin valitut vasta-ainetyypit toistensa tai kudoksen suhteen, saattavat aiheuttaa mer-

kittävää tausta- tai epäspesifistä värjäytymistä, mitkä voivat johtaa virhetulkintoihin (ks. 

yleiskatsaus Christensen ja Winther, 2006; Richardson ym., 2009). 

 
Kuva 3. Immunofluoresenssiin perustuvassa epäsuorassa kaksoisvärjäyksessä tunnistetaan samanai-
kaisesti kahta eri detektoitavaa kohdetta. Kanin primäärinen insuliinivasta-aine on sitoutunut insuliini-
peptidissä olevaan epitooppinsa. Kanin vasta-aine detektoidaan vuohen fluorokromileimatulla vasta-aineella. 
Vastaavasti hiiren enterovirusvasta-aine sitoutuu enteroviruksen kapsidiproteiinin epitooppiin. Vuohen fluo-
rokromilla leimattu vasta-aine sitoutuu spesifisesti hiirivasta-aineeseen (Muokattu lähteistä: ks. yleiskatsaus 
Lite, 2009; ks. yleiskatsaus Christensen ja Winther, 2006). 
  

Oikarinen ym. (2008) osoittivat, enterovirus voi lokalisoitua myös saarekkeiden glukago-

nia tuottaviin α-soluihin. Löytö on mielenkiintoinen, sillä α-solujen ei ole havaittu tuhou-

tuvan autoimmuunisessa T1D:ssä. Täysin poikkeuksellinen löytö ei kuitenkaan ole, sillä 

viitteitä α-solujen enterovirusinfektiosta on saatu aikaisemmin ihmisen saarekeviljelmillä 

in vitro (Chehadeh ym., 2000; Roivainen ym., 2002). Molemmissa tutkimuksissa käytettiin 

kaupallista 5-D8/1 -enterovirusvasta-ainetta. Täydellistä kuvaa enterovirusten saareketro-

pismista ei ole saatu, sillä kirjallisuudesta ei löydy viiteitä siitä, että isäntäsoluspesifisyys-

tutkimukset olisivat kattaneet kaikki saarekkeen solut, PP-solut, Shwannin solut ja ε-solut 

mukaan lukien. 



                                                                                                                                              36                                         

2 TUTKIMUKSEN TARKOITUS 
 

Tampereen lääketieteellisen tiedekunnan virologian yksikössä on kehitetty laaja testi-

paneeli, jonka avulla voidaan osoittaa enterovirusinfektioita haimakudoksesta (Oikarinen 

ym., 2007, 2008 ja 2010). Testipaneeli pitää sisällään sekä enterovirusten rakenneproteii-

nien tunnistamiseen perustuvan IHC-detektiomenetelmän sekä viruksen RNA:ta tunnista-

vat ISH- sekä jo aiemmin kehitetyn RT-PCR -menetelmän (Lönnrot ym., 1999).  

 

Pro gradu -tutkielmani tarkoituksena oli:  

 

1) Varmentaa IHC- ja ISH-menetelmiin perustuvaa entrovirusdetektiota haimakudok-

sesta itsetuotetuilla enterovirusvasta-aineilla sekä enteroviruskoettimilla, jotka 

suunniteltiin itse. 

 

2) Osoittaa ISH-menetelmällä haimakudoksesta komplementaarista negatiivisjuos-

teista  RNA:ta kehittämällämme koettimella. 

 

3) Selventää tietoa enterovirusten isäntäsoluspesifisyydestä ja lokalisaatiosta Lan-

gerhansin saarekkeissa sekä vahvistaa ja varmentaa fluoresenssiin perustuvan im-

munohistokemiallisen kaksoisvärjäyksen toimivuutta. 
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3 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 

3.1 Kudosnäytteet ja näytteiden valmistus 

 

Näytemateriaalina käytettiin formaliinifiksattuja ja parafiiniin valettuja ihmisen haimaku-

doksia ja hiiren sydänlihas-, ohutsuoli-, perna-, ja haimakudoksia. Ihmisen haimakudokset 

ovat peräisin terveiltä elinluovuttajilta (Taulukko 7) kahdesta eri kudospankista (suomalai-

nen PanFin- ja yhdysvaltalainen nPOD -kudospankki, (http://www.jdrfnpod.org/)) ja hiiri-

en kudosnäytteet Balb/c-laboratoriokannan hiiristä. PanFin-kudospankista saatujen haima-

kudosten aika irrotuksesta käsittelyyn oli keskimäärin 9-10 tuntia ja vaihteli kolmesta 

tunnista 33 tuntiin. Positiivisena kontrollina käytettiin CBV3-infektoidun hiiren hai-

makudosta. Hiirileike leikattiin monikudosblokista ja samalla leikkeellä oli haima-, sydän-

lihas-, ohutsuoli- ja pernakudosta. Hiiret oli infektoitu annostelemalla fysiologisessa suola-

liuoksessa olevat CBV3-virukset i.m. Hiiret oli lopetettu kolmen päivän kuluttua in-

fektiosta ja kudokset oli otettu talteen. Negatiivisena kontrollina käytettiin kudosleikkeitä 

hiirestä, jota ei ollut infektoitu. Hiiren parafiiniin valetut kudosnäytteet olivat vuodelta 

1996. ISH:n optimoinnissa ei voitu käyttää ihmisen haimakudosta, sillä enteroviruspositii-

vista kudosta ei ollut saatavilla. 

 

Näytepalat immersiofiksattiin 10 % formaliinissa ja huoneenlämmössä vuorokauden ajan. 

Kudosprosessointi tehtiin Tissue-Tek Vip® (Sakura Finetek Europe B.V. Alankomaat) -

kudoksenkäsittelyautomaatilla. Vesi poistettiin kudosrakenteesta nousevalla etanonisarjalla 

ja etanoli puolestaan ksyleenillä. Tämän jälkeen näytteet upotettiin parafiiniin ja parafiini-

käsittelyn jälkeen suoritettiin näytteiden valu parafiiniin. Nämä näytteiden esikäsittelyvai-

heet oli tehty jo ennen tätä tutkimusta. Tarkemmat tiedot näytteiden esivalmistuksesta ja 

kudosprosessoinnista ovat Liitteessä 2, sivulla 91. Parafiiniin valetuista näytteistä leikattiin 

5 µm paksuisia kudosleikkeitä Leican SM 200R -mikrotomilla. ISH:lla tutkittavien näyt-

teiden leikkaus- ja kiinnitysprosessi tehtiin huolellisesti varoen kontaminoimasta näytettä 

ribonukleaaseilla (RNaasit). Kudosleikkeiden oikaisussa käytettiin dietyylipyrokarbonaatti 

(DEPC) vettä suuren RNaasi kontaminaatioriskin vuoksi. Näytteiden kiinnitys objekti-

laseille (Superfrost® Plus, Thermo Scientific, Saksa) suoritettiin pitämällä laseja lämpö-

kaapissa +60 °C:ssa noin 1.5 h:n ajan. Tämän jälkeen näytteitä varastoitiin +4 °C:ssa. 
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nPOD-kudospankista saadut näytteet olivat formaliinifiksattuja ja parafiiniin valettuja ku-

dosnäytteitä ja ne saatiin Yhdysvalloista valmiiksi laseille kiinnitettyinä leikkeinä. 

 

Taulukko 7. Ihmisen haimanäytteet. Haima 1-10 -kudokset olivat peräisin suomalaisilta elinluovuttajilta 
PanFin -kudospankista. Haimaleikkeet 6001 ja 6007 saatiin valmiina leikkeinä nPOD-kudospankista Yhdys-
valloista.  
 
Näyte  
 

Sukupuoli Ikä/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 3D-alueille suunniteltiin lajispesifiset koet-

timet, joiden tarkoituksena on tunnistaa spesifisesti eri enteroviruslajeihin kuuluvat virus-

serotyypit. Enterovirusgenomin 5’-koodittamattomalle alueelle suunniteltiin koetin, joka 

on komplementaarinen enterovirusgenomin replikaatiossa syntyvää negatiivista juostetta 

kohtaan. Tämä koetin tunnistaa kaikki enterovirusgenotyypit ja se on negatiivikopio Oika-

rinen ym. (2008) tutkimuksessa käytetystä E1-koettimesta (Kuva 4 ja Taulukko 8). Kai-

kissa koettimissa käytettiin vaihtoemäksiä, jotta koettimet hybridisoituisivat tietyn entero-

viruslajin kaikkien serotyyppien genomiin. Vaihtoemäksien käytöllä mahdollistetaan laa-

jempi ja spesifisempi eri enterovirusserotyyppien tunnistaminen. Vaihtoemäksien vuoksi 

koetinliuoksessa ei ole ainoastaan identtisiä koettimia, vaan liuos on vaihtoemäksiä sisäl-

tävien koettimien seos.  Koettimien sekvenssit ovat Taulukossa 8. Kukin koetintyyppi liuo-

tettiin ultrapuhtaaseen veteen siten, että koetinkonsentraatioksi saatiin 100 µM.  
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IHC:ssä käytettiin sekä kaupallisia että itse tuotettuja primäärisiä vasta-aineita. Kaupalliset 

vasta-aineet olivat hiiren monoklonaalisia vasta-aineita: insuliini Ab-6- (Klooni: INS04 + 

INS05. Valmistaja: NeoMarker’s, Jakelija: Thermo Fisher Scientific, Yhdysvallat), gluka-

goni- (Klooni: K79Bb10. GenWay Biotech, Inc., Yhdysvallat) ja somatostatiinivasta-ai-

neita (Klooni: SOM-18. GenWay Biotech, Inc., Yhdysvallat). Immunoperoksidaasivärjä-

yksessä käytettiin kotitekoisten enterovirusvasta-aineiden ohella myös kaupallista marsun 

insuliinivasta-ainetta (Klooni: A0564. DakoCytomation, Tanska), jonka avulla saatiin tie-

toa β-solujen suhteellisesta pinta-alasta leikkeellä. Omassa laboratoriossa tuotetut kanin 

polyklonaaliset CAV16- (0.6 mg/ml), CBV3- (0.61 mg/ml), ja echovirus11 (0.21 mg/ml) 

IgG-vasta-aineet on eristetty näillä virusserotyypeillä infektoidun kanin seerumista. In vitro 

-infektoiduista soluista virukset ovat saatu hajottamalla solut pakastus-sulatus sykleillä, jol-

loin virukset ovat vapautuneet ympäröivään liuokseen. Infektiiviset virukset on puhdistettu 

sokerigradienttisentrifugaatiolla. Proteiini G:n avulla puolestaan puhdistettiin viruksia vas-

taan muodostuneet vasta-aineet kanin seerumista. Näiden polyklonaalisten vasta-aineiden 

tuottoprosessi oli tehty jo ennen tämän gradutyön aloittamista Abrahamin ja Colonnon 

(1984) tutkimuksessa esitellyn menetelmän mukaan. Tutkimuksessa käyttämäni se-

kundääriset vasta-aineet olivat vuohessa tuotettuja Alexa Fluor 488 nm ja Alexa Fluor 555 

nm vasta-aineita. (Invitrogen Corporation, Yhdysvallat). Alexa Fluor 488 nm on kanivasta-

aine, kun taas Alexa Fluor 555 nm on hiirivasta-aine.  

 

 

 

Kuva 4.  Positiivisjuosteinen enterovirusgenomi ja itsesuunniteltujen koettimien sitoutumiskohdat. La-
jispesifiset enteroviruskoettimet suunniteltiin sitoutumaan enteroviruksen 2C- ja 3D -alueille. Enteronegatii-
vista juostetta tunnistava koetin hybridisoituu enterovirusten negatiivisen juosteen 3’-päähän, joka on kopio 
positiivisen säikeen 5’-päästä.  
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Taulukko 8. Enterovirusten detektioon suunnittellut koettimet. Enterovirusgenomin 2C- ja 3D -alueille 
sitoutuvat DNA-oligonukleotidikoettimet on suunniteltu lajispesifisiksi ja ne tunnistavat ainoastaan tietyn la-
jin enterovirusgenomeja. Koettimen nimen yhteydessä oleva a-, b-, c- tai d -kirjain symboloi enteroviruslajia.  

 
Vaihtelevat emäkset (Eng. Wobbles) IUPAC-IUB merkinnöin: R=(A ja G), Y=(C ja T), M  =(A ja C), 
K=(G ja T), S=(G ja C), W=(A ja T), H=(A ja C ja T),  B=(G ja T ja C), V=(G ja C ja A), D=(G ja T ja A) ja 
N=(G ja A ja T ja C). 
 

 

3.3 Dakon 5-D8/1-vasta-aineen epitoopin rinnastus BLAST-työkalulla 
 

Rinnastuksella haluttiin selvittää, mitkä ihmisen tuottamat proteiinit jakavat sekvenssi-

identtisyyden enterovirusten VP1-proteiiniin sitoutuvan 5-D8/1 -vasta-aineen sitoutumis-

kohdan kanssa. Tutkimus on tarpeen, sillä se selventää tietoa vasta-aineen mahdollisesta 

epäspesifisestä sitoutumisesta IHC:ssa, ja täten mahdollistaa osaltaan tulosten luotettavuu-

den arvioinnin.   

  

VP1-proteiinissa sijaitsevan 5-D8/1 -vasta-aineen epitoopin aminohapposekvenssi on Glu-

Ile-Pro-Ala-Leu-Thr-Ala-Val-Glu (Samuelson ym., 1995) ja se käännettiin FASTA-muo-

toon. FASTA-muodossa yhtä aminohappoa koodittaa yksi kirjain ja epitoopin sekvenssi on 

muotoa E-I-P-A-L-T-A-V-E. Sekvenssin rinnastus tehtiin BLAST-ohjelmalla. Epitoopin 

FASTA-sekvenssi liitettiin Protein BLAST -ohjelman tekstikenttään ja rinnastuksen para-
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metreiksi valittiin blastp 2.2.23+ ohjelma ja pisteytysmatriksiksi PAM30-matriksi. Rin-

nastus tehtiin ihmisen proteiineja kohtaan ja tietokannaksi valittiin useita eri proteiinitieto-

kantoja.  

 

3.4 Immunohistokemiallinen peroksidaasivärjäys 

 

Tässä tutkimuksessa käytetyt ihmisen haimanäytteet (n = 12) (Taulukko 7) seulottiin ensin 

immunoperoksidaasivärjäyksellä mahdollisten enterovirusinfektioiden havainnoimiseksi. 

Vasta-aineina käytettiin polyklonaalisia CAV16-, CBV3-, ja Echo11 -vasta-aineita. Vär-

jäystulosten perusteella saatiin tietoa enteroviruspositiivisista haimoista, joita voitiin jat-

kossa käyttää ISH:ssa sekä virusten isäntäsoluspesifisyystutkimuksiin immunohistoke-

miallisessa kaksoisvärjäyksessä. Haimaleikkeet 1-10 värjättiin lisäksi kaupallisella insulii-

nivasta-aineella, jotta niistä voitiin laskea β-solujen suhteellinen osuus.  

 

Immunoperoksidaasivärjäyksen tulos tulkittiin enteroviruspositiiviseksi, jos se täytti kolme 

ehtoa:  

 

1. Värjäytymisen täytyi olla intensiteetiltään voimakas ja selkeästi taustastaan erot-

tuva. 

 

2. Värjäytymisen täytyi rajoittua selkeästi saarekkeisiin, mutta ei leikkeen kaikkiin 

saarekkeisiin eikä saarekesoluihin. 

 

3. Taustavärjäytymisen tuli olla vähäistä.  

 

Immunoperoksidaasivärjäykset tehtiin epäsuoralla menetelmällä hyödyntäen kaupallista 

marsun insuliinivasta-ainetta (Taulukko 9) ja primäärisiä polyklonaalisia enterovirusvasta-

aineita sekä HRP:lla leimattuja kaupallisia vuohen sekundäärisiä vasta-aineita. Vär-

jäyksessä käytettiin BenchMark® LT Staining Module (Ventana Medical Systems INC, 

Yhdysvallat) -värjäysautomaattia ja NexES v9.30 ohjelmistoa. Värjäyksessä käytetyt pus-

kuri- ja pesuliuokset olivat Ventanan kaupallisia liuoksia ja detektiossa käytettiin Ventanan 

ultraView™ Universal DAB Detection Kittiä valmistajan ohjeen mukaan. Reagenssipak-
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kauksen vasta-aineet ovat usealla peroksidaasimolekyylillä leimattuja vuohen vasta-aineita, 

jotka tunnistavat hiiren IgG-, IgM -vasta-aineita ja kanin primäärisiä vasta-aineita. Immu-

noperoksidaasivärjäyksen ohjelma kokonaisuudessaan Liitteessä 1, s. 90.  

 

Värjäysprotokollan ensimmäisenä vaiheena oli näytteen kiinnittäminen lasille, jonka jäl-

keen näytteestä poistettiin parafiini EZ-Prep -liuoksen avulla. EZ-Prep -liuos huuhdeltiin 

pois vedellä, minkä jälkeen solut permeabilisoitiin käyttämällä Cell Conditioner -permebi-

lisointiliuosta. Epitoopit paljastettiin kuumentamalla. Ennen primäärivasta-aineiden lisä-

ystä kudosleikkeet käsiteltiin 3 % peroksidaasilla, joka inhiboi endogeeniset peroksidaasit. 

Leikkeille pipetoitiin käsin ainoastaan primääriset vasta-aineet. Sitoutumattomien vasta-ai-

neiden pesun jälkeen leikkeille lisättiin Ventanan HRP:llä leimatut vuohen sekundääri-

vasta-aineet. Inkubointien ajaksi näyte suojattiin nestemäisellä peitinkalvolla kuivamisen 

estämiseksi. Inkubointiajat ja vasta-ainelaimennokset ovat Taulukossa 9. Kromogeeninä 

värjäysreaktiossa käytettiin DAB:ia ja sen substraattina 0.04 % vetyperoksidia PBS:ssä. 

Huuhteluiden jälkeen näytteille lisättiin kuparisulfaattia (5g/l) asetaattipuskurissa ja annet-

tiin inkuboitua. Kuparisulfaatin tarkoitus oli vahvistaa DAB:in sävyä. Vastavärinä käytet-

tiin Harrisin hematoksyliiniä ja hematoksyliinin sävyä sinertäväksi muuttavaa reagenssia 

(Engl. Bluing reagent). Lopuksi näytteet huuhdeltiin ja pedattiin käsin ksyleenipitoisella 

Pertex (HistoLab®, Ruotsi) petausaineella. 

 
Taulukko 9. Immunoperoksidaasivärjäyksessä käytetyt vasta-aineet, 
niiden laimennossuhde sekä käytetty inkubointiaika. 
   
Primääriset 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 
DakoCytomation, Tanska) 

1:2000 30 min. 

 

3.5 Fluoresenssiin perustuva immunohistokemiallinen kaksoisvärjäys 

 
Kaksoisvärjäyksen optimoinneissa käytettiin immunoperoksidaasivärjäyksen mukaan ente-

roviruspositiiviseksi osoittautuneita ihmisen haimanäytteitä (n = 4). Immunohistokemialli-

sessa kaksoisvärjäyksessä formaliinifiksatuista ja parafiiniin valetuista ihmisen haima-

näytteistä poistettiin parafiini inkuboimalla näytelaseja ksyleenissä kolme kertaa viisi min. 
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kerrallaan. Parafiinin poiston jälkeen näytteille tehtiin rehydraatio, jossa laskevan etanoli-

sarjan ja ultrasuodatetun veden (Millipore) avulla näytteisiin saatettiin vesi. Rehydraatiossa 

näytteet olivat kaksi kertaa kaksi min. 99 % ja 94 %:ssa ja kaksi min. 70 %:ssa alkoholi-

laimennoksessa. Tämän jälkeen näytteen solut permeabilisoitiin. Permeabilisaatio ja anti-

geenien paljastus tehtiin mikroaaltouunissa kaksi kertaa seitsemän min. Tris-HCl -pusku-

rissa (pH 9.0). Mikroaaltouunikäsittelyn jälkeen näytteet jäähtyivät 20 min., minkä jälkeen 

näytteet pestiin ultrasuodatetulla vedellä ja PBS:llä viisi min. kullakin. Lisäksi näytteet 

kastettiin PBS-Tween:iin vasta-aineiden epäspesifisten sitoutumisen estämiseksi.  

 
Primäärivasta-aineet pipetoitiin leikkeille kahden vasta-aineen sekoituksena siten, että toi-

nen vasta-aine oli CAV16- ja toinen joko insuliini-, glukagoni-, tai somatostatiinivasta-

aine. Vasta-aineet liuotettiin 0.1 % BSA/PBS -laimennusliuokseen Taulukon 10 mukaan ja 

liuosta lisättiin leikkeille 200 µl. BSA oli Calbiochemin (Merck KGaA, Saksa) nukle-

iinivapaata naudan seerumin albumiinia. Vasta-aineiden annettiin inkuboitua kosteassa 

kammiossa tunti (RT). Näytteet pestiin kolme kertaa viisi min. PBS-Tweenillä sitoutu-

mattomien vasta-aineiden poistamiseksi. Tämän jälkeen näytteille lisättiin sekundäärivasta-

aineet sekoituksena, jonka jälkeen näytteitä inkubointiin kosteassa kammiossa 30 min. 

RT:ssä. Seuraavaksi näytteet pestiin, kuten primäärivasta-aineinkubaation jälkeen. Lisänä 

oli kuitenkin 5 min. vesipesu (Millipore), jonka jälkeen näytteet pedattiin ja niiden annet-

tiin kuivua RT:ssä 24 h. Fluoresenssin haalistumisen estämiseksi kokeiltiin ProLong Gold 

antifade agent -petausainetta (Invitrogen Ltd. Iso-Britannia), joka otettiin hyvien ominai-

suuksiensa vuoksi käyttöön. Petausainetta käytettiin valmistajan ohjeiden mukaisesti. 

 
Taulukko 10.  Vasta-aineet, niiden pitoisuus sekä laimennussuhde.  
 

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 



                                                                                                                                              44                                         

Immunofluoresenssiin perustuvan kaksoisvärjäyksen optimointi 

 
Immunofluoresenssiin perustuva kaksoisvärjäys optimoitiin polyklonaaliselle kanin 

CAV16-vasta-aineelle. Optimoitu menetelmä on kerrottu kokonaisuudessaan luvussa 3.5 

Fluoresenssiin perustuva immunohistokemiallinen kaksoisvärjäys. Optimoinnissa käytet-

tiin immunoperoksidaasivärjäyksellä CAV16-positiivisiksi todettuja ihmisen haimaleik-

keitä. Optimoinnissa pyrittiin löytämään optimaalinen vasta-aineen laimennossuhde suh-

teessa spesifisen värjäytymisen sekä taustavärjäytymisen intensiteetin kanssa. Vasta-aineen 

laimennoksessa käytettiin laimennossuhteita välillä 1:5 - 1:100. Primäärivasta-aineiden an-

nettiin inkuboitua huoneenlämmössä tunnin ajan kaikilla laimennoksilla; poikkeuksena oli 

laimennos 1:100, joka inkuboitiin yön yli +4 °C:ssa. Taustavärjäytymistä vähennettiin au-

tofluoresenssin estokäsittelyllä ja epäspesifisten sitoutumiskohtien poistokäsittelyllä. Auto-

fluoresenssi estettiin 0.1 % Sudan Black:llä, joka oli liuotettuna 70 % etanoliin. Laseille 

pipetoitiin ennen primäärivasta-aineiden lisäystä noin 200 µl Sudan Black:iä ja annettiin 

inkuboitua kosteassa kammiossa 20 min., jonka jälkeen näytteet pestiin kolme kertaa vii-

den min. ajan PBS-Tween:illä. Lisäksi leikkeille kokeiltiin myös käsittelyä 0.25 % ammo-

niakilla autofluoresenssin vähentämiseksi. Laseille pipetoitiin 200 µl 70 % etanoliin lai-

mennettua 0.25 % ammoniakkia ja annettiin inkuboitua tunnin ajan kosteassa kammiossa. 

Epäspesifiset sitoutumiskohdat leikkeeltä estettiin 5 % PBS:ään liuotetulla BSA:lla. Näyt-

teille pipetoitiin blokkausliuosta 200 µl ja annettiin inkuboitua 20 min. BSA:ta ei pesty 

pois näytteestä ennen primäärivasta-aineinkubaatiota. CAV16-vasta-aineen laimennokseen 

käytettiin PBS:ää, 0.1 %:sta BSA-liuosta tai viherapinan munuaisepiteelin verosoluista teh-

tyä 50 % suspensiota. Verosolususpensio valmistettiin konfluentilta maljalta irrotetuista 

verosoluista. Solut irrotettiin maljasta kolmella jäädytys-sulatus syklillä. Liukenematon so-

lufraktio erotettiin sentrifugoimalla. Liuoksesta käytettiin erottunut supernatantti, joka lai-

mennettiin PBS:ään. Tämän laimennosliuoksen tarkoituksena oli estää epäspesifisten vas-

ta-aineiden sitoutuminen leikkeeseen. Sekundäärisen vuohen kanivasta-aineen aiheuttama 

taustavärjäytyminen poissuljettiin kontrollileikettä käyttäen. Kontrollileikkeelle pipetoitiin 

ainoastaan PBS-liuosta primäärivasta-aineen sijaan. 
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3.6 In situ -hybridisaatio ja sen optimointi 

 
Tässä tutkimuksessa käytetyn ISH-menetelmä perustuu aikaisempiin julkaisuihin (Ho-

henadl ym., 1991; Breitschopf ym., 1992). Tutkimuksessani käytetyt näytteet olivat for-

maliinifiksattuja ja parafiiniin valettuja hiiren monikudosleikkeitä ja ihmisen haimaleik-

keitä. ISH:n kontrolloinnissa käytettiin formaliinifiksattuja ja parafiiniin valettuja Balb/c-

hiirten kudosnäytteitä (n = 2). Näytteiden esivalmisteluissa ja käsittelyssä kiinnitettiin 

huomiota RNaasi-kontaminaatioriskiin, kuten luvussa 3.1 Kudosnäytteet ja näytteiden 

valmistus (alkaen s. 37) on kerrottu. Liuoksiin kastojen jälkeen näytelasien pohjat, reunat 

ja leikettä ympäröivä lasi kuivattiin puhtaalla paperilla pipetointien helpottamiseksi. Koko 

ISH-menetelmän aikana pyrittiin välttämään kuitenkin näytteen kuivumista.  

 
Koettimien leimaus ja koetinseoksen valmistaminen 

 
Koettimien leimauksessa käytettiin DIG Oligonucleotide Tailing Kit, 2nd Generation 

(Roche Diagnostics, Saksa) -pakkausta ja koettimien leimaus ja leimauskontrolli tehtiin 

valmistajan ohjeiden mukaan. Pakkauksen reagenssit sekä leimauksessa käytetyt liuostila-

vuudet on kerrottu Taulukossa 11.  

 
Ultrasuodatettuun veteen liuotettua koetinta (100 µmol/l) käytettiin leimausreaktiossa 10 

pmol. Reagenssit pipetoitiin Taulukon 11 mukaisessa järjestyksessä. Leimausreaktio teh-

tiin +37 °C:ssa 15 min., minkä jälkeen reaktio pysäytettiin 0,2 M  EDTA:lla, pH 8. Tämän 

jälkeen leimatut koettimet varastoitiin pakastimeen -20 °C tai niistä valmistettiin hybridi-

saatioreaktion käyttöliuos Taulukon 12 mukaan.  

 
Taulukko 11. Koettimien leimaukseen tarvittavat reagenssit. 
 
Reagenssi: Tilavuus: µl 

Vesi 8 

Koetin (10 µmol/l) 1 

Reaktiopuskuri (Kalium kakodylaatti, Tris-HCl, BSA) 4 

CoCl2 (25 mM) 4 

DIG-dUTP (1 mM) 1 

dATP (10 mM) 1 

Terminaalinen transferaasi (400 U/µl) 1 
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Taulukko 12. Koetinseoksessa on koettimen ohella hybridisaation olosuhteisiin ja kinetiikkaan vaikut-
tavia liuoksia.  
        
Reagenssi: Tilavuus: µl 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 µg/ml) 10 Roche Diagnostics, Saksa 

Leimattu koetin 2,25 TAG Copenhagen A/S, Tanska 

Formamidi 250 Sigma-Aldrich®, Saksa 

 
 

Näytteiden esikäsittely 
 
ISH:n ensimmäisessä vaiheessa poistettiin kudosleikkeistä parafiini, minkä jälkeen näyttei-

siin saatettiin vesi laskevan etanolisarjan avulla. Parafiini poistettiin ksyleenissä, jossa näy-

telaseja inkuboitiin 5-10 min. riippuen leikkeen koosta. Ksyleeni poistettiin etanolisarjan 

(99 %, 96 % ja 70 %) ja ultrasuodatetun veden avulla. Leikkeen solut tehtiin koettimia lä-

päiseviksi proteinaasi K:n (MagNA Pure LC Total. Roche Diagnostics, Saksa) avulla. Pro-

teinaasi K laimennettiin TES-puskuriin (10 mM Tris, 1 Mm EDTA, 0,15 M NaCl) 1:10, 

(100 µg/ml). Lasit asetettiin kosteaan kammioon ja leikkeille pipetoitiin noin 100 µl pro-

teinaasi K -liuosta siten, että leike peittyi kokonaan. Näytteitä inkuboitiin kosteassa kam-

miossa +37 °C:ssa 15 min. ilman peitinlaseja. Näytteet postfiksattiin 0,4 % formalde-

hydissä 5 min. +4 °C:ssa, minkä jälkeen näytteitä pestiin vedellä 5 min.  

 
Hybridisaatioreaktio ja pesut  

Leikkeille pipetoitiin 20-30 µl koetinseosta leikkeen koosta riippuen. Leikkeiden päälle 

asetettiin peitinlasit ja näytelasit lämpökäsiteltiin lämpölevyllä (+95 °C, 6 min.), jossa suo-

ritettiin koettimien ja nukleiinihappojen denaturaatio sekä formaliinin muodostamien hyd-

roksimetyleenisiltojen purkaminen. Tämän jälkeen lasit jäähdytettiin nopeasti jäähauteessa 

noin 1 min. ajan. Laseja inkubointiin 3 h,  +42 °C:ssa, kosteassa kammiossa, jossa varsi-

nainen hybridisaatio tapahtui.  
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Hybridisoitumattomat koettimet pestiin pois 2xSSC-puskurilla (Roche Diagnostics. Saksa) 

kaksi kertaa 5 min. Seuraavaksi näytteet pestiin + 42 °C:ssa, 10 min., 0,1xSSC-puskurilla, 

joka pesi vielä epäspesifisesti sitoutuneet koettimet leikkeeltä. 

 
Taulukko 13. Käyttämämme ISH-menetelmän detektio perustuu Roche Diagnostics:in reagensseihin.  
 
Liuos: Valmistus: Liuoksen tehtävä: 
Blocking solution  
-liuos 

10xBlocking solution -liuosta  laimen-
nettiin 1xmaleiinihappo puskuriin 1:10. 

Estää anti-DIG-AP -vasta-aineen sitou-
tumisen epäspesifisesti. 

Anti-Digoksigeniini- 
AP, 150 U 

Vasta-aine sentrifugoitiinn 5 min.  
10000 rpm, ennen laimennusta. Lai-
mennus Blocking solution -käyttöliuok-
seen 1:500. 

Vasta-aine sitoutuu digoksigeniini lei-
maan mahdollistaen epäsuoran immu-
noentsymaattisen detektiomenetelmän. 

NBT/BCIP  
-detektioliuos 

NBT/BCIP -detektioliuos laimennettiin 
detektiopuskuriin 1:50. 

NBT/BCIP defosforyloituu alkalisen fos-
fataasin katalysoimassa reaktiossa muo-
dostaen purppuran tai sinertävän värin. 

 

Koettimien detektio 

 
Ennen koettimien detektiota, näytelasit kastettiin 1xmaleiinihappopuskuriin (Roche Diag-

nostics, Saksa), jonka jälkeen näytteille pipetoitiin Blocking solution –liuosta. Liuosta pi-

petoitiin leikkeelle noin 100 µl siten, että leike peittyi kokonaan ja annettiin inkuboitua 

kosteassa kammiossa, RT, 15 min. Seuraavaksi näytelasit kastettiin maleiinihappopusku-

riin, jonka jälkeen laseille pipetoitiin anti-Dig-AP -vasta-aineliuosta, noin 80 µl siten, että 

leike peittyi kokonaan (Taulukko 13). Näytteitä inkuboitiin kosteassa kammiossa RT:ssä 1 

h. Tämän jälkeen näytelaseja pestiin kaksi kertaa 10 min. 1xmaleiinihappopuskurissa ja 5 

min. 1xdetektiopuskurissa. Seuraavaksi laseille pipetoitiin NBT/BCIP –detektioliuos. Liu-

osta pipetoitiin laseille 20-50 µl leikkeen koosta riippuen. Näytteiden ja detektioliuoksen 

päälle asetettiin peitinlasi. Näytteet inkuboituivat kosteassa kammiossa, pimeässä ja RT:ssä 

yön yli. Seuraavana päivänä näytelaseilta poistettiin peitinlasit varoen vaurioittamasta näy-

tettä. Ylimääräinen NBT/BCIP -detektioliuos huuhdeltiin pois vedellä. Tämän jälkeen 

näytteet värjättiin vastavärillä (Nuclear Fast Red, Sigma Aldrich®, Yhdysvallat) noin 2 

min. ajan. Ylimääräinen väri huuhdeltiin vedellä pois. Tämän jälkeen näytteistä poistettiin 

vesi etanolilla (96 % ja 99 %). Lopuksi näytteet kastettiin ksyleeniin 45-60 s. Näytteiden 

ksyleenissä kirkastamisen jälkeen ne pedattiin nopeasti kuivumisen välttämiseksi. Petaus-

aineena käytettiin ksyleenipitoista Mount-Quick (Daido Sangyo CO., Japani) petausainetta.  
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In situ -hybridisaation optimointi 

 

ISH-menetelmän optimoinissa haettiin oikeat olosuhteet uusille suunnittelemillemme ko-

ettimille. Positiivisena kontrollina käytettiin formaliinifiksattuja ja parafiiniin valettuja hii-

ren monikudosleikkeitä. Hiirinäytteet olivat CBV3-infektoituja Balb/c-hiiren kudoksia. 

Negatiivisena kontrollina käytettiin kudosleikkeitä infektoimattomasta hiirestä. ISH-me-

netelmä optimoitiin hiirinäytteillä, koska ihmisen enteroviruspositiivista haimakudosta ei 

ollut saatavilla. 

 

Optimoitu menetelmä on kerrottu luvussa 3.6 In situ -hybridisaatio ja sen optimointi (al-

kaen s. 45). Olosuhteista optimoimme koettimien ja näyteleikkeiden nukleiinihappojen de-

naturaatiolämpötilaa sekä hybridisaation jälkeisen pesun lämpötilaa. Denaturaatiolämpöti-

lan optimointi suoritettiin, koska epäiltiin, ettei näytelasien lämpötila nouse riittävästi pur-

kamaan formaliinifiksauksessa syntyneitä hydroksimetyleenisiltoja sekä erottamaan se-

kundäärisiä nukleiinihapporakenteita ja kaksoisjuosteita toisistaan. Denaturaatiota kokeil-

tiin 95 °C ja 110 °C lämpötiloilla. Hybridisaation jälkeisten pesujen optimoinnissa kokeil-

tiin lämpötiloja välillä  +23 - +42 °C.  

 

Näiden jälkeen koettimille optimoitiin oikeat käyttöpitoisuudet. Käyttöpitoisuuksien opti-

moinnilla haluttiin lisätä koettimien detektiotehoa ja vähentää samalla epäspesifistä sitou-

tumista sekä taustavärjäytymistä. Koska positiivisena kontrollina käytetyt kudosleikkeet 

ovat peräisin CBV3-infektoidusta hiirestä, optimoinnissa käytettiin enterovirus B -lajis-

pesifisiä koettimia, jotka on suunniteltu tunnistamaan ainoastaan enterovirus B -lajiryhmän 

serotyyppejä. Lisäksi käytettiin koetinta, joka suunniteltiin sitoutuvan kaikkien enterovi-

ruslajien negatiiviseen RNA-juosteesen. Koettimen kokonaismäärä puolikertaisessa koe-

tinseoksessa oli 125 ng, jolloin koetinseoksen koetinpitoisuudeksi satiin 250 ng/ml. Yksin-

kertaisessa seoksessa koetinmäärä oli 250 ng (500 ng/ml), kaksinkertaisessa seoksessa 500 

ng (1000 ng/ml) ja viisinkertaisessa seoksessa 1250 ng (2500 ng/ml). Taulukossa 12,  on 

kerrottu koetinseoksessa tarvittavien reagenssien pipetointitilavuudet ja yksinkertaiseen 

koetinpitoisuuteen tarvittava koetintilavuus. 
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Yhdistämällä enterovirusgenomin eri kohtiin sitoutuvat 2Cb- ja 3Db -koettimet haluttiin 

saada tietoa, että vahvistuuko hybridisaatiosignaali vai häiritsevätkö koettimet toistensa 

hybridisoitumista.  Näiden koettimen määrät olivat  125 ng + 125 ng, 250 ng + 250 ng ja 

500 ng + 500 ng. Lisäksi selvitettiin, häiritsevätkö eri enteroviruslajeja tunnistavien koet-

timien yhdistäminen 2Cb-koettimen detektiotehoa. Lajispesifiset koettimet pipetoitiin leik-

keille Taulukon 14 mukaisesti.  

 

Taulukko 14. Koetinseoksien valmistaminen. Koetinseos 1 on kontrolli, eikä siihen lisätty muita enterovi-
ruslajeja tunnistavia koettimia. Koetinseos 4 puolestaan sisältää kaikki koetintyypit.  
 

                   Koettimet 
Koetinseokset 

2Cb 2Ca 2Cc 2Cd 

    Koetinseos 1 20 µl - - - 
    Koetinseos 2 10 µl 10 µl - - 
    Koetinseos 3 7 µl 7 µl 7 µl - 
    Koetinseos 4 5 µl 5 µl 5 µl 5 µl 

 

Koettimien detektiotehon ohella haluttiin tietoa myös koettimien lajispesifisyydestä. Koska 

käytössämme oli ainoastaan CBV3-positiivista näytekudosta, koettimien lajispesifisyyttä 

voitiin arvioida enterovirus B -lajeja tunnistavien 2Cb- ja 3Db -koettimien osalta. Koetti-

mien lajispesifisyyden varmistamiseksi CBV3-positiivisen hiiren kudosleikkeille tehtiin 

ISH-kokeita, joissa käytettiin koettimina enterovirus a, c ja d -lajit tunnistavia 2C- ja 3D –

alueille suunniteltuja koettimia. Positiivisena kontrollina käytettiin 2Cb- ja 3Db -koetinta. 

Lajispesifisyyden määrittämisessä käytetyt koetinseokset sisälsivät koetinta 250 ng.  

 

3.7 Näytteiden analysointi 
  

Näytteet, jotka värjättiin immunoperoksidaasi- ja ISH -menetelmillä, analysoitiin Leica 

DM 2000 (Leica Microsystems Wetzlar GmbH. Saksa) valomikroskoopilla. Valomikro-

skooppiin oli kytkettynä Olympuksen digitaalinen DP 25 (Olympus America Inc., Yhdys-

vallat) kamera ja sitä ohjattiin Olympuksen Cell^D (Olympus America Inc., Yhdysvallat) -

tietokoneohjelman välityksellä. Näytteiden analysoinnissa käytettiin Leican Hi Plan objek-

tiivisarjaa 4x, 10x/0.25 SL, 20x/0,45, 40x/0.65 ja 63x/0.75 pol. Neljä kertaa ja 20 kertaa 

suurentavia objektiiveja sekä edellä mainittua mikroskooppia käytettiin myös β-solujen 

pinta-alan ja niiden osuuden määrittämisessä haimakudosleikkeiltä. Immunoperoksi-

daasivärjätyistä 1-10 -haimaleikkeistä otettiin kymmenen kuvaa kustakin leikkeestä käyt-
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täen 20-kertaista objektiivia. Nelikertaista objektiivia käytettäessä kuvia otettiin viisi hai-

maleikettä kohden. Kuvat otettiin satunnaisista kohdista, jotta saataisiin luotettavampi kuva 

β-solujen osuudesta leikkeellä. Jokainen kuva käsiteltiin Cell^D-ohjelman piirtotyökalulla, 

jolla rajattiin eksokriininen kudos endokriinisestä kudoksesta (Kuva 5). Endokriinisestä 

kudoksesta rajattiin lisäksi β-solujen osuus. Tietokoneohjelma laski rajattujen alueiden pin-

ta-alat (µm2). Pinta-alojen määritttämisen ensimmäisessä vaiheesssa määritettiin koko ku-

van pinta-ala. Tämän jälkeen rajattiin kuvasta pois eksokriiniseen kudokseen kuu-

lumattomat alueet, kuten haimatiehyiden epiteelisolut ja tukikudoksen solut kuten adi-

posyytit. Aukot ja alueet, joissa ei ollut leikettä, rajattiin pois. Seuraavaksi määritettiin en-

dokriinisen kudoksen pinta-ala ja endokriinisestä kudoksesta β-solujen pinta-ala. Poisra-

jattujen alueiden pinta-ala ja endokriinisen kudoksen pinta-ala laskettiin yhteen ja summa 

vähennettiin koko kuvan pinta-alasta. Vähentämisen erotuksena saatiin eksokriinisen ku-

doksen pinta-ala. β-solujen suhteellisen osuuden määrittämiseksi β-solujen pinta-ala jaet-

tiin eksokriinisen kudoksen pinta-alalla ja kerrottiin sadalla.  

 

 
Kuva 5. Immunoperoksidaasivärjätty haima 3 -leike, josta määritettiin  β-solujen ja eksokriinisen ku-
doksen pinta-ala. Nuolet osoittavat piirtotyökalun jättämiä merkintöjä, joiden avulla Cell^D-ohjelma laski 
rajauksen sisään jääneen pinta-alan (µm2). Värjäyksen primäärisenä vasta-aineena käytettiin marsussa tuo-
tettua insuliinivasta-ainetta. 
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Kaksoisvärjättyjen haimaleikkeiden immunofluoresenssia tarkasteltiin Olympuksen IX 70 

(Olympus America Inc., Yhdysvallat) konfokaalimikroskoopilla. Mikroskooppia ohjattiin 

Andor IQ 1.4 (Andor Technology plc., Yhdysvallat) ohjelmalla. Objektiiveina käytettiin 

Olympuksen 100x/1.25 -öljyimersio-objektiivia sekä Olympuksen LCAch 20x/0.40 php -

objektiivia. Kamerana käytettiin Hamamatsun ORCA -sarjan digitaalikameraa (Hama-

matsu Corporation, Japani). 

 

Molempien kanavien intensiteetti sekä valotusaika tasapainotettiin ja suhteutettiin fluore-

senssin intensiteettiin. EM gain -arvo (Engl. Electron-multiplying gain) asetettiin molem-

milla kanavilla arvojen 180 – 190 väliin ja valotusaika vaihteli objektiivista ja suurennuk-

sesta riippuen 600 ja 1500 millisekunnin välillä. Kanavien vuotamisesta johtuva väärä ko-

lokalisaatio estettiin jakamalla kanavat ja skannaamalla eri eksitaatioaallonpituuksilta syn-

tyvät fluoresenssit erikseen. Kuva muodostettiin kalmantekniikalla neljän kuvaraamin kes-

kiarvosta. Valotusajan ja kuvanmuodostumisen jälkeen voitiin molemmilta kanavilta muo-

dostuneet kuvat sulauttaa tarvittaessa yhdeksi kuvaksi, josta voitiin tarkastella kolokalisaa-

tiota. Kuvista säädettiin kontrastia jyrkemmäksi ImageJ 1.42q (National Institutes of 

Health, Yhdysvallat) kuvankäsittelyohjelmalla.  
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4 TULOKSET   
 

Pro gradu -tutkielmani tulokset on jaettu kolmeen eri osa-alueeseen. Ensimmäisessä osassa 

on immunoperoksidaasivärjäyksen tuloksia ja toisessa osassa tuloksia ISH:n ja immuno-

fluoresenssiin perustuvan kaksoisvärjäyksen optimoinnista sekä CAV16-saarekesolus-

pesifisyyden määrityksistä. Kolmannessa osassa on tuloksia β-solujen suhteellisista osuuk-

sista haima 1-10 -kudosleikkeistä. Lisäksi kolmannessa osassa on tuloksia 5-D8/1 vasta-ai-

neen epitoopin BLAST-hausta. 

 

4.1 Immunoperoksidaasivärjäys  
 

Kaikissa haima 1-10 -leikkeissä havaittiin haiman endokriinisessä osassa värjäytymistä 

CAV16-vasta-aineella (Kuva 6). Värjäytyminen lokalisoitui pääasiassa haiman saarekkei-

siin. Taustavärjäytymistä havaittiin haimakudoksen eksokriinisessä osassa. Kaikki saarek-

keet värjäytyivät haima 1-10 -leikkeistä eikä värjäytymättömiä saarekkeita havaittu. Osa 

leikkeiden saarekkeista värjäytyi kokonaan ja osassa kromogeeni lokalisoitui tiettyihin saa-

rekesoluihin. Värjäyksen intensiteetti vaihteli eri haimaleikkeiden välillä merkittävästi. 

Vaihtelua intensiteetissä havaittiin myös saman haimaleikkeen eri saarekkeiden välillä. 

CAV16-vasta-ainetta käytettäessä haima 6001 ja 6007 -leikkeiden saarekkeet värjäytyivät 

hyvällä intensiteetillä ja taustavärjäytyminen oli vähäistä. Haima 6001 -leikkeen saarekkeet 

värjäytyivät voimakkaammin kuin haima 6007 -leikkeen saarekkeet (vrt. Kuva 6g ja 6i). 

Saarekkeiden värjäytyminen oli soluspesifistä, mikä näkyy hyvin Kuvasta 7a. Haima 6001 

-leikkeen saarekkeista noin 70 % värjäytyi selkeästi ja loput olivat täysin värjäytymättö-

miä.  Kokonaan värjäytyneitä saarekkeita ei leikkeiltä havaittu. 
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Kuva 6. Haimaleikkeiden CAV16-immunoperoksidaasivärjäys. Värjäytyminen näkyy kuvissa ruskeana 
värinä, joka on rajoittunut haiman endokriiniseen osaan. Saarekkeet ovat värjäytyneet lähes kokonaan ja vär-
jäytymättömät solut sijaitsevat saarekkeen sisäosissa. Värjäyksen intensiteetti vaihteli eri haimanäytteiden 
välillä. Haima 6001 -leikkeen saarekkeet värjäytyivät ilman taustavärjäytymistä (g) ja värjäytyminen täytti 
kappaleessa 3.4 Immunohistokemiallinen peroksidaasivärjäys mainitut kolme enteroviruspositiiviseen vär-
jäytymiseen vaadittavaa ehtoa. Haima 6001 -leikkeellä havaittiin myös värjäytymättömiä saarekkeita (h). 
Taustavärjäytymistä havaittiin haimaleikkeissä a-f ja se näkyy haaleana oranssin ruskeana värinä haiman ek-
sokriinisessä osassa. Suurinta taustavärjäytymistä havaittiin haima 5:n (e) leikkeessä. Vähiten taustaa oli 
haima 6001 ja 6007- (g, h ja i) sekä haima 5* -leikkeessä (f), joka värjättiin 1:200 CAV16-vasta-ainepitoi-
suudella. Muut leikkeet värjättiin käyttäen CAV16-vasta-ainelaimennosta 1:100. Kuvien suurennus on 630-
kertainen. Mittajana on 50 µm. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
Kuva 7. Saarekkeet samalta 6001 -haimaleikkeeltä. Saarekkeessa a kromogeeni on lokalisoitunut selkeästi 
vain osaan saarekkeen soluista (vrt. nuolet). Saarekkessa b kromogeeniä ei ole lainkaan. Mittajana on 50 µm 
ja suurennos 630-kertainen. 
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Kuva 8. Haimaleikkeiden CBV3-immunoperoksidaasivärjäys. Saarekevärjäytyminen on erittäin heikkoa 
eikä se eroa merkittävästi taustavärjäytymisestä. Taustavärjäytyminen on voimakasta kaikissa haima 1-10 -
saarekkeissa (a-d). Värjäytymisen voimakkuuden vaihtelu saarekkeissa eri haimanäytteiden välillä on vä-
häistä. Haima 2 -saarekkeiden värjäytyminen on voimakkainta (b), mutta taustaa on kuitenkin runsaasti. Vär-
jäytymättömiä saarekkeita havaittiin leikealueilla, joissa taustavärjäytyminen oli heikkoa. Värjäytymättömät 
saarekkeet havaittiin eksokriinisestä kudoksesta erottuvina tarkkarajaisina vaaleina alueina. Tausta-
värjäytymistä havaittiin etenkin haimaleikkeistä, joilta saarekkeet olivat värjäytyneet vahvimmin. Haima 
6001 ja 6007 -leikkeillä (e ja f) ei havaittu taustavärjäytymistä eikä saarekevärjäytymistä. Värjäyksen primää-
risenä vasta-aineena käytettiin itsetuotettua polyklonaalista CBV3-vasta-ainetta. Kuvien suurennus on 630-
kertainen. Mittajanan pituus on 50 µm. 
 

 
Kuva 9. Haimaleikkeiden Echo-11-immunoperoksidaasivärjäys. Saarekevärjäytyminen on intensitee-
tiltään heikkoa ja runsasta taustavärjäytymistä havaittiin jokaisessa haima 1-10 ja haima 6007 -leikkeessä (f). 
Haima 6001 -leikkeet eivät värjäytyneet lainkaan (e). Värjäytymättömiä saarekkeita ei haima 1-10 -leikkeissä 
havaittu. Saarekkeet ovat värjäytyneet kokonaan, eikä saaarekesoluvalikoivaa värjäytymistä detektoitu. Poik-
keuksen muodostaa kuitenkin haima 3, jossa oli useita saarekkeita, jotka eivät olleet värjäytyneet kokonaan. 
Taustavärjäytyminen oli tälläkin leikkeellä kuitenkin merkittävää (c). Värjäyksen primäärisenä vasta-aineena 
käytettiin itsetuotettua polyklonaalista Echo11-vasta-ainetta. Kuvien suurennus on 630-kertainen. Mittajanan 
pituus on 50 µm. 
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CBV3- ja Echo11 -vasta-aineita käytettäessä värjäystulokset olivat samansuuntaisia kuin  

CAV16-vasta-ainetta käytettäessä, mutta saarekkeiden värjäytyminen oli heikompaa. Mie-

lenkiintoinen tulos on, että CBV3- ja Echo11 -vasta-aineilla suurin osa haimojen saarek-

keista värjäytyi kokonaan ja saarekesoluspesifinen värjäytyminen oli vähäistä (Kuva 8a-d 

ja Kuva 9a-d). CBV3- ja Echo11 -vasta-aineilla saarekkeiden värjäytymisen suhde tausta-

värjäytymiseen oli heikompaa kuin CAV16-vasta-aineella. Taustavärjäytyminen oli run-

sasta etenkin Echo11-vasta-aineella värjätyissä leikkeissä (Kuva 9a-d ja f). Haima 6001 

leikkeen saarekkeet eivät värjäytyneet kummallakaan vasta-aineella. Haima 6001 ja 6007 -

leikkeet osoittautuivat CBV3-värjäyksen mukaan CBV3-negatiivisiksi (Kuva 8e ja f). Vär-

jäytymistä ei havaittu saarekkeista eikä haiman eksokriinisistä osista. Myöskään taus-

tavärjäytymistä ei havaittu. Echo11-vasta-aineella tehty värjäys antoi mielenkiintoisen tu-

loksen, sillä haima 6001 -leike oli täysin värjäytymätön, kun taas haima 6007 -leikkeessä 

oli erittäin runsasta taustavärjäytymistä (Kuva 9f). 

 

4.2 Immunofluoresenssiin perustuvan kaksoisvärjäyksen optimointi 
 

Immunofluoresenssiin perustuvan kaksoisvärjäyksen optimoinnissa kokeiltiin CAV16-

vasta-aineen eri pitoisuuksia. Optimoitu menetelmä on kerrottu kokonaisuudessaan luvussa 

3.5 Fluoresenssiin perustuva immunohistokemiallinen kaksoisvärjäys (alkaen s. 42). Näyt-

teinä käytettiin immunoperoksidaasivärjäyksellä enteroviruspositiiviseksi todettuja haima 

6001 ja 6007- sekä haima 5 ja 3 -leikkeitä. Vasta-aine laimennoksina käytettiin pi-

toisuuksia väliltä 1:5 - 1:100. Enterovirusta detektoitiin 1:5, 1:10 ja 1:20 vasta-ainelaimen-

noksilla. Laimeammilla vasta-ainepitoisuuksilla enterovirusta ei kyetty detektoimaan. 

Voimakkain fluoresenssi saavutettiin laimennoksella 1:5.  

 

Polyklonaalinen CAV16-vasta-aine aiheutti melko runsasta taustavärjäytymistä, mitä ha-

vaittiin varsinkin tumissa (Kuva 11d, s. 58). Kaupallisia insuliini-, glukagoni-, ja somatos-

tatiinivasta-aineita käytettäessä ei havaittu merkittävää taustavärjäytymistä. Signaalin suh-

detta taustaan (Engl. signal to noise ratio) pyrittiin nostamaan vähentämällä taustaa. Leik-

keelle pipetoitavat 5 % BSA- ja 0.1 % Sudan Black -liuos heikensivät merkittävästi mo-

lempien signaalien muodostumista ilman tumavärjäytymisen vähenemistä. Vasta-aineen 

laimennosliuoksena käytetyt 0.1 % BSA sekä verosoluista tehty 50 % suspensio eivät vä-
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hentäneet tumavärjäytymistä, mutta eivät myöskään haluttuja signaaleja. Autofluoresenssia 

ei havaittu vasta-ainelaimennoksilla 1:5 ja 1:10 ja se oli haima 6001 ja 6007 -leikkeillä 

hieman vähäisempää kuin haima 3 ja 5 -leikkeillä. ProLong Gold antifade agent -petausai-

neella (Invitrogen Ltd., Iso-Britannia) pedatut leikkeet säilyivät +4 °C:ssa ja pimeässä fluo-

resenssin haalistumatta todella hyvin. Leikkeet kestivät fluoresenssin haalistumatta yli vii-

den kuukauden varastoinnin sekä useat mikroskopointikerrat.  

 

4.3 Coksackievirus A16:n saarekesoluspesifisyyden määritys  

 

CAV16-saarekesoluspesifisyyttä määritettiin immunofluoresenssiin perustuvalla kaksois-

värjäyksellä 6001 ja 6007 -haimaleikkeistä sekä haima 3 ja 5 -haimaleikkeistä. Tutkituista 

näytteistä kyettiin osoittamaan enterovirusinfektio haima 6001 ja haima 5 -haimaleikkeistä 

(Kuva 10 ja Kuva 11). CAV16-vasta-aineet sekä insuliinivasta-aineet lokalisoituvat samoi-

hin saarekesoluihin haima 6001 -leikkeessä (Kuva 10). Vasta-aineiden kolokalisaatio nä-

kyy keltaisena fluoresenssina sytoplasmassa (Kuva 10c ja Kuva 11c ja i). CAV16 -vasta-

aine ei kolokalisoi glukagoni- tai somatostatiinivasta-aineiden kanssa (Kuva 10f ja i). Ku-

ten immunoperoksidaasivärjäyksessä, haima 6001 -leikkeeltä löytyi sekä CAV16-värjäyty-

neitä että värjääntymättömiä saarekkeita (Kuva 11a-f). CAV16-värjäystuloksen havaittiin 

korreloivan immunoperoksidaasivärjäystuloksen kanssa. Kokonaan fluoresoivia saarek-

keita ei leikkeeltä todettu.   
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Kuva 10. CAV16-SAAREKEsoluspesifisyyden määritys haima 6001 -leikkeistä. CAV16-värjäytyminen 
näkyy konfokaalikuvista vihreänä fluoresenssinä. Punaisena fluoresenssinä näkyvät saarekesolujen tuottamat 
soluspesifiset peptidihormonit. Polyklonaalinen kanin CAV16-vasta-aine mahdollistaa vahvan fluoresoivan 
signaalin muodostumisen insuliinia tuottavista β-soluista (a,b ja c). Kaksoisvärjäyksen mukaan CAV16-
proteiinit ja insuliini kolokalisoituvat lähes täysin, mikä näkyy keltaisena värinä kuvassa c. Kolokalisaatiota 
glukagonin tai somatostatiinin kanssa ei havaittu (f ja i). Suurennus on 200-kertainen ja mittajana on pituu-
deltaan 20 µm. 
  
 
 
 

a                              b                              c 

   d       e                              f  

g     h        i  

              CAV16                  Insuliini                     Yhdistetty 

           CAV16               Glukagoni                  Yhdistetty     

              CAV16                         Somatostatiini                       Yhdistetty 
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Kuva 11. CAV16-infektoitunut ja infektoitumaton haima 6001 -saareke. Infektoituneessa haima 6001 -
saarekkeessa CAV16-vasta-aine kolokalisoi insuliinin kanssa voimakkaasti. Voimakkaasta kolokalisaatiosta 
huolimatta sytoplasmassa havaittiin pieniä lokalisaatioeroja (c). Infektoitumattomassa haima 6001 -saarek-
keessa CAV16-vasta-aine sitoutuu ainoastaan tumiin, eikä spesifistä värjääntymistä tapahdu (d,e,f). Suuren-
nos on 1000 kertainen ja mittajana on pituudeltaan 10 µm.  
 

4.4 ISH:n ja koetinpitoisuuksien optimointi hiiren kudoksilla 
 

Optimointi tehtiin Enterovirus B -lajien genomin 2C- ja 3D –alueelle ja enterovirusten ne-

gatiivisjuosteiseen RNA:han sitoutuvilla koettimille. Ensimmäisissä ISH kokeiluissa ha-

vaittiin, että infektoituneet hiiren kudokset ovat erittäin herkkiä leikkeiden käsittelystä joh-

tuville vaurioille. Peitinlasien jättäminen pois kolmesta inkubaatiovaiheesta vähensi kä-

sittelystä johtuvia irtoamisia ja leikevaurioita. Peitinlasin ja kudosleikkeen väliin jäävää 

liuostilavuutta kasvatettiin kaksinkertaiseksi, mikä vähensi peitinlasia poistettaessa mukana 

irtoavan kudoksen määrää. Entrovirusnegatiivisen hiiren kudosleikkeet eivät olleet herkkiä 

käsittelystä aiheutuville vaurioille. 

  

ISH:n olosuhteiden optimoinnissa kokeiltiin denaturaation sekä hybridisaation jälkeisen 

pesun lämpötilamuutoksia. Denaturaatiolämpötilan muutos kuumemmaksi heikensi hybri-

disaatiosignaalin voimakkuutta merkittävästi. Lämpötilan ollessa +95 °C, saatiin vahvin 
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hybridisaatiosignaali. Hybridisaation jälkeisen pesun lämpötilan laskulla ei ollut suurta 

vaikutusta hybridisaatiosignaaliin tai taustavärjäytymisen muodostumiseen, kun käytettiin 

2Cb-koetinta. Pesut RT:ssä, +30 °C:ssa ja +36 °C:ssa eivät lisänneet taustavärjäytymistä. 

Hybridisaatiosignaali oli aavistuksen vahvempi alhaisemmilla pesulämpötiloilla. Huo-

mionarvoista kuitenkin on, että käytettäessä +36 °C:n ja +42 °C:n pesulämpötiloja hybridi-

saatiosignaali selkenee ja värjäytyneet solut erottuvat toisistaan paremmin.   

 

4.5 Enteroviruskoettimien optimointi: signaalin vahvuuden ja lajispesifi-
syyden määritys 
 

Koettimet tunnistivat positiivisesta hiirileikkeestä CBV3-infektion ainoastaan haimaku-

doksen ekrokriinisestä osasta, mikä oli odotettu tulos. Pernakudos ja sydänlihaskudos oli-

vat aina enterovirusnegatiivisia. Ohutsuolen kudokset värjäytyivät aina epäspesifisesti sekä 

positiivisilla että negatiivisilla kontrolleilla (Kuva 12). 

 

Enterovirus B -lajeja tunnistavat enteroviruskoettimet toimivat hyvin ja ne antoivat vahvan 

hybridisaatiosignaalin (Taulukko 16). Enterovirus B -lajien genomin 2C-alueelle sitoutuva 

2Cb-koetin tunnisti tämän entetoviraalisen genomialueen muita koettimia herkemmin. 

Vahvin hybridisaatiosignaali saavutetiin käyttäen enterovirusgenomin 2C- ja 3D -alueille 

sitoutuvia koettimia hybridisaatioreaktiossa samanaikaisesti. Enterovirusgenomin negatii-

visen juosteen 3’-pään konservatiiviselle osalle sitoutuva koetin tunnisti CBV3-

positiivisista hiirileikkeistä negatiivisjuosteista enteroviraalista RNA:ta (Kuva 13a). Koe-

tinseoksen koetinkonsentraation muutoksilla osoitettiin olevan suuri vaikutus hybridi-

saatiosignaalin voimakkuuteen sekä taustavärjäytymiseen.   

 
Taulukko 15. Koettimien yhdistämisen vaikutusten tutkiminen. Lajispesifisten 2Ca-, 2Cc- ja 2Cd -koet-
timien lisääminen samaan hybridisaatioreaktioon ei häirinnyt merkittävästi 2Cb-koettimen detektiotehoa. 
Koetinseos 4:n detektioteho on muita koetinseoksia heikompi hybridisaatioreaktiossa käytetyn pienen 2Cb-
koetinmäärän vuoksi. 
 

                   Koettimet 
Koetinseokset 

2Cb 2Ca 2Cc 2Cd Hybridisaatiosignaalin 
voimakkuus 

    Koetinseos 1 20 µl - - - ++ 
    Koetinseos 2 10 µl 10 µl - - ++ 
    Koetinseos 3 7 µl 7 µl 7 µl - ++ 
    Koetinseos 4 5 µl 5 µl 5 µl 5 µl + 
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Taulukko 16. Enteroviruskoettimien pitoisuuksien optimointi. Vahvin signaali saatiin käytettäessä koe-
tinseoksen valmistamisessa 500 ng:n koetinmäärää. Yksin käytettynä 2Cb-  ja 3Db -koettimilla paras värjäys-
tulos saavutettiin käyttämällä koetinseoksessa 250 ng koetinta.  2Cb-  ja 3Db -koettimien yhdistäminen sa-
malle leikkeelle antoi vahvan hybridisaatiosignaalin ilman taustavärjäytymistä.  
 

       Koetin-               
määrä     

 
Koetin 

             125 ng 
         (250 ng/ml) 
 
Signaali   Tausta 

   250 ng 
         (500 ng/ml) 
 
Signaali       Tausta 

    500 ng 
         (1000 ng/ml) 
 
Signaali    Tausta 

        1250 ng 
(1500 ng/ml) 

 
 Signaali   Tausta 

2Cb ++ - +++ -      +++ + na.   na. 

3Db + - ++ - ++ +      na.    na. 
E- + + + + ++ + +++   ++ 

Koetin-
määrä 

 
Koetinseos 

  125 ng + 125 ng 
      (250 ng/ml) 
 
 Signaali   Tausta 

     250 ng + 250 ng 
         (500 ng/ml) 
 
Signaali       Tausta 

    500 ng + 500 ng 
       (1000 ng/ml) 
 
Signaali       Tausta 

 

2Cb + 3Db + + +++ + +++ -  
− = ei värjäytymistä, + = lievä värjäytyminen, ++ = hyvä värjäytyminen,  +++ = erinomainen värjäytyminen, 
na. = ei analysoitu 
 

 
Kuva 12. CBV3-infektoidun hiiren kudoksia. Suunnittelemamme koettimet tunnistivat enteroviraalista ge-
nomia ainoastaan haimakudoksen eksokriinisestä osasta (a). Kuvan a nuolet osoittavat pyknoottisia tumia. 
Spesifistä värjäytymistä ei havaittu sydänlihas- tai pernakudoksesta (c ja d). Suolen nukkalisäkkeet ja mikro-
villukset värjäytyivät sekä negatiivisesta että positiivisesta kontrollista (b). Kuvan a hybridisaatioreaktiossa 
koettimena käytettiin E1-koetinta (500 ng/ml) ja kuvien b,c ja d  hybridisaatioreaktiossa 2Cb-koetinta (500 
ng/ml). Kuvan a suurennos on 630-kertainen ja mittajana on pituudeltaan 50 µm. Kuvat b, c ja d ovat suuren-
nettu 400-kertaisiksi ja mittajana on 100 µm.      
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B -lajin enteroviruksia tunnistamaan suunnitellut 2Cb ja 3Db -koettimet antoi vahvan hyb-

ridisaatiosignaalin, kun näytteenä oli CBV3-infektoidun hiiren kudoksia. Muita enterovi-

ruslajeja tunnistamaan suunniteltuja koettimia käytettäessä ei havaittu merkittävää hybridi-

saatiosignaalia (Kuva 14 ja Kuva 15). Lisäksi havaittiin, että eri enteroviruslajeille suunni-

tellut koettimet 2Ca, 2Cc ja 2Cd, eivät häirinneet 2Cb-koettimen detektiotehoa (Taulukko 

15). 

 
 

 
 
Kuva 13. In situ -hybrisaatio positiivisesta ja negatiivisesta hiirikontrollista enteroviruksen negatiivista 
juostetta tunnistavalla koettimella (1000 ng/ml). CBV3-infektoidun hiiren leikkeestä ainoastaan haimaku-
dos oli värjäytynyt. Detektiosignaali oli voimakas eikä taustavärjäytymistä merkittävästi havaittu (a). Infek-
toimattomasta hiirestä koettimelle komplementtaarista nukleiinihappoa ei kyetty osoittamaan (b). Kuvan a 
suurennus on 200-kertainen ja Kuvan b 100-kertainen. Mittajanat ovat 200 µm. 
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Kuva 14. Enterovirusgenomin 2C-alueelle sitoutuvien lajispesifisten koettimien kyky tunnistaa entero-
virus B-lajin virusta.  2Cb-koetin tunnisti hiiren eksokriinisestä haimakudosesta komplementtaarista 
CBV3:n RNA:ta ja hybridisaatiosignaali näkyy kuvassa violettina (a). 2Ca- ja 2Cc -koettimet eivät tunnista-
neet 2C-geenialueen RNA:ta (b ja c). 2Cd -koetin värjäsi epiteelisoluja (d). Suurennus on 200-kertainen ja  
mittajanan pituus on 200 µm.  
  
 

 
 

Kuva 15. Enterovirusgenomin 3D-alueelle sitoutuvien koettimien lajispesifisten koettimien kyky tun-
nistaa enterovirus B-lajin virusta. 3Db-koetin tunnisti hiiren eksokriinisestä haimakudosesta komplement-
taarista CBV3:n 3D-geenialueen RNA:ta. Hybridisaatiosignaali näkyy kuvassa violettina (a). 3Da- ja 3Dc -
koettimet eivät tunnistaneet CBV3:n RNA:ta (b ja c), mutta 3Cd -koettimella havaittiin heikko signaali. Ku-
van nuolet osoittavat värjäytymiskohdat. Suurennus on 200-kertainen ja mittajanan pituus on 200 µm.  
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4.6 In situ -hybridisaatio ihmisen haimakudoksilla 
 
Vahvimman hybridisaatiosignaalin antoi haima 6001 -leikkeen saareke, joka erottui vär-

jäytyneenä ympäröivästä kudoksesta. Saareke ei ollut kokonaan värjäytynyt ja siitä erottui 

värjäytymättömiä alueita (Kuva 16a). Leikkeen kaikki muut saarekkeet olivat värjäy-

tymättömiä eikä leikkeellä ei ollut merkittävää taustavärjäytymistä. Haima 5 -leikkeillä ha-

vaittiin taustavärjäytymistä, minkä vuoksi näyte tulkittiin enterovirusnegatiiviseksi. Haima 

1-10 -leikkeiden ISH:ssa ei havaittu hybridisaatiosignaalia enterovirusten negatiivista 

RNA-juostetta tunnistavalla koettimella. Leikkeiden vähäisestä määrästä johtuen haima 

6001 -leike tutkittiin ainoastaan jo aikaisemmin käytössä olleella E1-koettimella. 

 
Kuva 16. In situ -hybridisaatio ihmisen haima 6001- ja haima 5 -kudosleikkeistä. Haima 6001 --leik-
keelle ISH tehtiin E1-koettimella. Leikkeeltä löydettiin saareke, jonka soluista on osa voimakkaasti värjäyty-
nyt. Värjäytymistä havaitaan sekä sytoplasmassa (nuoli) että tumissa. Osa saarekkeen ulkoreunassa olevista 
soluista on värjäytynyt muuta saareketta voimakkaammin (nuoli). Muut leikkeen saarekkeista olivat värjäy-
tymättömiä (a). Haima 5 -kudosleikkeille värjäykset tehtiin käyttäen 2Ca-koetinta (d) sekä enteronegatiivi-
sen, 2Cb:n, 3Da:n ja 2Ca:n koettimien seosta. Enteronegatiivisen ja 2Cb -koettimien pitoisuus oli (1000 
ng/ml) ja 2Ca- ja 3Da -koettimien (500 ng/ml) (b ja c). Haima 5 -leikkeillä havaittiin erittäin heikkoa värjäy-
tymistä joka saarekkeessa ja eksokriinisessä osassa. Värjäytyminen näkyy haaleana vaaleansinisenä värjäy-
tymisenä sytoplasmassa sekä tummina pisteinä tumissa (c). Kuvien a ja c suurennus on 630-kertainen ja ku-
vien b ja d 200-kertainen. Mittajanan pituus kuvissa a ja c on 50 µm ja kuvissa b ja d 200 µm.   
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4.7 Enterovirusvasta-aineen 5-D8/1 sitoutumiskohdan rinnastus  

 

Dakon 5-D8/1-vasta-aineen sitoutumiskohdan rinnastuksella ihmisen proteiineja kohtaan 

löydettiin useita proteiineja, joilla on rakenteessaan täydellinen aminohappojen sekvenssi-

identtisyys vasta-aineen VP1-epitoopin kanssa (Tauluko 17). Täydellisen sekvensi-identti-

syyden jakavat useat tyrosiinifosfataasiperheeseen kuuluvat proteiinit sekä reseptorit. 

Myös sinkkisormiproteiiniperheeseen kuuluvien proteiinien rakenteista löydettiin täydel-

listä sekvenssi-identtisyyttä. Immuunipuolustukselle tärkeiden MHC II -luokan proteiinien 

rakenteista löydettiin 66-88 %:sta sekvenssi-identtisyyttä VP1-epitooppisekvenssin kanssa. 

Nämä identtiset epitoopit voivat aiheuttaa väärän positiivisen signaalin määritettäessä ente-

rovirusta ihmisen kudoksista 5-D8/1 vasta-aineella. 

  
Taulukko 17. Useat ihmisen proteiinit jakavat sekvenssi-identtisyyttä 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 II antigeeni 88 
HLA luokan I antigeeni 66 
Heat shock 17 kDa proteiini 88 
Heat shock 75 kDa proteiini 66 
Heat shock 60 kDa proteiini 44 

 
 

4.8 β-solujen suhteellisen osuuden määritys 
 

β-solujen suhteelliset osuudet vaihtelevat eri haimaleikkeiden välillä merkittävästi. Kaksi-

sataakertaisella suurennoksella tehdyn pinta-alamäärityksen mukaan β-solujen osuus vaih-

teli välillä 0.92 % (haima 8) ja 4.50 % (haima 3) ja nelikertaisen suurennoksen mukaan vä-

lillä 0.42 % (haima 1) ja 3.28 %  (haima 3) (Taulukko 18). Samalta haimaleikkeeltä eri 

suurennuksilla määritettyjen β-solujen osuudet korreloivat heikosti keskenään. Näiden tu-

losten välinen korrelaatio on vähäistä, vaikka molemmilla suurennoksilla saatiinkin haima 

3 -leikkeelle suurin β-solujen osuus. 
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Taulukko 18. Eksokriinisen haimakudoksen ja β-solujen pinta-alan määritys β-solujen suhteelliset 
osuudet vaihtelevat voimakaasti eri haimaleikkeiden välillä. Vaihtelua on myös samojen haimaleikkeiden vä-
lillä, kun näytteitä tarkastellaan eri suurennoksilla (200x ja 4x). β-solujen osuudet korreloivat heikosti eri 
suurennuksilla.  
 
                                                 200 -kertainen suurennos                                4 -kertainen suurennos 

Haima 1                                Pinta-alat            β -solujen osuus                    Pinta-alat        β -solujen osuus                                   

Eksokriininen kudos 2690489.25 µm2 1.57 % 23110598.25 µm2 0.42 % 
β –solut     42467.70 µm2  137774.75 µm2  

Haima 2  

Eksokriininen osuus 2389083.26 µm2 2.48 % 26566027.72 µm2 1.20 % 
β –solut     59383.94 µm2      320467.91 µm2  

Haima 3 

Eksokriininen osuus 2550219.62 µm2 4.50 % 30177218.77 µm2 3.28 % 
β –solut   115008.54 µm2      992397.99 µm2  

Haima 4 

Eksokriininen osuus 2701353.92 µm2 1.03 % 29055420.81 µm2 2.58 % 
β –solut     27955.84 µm2       750113.19 µm2  

Haima 5  

Eksokriininen osuus 1885999.38 µm2 3.11 % 25781634.46 µm2 1.94 % 
β –solut     58759.68 µm2      502415.55 µm2  

Haima 6 

Eksokriininen osuus 2399108.38 µm2 1.22 % 28841815.07 µm2 2.16 % 
β –solut     29401.68 µm2      625657.18 µm2  

Haima 7 

Eksokriininen osuus 2474141.48 µm2 2.82 % 30830483.18 µm2 1.84 % 
β –solut     69844.60 µm2      570020.10 µm2  

Haima 8 

Eksokriininen osuus 2090368.84 µm2  0.92 % 27210460.49 µm2 1.56 % 
β –solut     19350.21 µm2      425495.26 µm2  

Haima 9 

Eksokriininen osuus 1568879.71 µm2 1.46 % 24111682.32 µm2 2.02 % 
β –solut     23001.48 µm2      488022.51 µm2  

Haima 10 

Eksokriininen osuus 2311890.98 µm2  1.11 % 29465581.76 µm2 0.90 % 
β –solut     25728.34 µm2      266427. 15 µm2  
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5 TULOSTEN TARKASTELU 

 
Tieto enterovirusten ja T1D:n epidemiologisesta yhteydestä vahvistuu koko ajan. Vaikka 

viitteitä tästä yhteydestä on runsaasti, enterovirusten rooli T1D:n patogeneesissä on edel-

leen epäselvä. Tutkimuksia on hankaloittanut merkittävästi haimanäytteiden erittäin heikko 

saatavuus. Näytemateriaalin puute hankaloittaa merkittävästi tutkimustyötä ja heikentää tu-

losten luotettavuutta, sillä suurimmassa osassa julkaisuja on liian vähän tapauksia ja ku-

dosten laatu on heikko johtuen kuolemanjälkeisistä muutoksista. Usein tulokset, joiden 

mukaan enteroviruksia on detektoitu diabeetikoiden haimakudoksesta ovat muilla mene-

telmillä vahvistamattomia. Lisäksi tutkimusten toteutuksissa on havaittu puutteita tai tulok-

set ovat osoittautuneet epäluotettaviksi (ks. yleiskatsaus Drecher ja Tracy, 2008; ks. yleis-

katsaus Priest, 2009; ks. yleiskatsaus Roivainen ja Klingel, 2009). Dottan ym. (2007) im-

munohistokemialliset tulokset ovat vahvistettu elektronimikroskoopilla ja eristämällä 

CBV4-viruksia enteroviruspositiivisesta haimakudoksesta. Tuloksia on arvosteltu, erityi-

sesti siksi että eristettyä viruskantaa pidetään sekvenssianalyysien mukaan laboratoriokon-

taminaationa (ks. yleiskatsaus Drecher ja Tracy, 2008). Dotta ym. (2007) ovat käyttäneet 

enterovirusdetektiossa ainoastaan 5-D8/1-enterovirusvasta-ainetta ja kuvat immunoperok-

sidaasimenetelmällä värjätyistä saarekkeista ovat epätarkkoja ja niistä erottuu runsasta saa-

rekkeiden ulkopuolista taustavärjäytymistä. 

 

Kaupallista 5-D8/1-enterovirusvasta-ainetta on käytetty monissa IHC:aan perustuvissa en-

terovirustutkimuksissa, joissa on pyritty selvittämään T1D:n ja enterovirusinfektion välistä 

yhteyttä (Taulukko 3, s. 20). Pelkästään tämän vasta-aineen käyttö enterovirusten detekti-

ossa ei mielestäni anna luotettavaa kuvaa enteroviruspositiivisuudesta, sillä vasta-aineen 

detektiotehosta sekä epäspesifisestä sitoutumisesta saarekesoluspesifisiin antigeeneihin on 

kirjallisuudessa ristiriitaisia tietoja (Härkönen ym., 2000 ja 2002; Oikarinen ym., 2008). 

Dakon 5-D8/1 -enterovirusvasta-ainella määritetyt tulokset tulisi aina vahvistaa myös 

muilla enterovirusvasta-aineilla, jos mahdollista. Immunohistokemiallisen enterovirusde-

tektion luotettavuuden varmistamiseksi tulisi myös osoittaa enteroviraalisten nukleiinihap-

pojen sekä aminohappojen kolokalisaatio leikkeeltä, sillä positiivinen enterovirusdetektio 

molemmilla menetelmillä poissulkee vasta-aineiden epäspesifisestä sitoutumisesta johtu-

vaa virheellisen enterovirusdetektion mahdollisuutta.  
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Pro gradu -tutkielmani päätarkoituksena oli vahvistaa enterovirusdetektion luotettavuutta 

suunnitelemillamme koettimilla sekä omassa laboratoriossamme tuotetuilla polyklonaali-

silla vasta-aineilla ja arvioida näiden koettimien ja vasta-aineiden soveltuvuutta enterovi-

rusdetektioon. Lisäksi tutkielmani tarkoituksena oli selventää tietoa enterovirusten isän-

täsoluspesifisyydestä ihmisen haimakudoksessa. 

 

5.1 Immunovärjäykset haimanäytteistä 
 

Tulokset haima 1-10 -leikkeiden immunoperoksidaasivärjäyksestä kaikilla kolmella kotite-

koisella vasta-aineella ovat hyvin tulkinnanvaraisia eikä tuloksista voida päätellä sitä, että 

onko yksikään tutkittu haimaleike CBV3-, CAV16- tai Echo11 -positiivinen sillä kaikissa 

leikkeissä havaittiin taustavärjäytymistä. Taustavärjäytymisen vuoksi näytteet tulkittiin en-

terovirusnegatiivisiksi. Suurimpana ongelmana oli varmojen enteroviruspositiivisten ih-

misperäisten kontrollinäytteiden puuttuminen värjäyksistä, joiden avulla IHC värjäyspro-

tokollat olisi saatu paremmin optimoitua, jolloin taustavärjäytymisen ja positiivisen vär-

jäytymisen ero olisi muodostunut riittävän suureksi. Positiiviset kontrollit olisivat myös li-

sänneet tulosten luotettavuuden arviointia merkittävästi ja näin ollen helpottanut tulosten 

tulkintaa.      

 

Vaikka tiedetään, että enterovirusinfektiot ovat hyvin yleisiä, on hyvin epätodennäköistä, 

että kaikissa haima 1-10 -leikkeissä olisi CAV16-infektio (Kuva 6a-e, s. 53). Näkemystä 

tulosten enteroviruspositiivisuudesta tukevat saarekkeiden eksokriinistä kudosta voimak-

kaampi värjäytyminen sekä vain osittainen saarekevärjäytyminen, mitä havaittiin etenkin 

CAV16-vasta-ainetta käytettäessä. Merkittävästi vähemmän vastaavaa havaittiin CBV3- ja 

Echo11 -vasta-aineita käytettäessä (Kuva 7a-d, s. 54 ja Kuva 8a-d, s. 54). Vastaavasti leik-

keiden paikoin melko runsas taustavärjäytyminen ja kaikkien saarekkeiden lievä vär-

jäytyminen puoltavat sitä, että haima 1-10 -leikkeet ovat enterovirusnegatiivisia, vaikka 

saarekkeet olivatkin värjäytyneet muuta kudosta voimakkaammin. Lisäksi saarekevärjäy-

tyminen korreloi voimakkaasti eksokriinisen taustavärjäytymisen intensiteetin kanssa, sillä 

CAV16-vasta-ainepitoisuuden puolittaminen vähensi kokonaisvärjäyksen intensiteettiä 

merkittävästi haima 5 -leikkeellä. Tausta- ja saarekevärjäytymisen korrelaatiota havaittiin 

kaikilla polyklonaalisilla vasta-aineilla värjätyillä leikkeillä. Haimaleikkeiden taustavär-
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jäytymistä voitaisiin mahdollisesti saada vähennettyä optimoimalla itse tuotettujen vasta-

aineiden käyttöpitoisuudet merkittävästi laimeammiksi ja vahvistamalla detektiosignaalia 

esimerkiksi polymeeritekniikkaan perustuvalla EnVision TM + -signaalinvahvistusmene-

telmällä. Menetelmä soveltuu enterovirusten detektioon erinomaisesti, sillä menetelmä 

vahvistaa signaalia taustavärjäytymisen häiritsevästi lisääntymättä. EnVision TM + -mene-

telmän herkkyys on tässä tutkimuksessa käytettyä ABC-menetelmää muistuttavaa signaa-

linvahvistusmenetelmää merkittävästi parempi ja tätä menetelmää käytettäessä spesifisen 

signaalin osuus taustavärjäytymisestä kasvaa (Zhang ym., 2000).   

 

Taustavärjäytymisen pienentämisellä ja signaalin vahvistamisella ei ole merkitystä, jos po-

lyklonaaliset CBV3-, CAV16- ja Echo11 -vasta-aineet jakavat epitooppeja saarekesolu-

rakenteiden ja enteroviraalisten pintarakenteiden kanssa. Tällöin saarekkeen solut värjäy-

tyvät ja väärän enteroviruspositiivisen detektion riski kasvaa. Tällaista väärää spesifistä si-

toutumista epäillään olevan myös kaupallisella 5-D8/1-vasta-aineella, ainakin tyrosiini-

fosfataasiperheeseen kuuluvia proteiineja kohtaan. Tyrosiinifosfataasit ovat muun muassa 

β-soluissa esiintyviä proteiineja, joita kohtaan T1D:n autoimmuuniprosessissa muodostuu 

immuunivaste. Muodostuvat autovasta-aineet ovat IA-2A -vasta-aineita. (Härkönen ym., 

2000 ja 2002) BLAST-rinnastusohjelman tulosten mukaan 5-D8/1-vasta-aineen VP1-epi-

tooppi jakaa täydellisen sekvenssi-identtisyyden useiden tyrosiinifosfataasiproteiinien ja 

sinkkisormiproteiinien kanssa sekä jakaa 88 %:sen sekvenssi-identtisyyden MHC II -luo-

kan proteiinikompleksin kanssa (Taulukko 17, s. 64). Tämän havainnon perusteella tulok-

set, jotka perustuvat ainoastaan 5-D8/1-enterovirusvasta-aineella detektoituihin haimaku-

doksen enteroviruslöydöksiin, eivät ole täysin luotettavia, vaikka verrokkinäytteet olisivat-

kin negatiivisia. Virheellisen tuloksen riskiä tulisi pienentää varmistamalla positiivinen en-

terovirusdetektio esimerkiksi eri epitooppiin sitoutuvan monoklonaalisen enterovirusvasta-

aineen käytöllä.  

 

Polyklonaaliset enterovirusvasta-aineet ovat osoittautuneet hieman ongelmallisiksi, sillä 

Foulisin ym. (1990) käyttämä CBV3:n VP2/VP3/VP4 -kapsidiproteiineja kohtaan tuotettu 

kanin polyklonaalinen vasta-aine värjäsi saarekkeita normaaleista kontrollinäytteinä käy-

tetyistä haimaleikkeistä (n = 43). Noin puolessa kontrollinäytteitä havaittiin saarekkeiden 

heikkoa värjäytymistä ja se rajoittui ainoastaan osaan saarekesoluja. Tämä epäspesifinen 
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värjäytyminen kuitenkin erosi merkittävästi CBV3-positiivisen näytteen värjäytymisestä ja 

se oli helposti havaittavissa. Vasta-aineen epäspesifisestä sitoutumisesta johtuen tutkimus-

ryhmä luopui vasta-aineen käytöstä väärien tulosten välttämiseksi. Polyklonaaliset vasta-

aineet ovat useista B-lymfosyyteistä erittyneitä vasta-aineita, jotka sisältävät useita erilaisia 

paratooppeja. Tällainen vasta-aineiden seos saattaa jakaa epitooppeja solurakenteiden ja 

detektoitavan kohteen kanssa ja aiheuttaa valheellista värjäytymistä, epäspesifistä värjäy-

tymistä sekä taustavärjäytymistä, mitkä tulee ottaa huomioon käytettäessä kyseisiä vasta-

aineita. Onkin hyvin todennäköistä, että haima 1-10 -leikkeiden saarekevärjäytyminen joh-

tuu juuri CAV16-, CBV3- ja Ehcho11 -vasta-aineiden sitoutumisesta solurakenteiden epi-

tooppeihin. Tähän voivat olla syynä kaniin injektoidun viruspreparaatin epäpuhtaus, jolloin 

viruspreparaatti saattaa sisältää kasvatussolukomponentteja, joita kohtaan muodostuu vas-

ta-aineita. Nämä mahdolliset vasta-aineet saattavat aiheuttaa taustavärjäytymistä. Lisäksi 

mahdollinen vasta-ainepuhdistuksen riittämättömyys saattaa aiheuttaa ongelmia immuno-

värjäyksissä. Tästä johtuva taustavärjäytyminen kuitenkin poissuljettiin käyttämällä ve-

rosolususpensiota polyklonaalisten vasta-aineiden laimennosliuoksessa. Ehkä suurin on-

gelma on kuitenkin spesifinen sitoutuminen viruksen kapsidiproteiinien jakaessa epitoop-

peja saarekesolujen kanssa. Tätä sitoutumista ei voida täysin estää, sillä blokatessa sitou-

tumiskohtia leikkeeltä tai vasta-aineita liuoksesta myös haluttu sitoutuminen viruskap-

sidiproteiineihin heikkenee tai estyy kokonaan. Myös värjäystekniset syyt voivat olla hei-

kon saarekevärjäytymisen taustalla, sillä DAB-kromogeeni saattaa hakeutua etenkin saare-

kesoluihin ja hapettua ruskeaksi sakaksi endogeenisten peroksidaasien vuoksi. Tämä vär-

jäytyminen kuitenkin poissuljettiin käyttämällä kontrollia, josta jätettiin pirimäärivasta-

aine pois. Saarekesolujen eksokriinisiä soluja laajempi ekstrasellulaarinen matriksi näkyy 

leikkeellä vaaleampana alueena, jota vastavärinä käytetty hematoksyliini ei värjää. Kro-

mogeenin aiheuttama taustavärjäytyminen näkyy saarekkeista erityisen hyvin, koska kont-

rasti värjäytymättömän ja värjäytyneen saarekesolun välillä on erittäin suuri. Tämä saattaa 

johtaa virheellisiin tulosten tulkintoihin.  

 
Immunofluoresenssiin perustuvassa immunovärjäyksessä CAV16-vasta-aineen havaittiin 

värjäävän tumia, eikä sitoutumista saatu vähennettyä edes erilaisin blokkausmenetelmin tai 

vasta-aineen käyttökonsentraatiota laimentamalla. Vasta-aineen laimentaminen sen sijaan 

heikensi merkittävästi sytoplasman CAV16-fluoresenssia. Tumavärjäytyminen ei kuiten-

kaan häirinnyt tulosten tulkintaa, sillä värjäytymisen intensiteetti oli matala ja se oli hel-
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posti erotettavissa positiivisesta sytoplasmaan lokalisoituvasta CAV16-värjäytymisestä. 

Tumavärjäytyminen viittaa siihen, että CAV16-vasta-aineessa on paratooppeja, jotka si-

toutuvat spesifisesti tumassa tai tumakalvolla oleviin solun proteiinien epitooppeihin. Im-

munoperoksidaasivärjäyksessä tumavärjäytymistä ei havaittu, mikä johtuu todennäköisesti 

hematoksyliinin aiheuttamasta voimakkaasta tumaväristä tai steerisestä esteestä, jolloin 

vasta-aine ei kykene situtumaan epitooppiinsa.     

 
Erittäin mielenkiintoista on, että immunoperoksidaasivärjäyksen sekä immunofluoresens-

siin perustuvan kaksoisvärjäyksen mukaan haimassa 6001 oli enterovirusinfektio, joka ha-

vaittiin CAV16 vasta-aineella ja immunoperoksidaasivärjäystulos eroaa merkittävästi hai-

ma 1-10 -leikkeiden CAV16-värjäystuloksesta (Kuva 6a-f ja g-h s. 53). Immunofluore-

senssiin perustuvalla kaksoisvärjäyksellä haima 6007 -leikkeeltä ei positiivisuutta kyetty 

osoittamaan. Enterovirusinfektion ja infektion β-soluspesifisyyden osoittaminen ihmisen 

haimakudoksesta on merkittävä löytö, sillä kirjallisuudessa ei ole viitteitä CAV16 β-solus-

pesifisyydestä. Tähän saattaa olla syynä lähinnä se, että 5-D8/1 enterovirusvasta-aine ei ole 

riittävän herkkä tunnistamaan CAV-ryhmän viruksia, sekä se että lajispesifisillä enterovi-

rusvasta-aineilla on detektoitu enteroviruksia varsin vähän (Terletskaia-Ladwig ym., 2008; 

Miao ym., 2009; Oikarinen ym., 2010). Aikaisemmin on saatu viitteitä siitä, että CAV16-

vasta-aine on serotyyppispesifinen formaliinifiksatuilla soluleikkeillä (Oikarinen ym., 

2010).  Tutkimuksessa oli mukna vain kaksi eri CAV ryhmän virusta, joten tutkimuksen 

perusteella ei voida arvioida CAV16 vasta-aineen todellista serotyyppispesifisyyttä.  

 
Kaksoisvärjäystulosten mukaan CAV16-infektio rajoittuu haimakudoksessa ainoastaan 

saarekkeiden insuliinia tuottaviin β-soluihin eikä infektiota havaittu glukagonia tuottavissa 

α-soluissa eikä somatostatiinia tuottavissa δ-soluissa. Tulokset CAV16-saarekesoluspesifi-

syyden määrityksestä ovat erittäin mielenkiintoisia, sillä 5-D8/1-enterovirusvasta-aineella 

enteroviruksia on osoitettu myös glukagonia erittävistä α-soluista sekä in situ että in vitro  

(Chehadeh ym., 2000; Oikarinen ym., 2008). Oikarisen ym. (2008) tulosten mukaan jopa 

suurin osa enteroviruspositiivisuudesta rajoittuisi α-soluihin in situ. Värjäytyminen oli sel-

keää, eikä voida olettaa leikkeellä olevien sytoarkkitehtuuristen erojen, kuten α-ja β-solu-

jen päällekkäisyyden, aiheuttavan valheellista kolokalisaatiota. Tässä tutkimuksessa emme 

kuitenkaan havainneet α-soluspesifistä värjäytymistä polyklonaalisella CAV16-vasta-

aineella.   
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Vallalla olevan näkemyksen mukaan enterovirusten saarekesoluspesifisyys rajoittuu aino-

astaan β-soluihin, mitä myös tämän tutkimuksen tulokset vahvasti tukevat. Onkin mielen-

kiintoista arvioida 5-D8/1-enterovirusvasta-aineella saatujen immunovärjäysten luotetta-

vuutta sekä toisaalta myös sitä, mitkä tekijät rajoittaisivat enterovirusinfektion tiukasti ai-

noastaan β-soluihin haimakudoksessa. Vaikka kirjallisuudessa on hyvin vähän tietoa teki-

jöistä, jotka rajaavat enterovirusten saarekesoluspesifisyyden β-soluihin, on hyvin oletetta-

vaa, että saarekesolujen pintareseptorikompositiossa on merkittäviä eroja. Eri enterovirus-

serotyyppien käyttämät pintareseptorit ja koreseptorit vaihtelevat merkittävästi eri sero-

tyyppien mukaan ja vaihtoetoisia enteroviruspintareseptoreja tunnetaan samankin serotyy-

pin välillä useita. Tämän tiedon sekä Chehadehin ym. (2000) ja Oikarisen ym. (2008) tut-

kimusten pohjalta on todennäköisempää, että enterovirukset voisivat infektoida serotyyp-

pispesifisesti β-solujen ohella myös saarekkeen muita soluja. Enterovirusten saarekesolus-

pesifisyystutkimukset ovat hieman puutteellisia, sillä saarekkeen PP- ja ε- soluja eikä saa-

rekkeita ympäröiviä Schwannin soluja ole tutkittu lainkaan mahdollisina enterovirusten 

isäntäsoluina. Vaikka näitä soluja on suhteellisen vähän saarekkeissa verrattuna muihin 

saarekesoluihin, olisi mielestäni tärkeää osoittaa myös näiden solujen alttius enterovirusin-

fektioille. Teoriassa tämä olisi helposti toteutettavissa soluspesifisten greliini-, PP- ja 

S100β vasta-aineiden avulla.   

 

5.2 In situ -hybridisaation optimointi suunnittelemillemme koettimille  
 
In situ -hybridisaatiota on käytetty useissa enterovirusdetektioon liittyvissä tutkimuksissa 

joko ensisijaisena tai tuloksia varmistavana detektiomenetelmänä. Vaikka menetelmä on 

toteutettavuudeltaan erittäin haastava, on enteroviruksia detektoitu ihmisen haiman saare-

kesoluista, myokardiumista sekä ohutsuolesta (Foulis ym., 1997; Ylipaasto ym., 2004; Oi-

karinen ym., 2007). Enteroviruksia on ISH:lla detektoitu myokardiittiin menehtyneiden 

vastasyntyneiden haiman saarekesoluista useammassakin tutkimuksessa, mutta diabeeti-

koiden haimoista enteroviruksia on detektoitu julkaisujen mukaan ainoastaan kahdessa tut-

kimuksessa. Ylipaasto ym. (2004) löysivät radioaktiivisella CBV1-5 -serotyyppeihin si-

toutuvalla koettimella neljästä vasta diagnostisoitujen diabeetikoiden (n=64) haimoista en-

terovirusta. Lisäksi autoimmuuniprosessista riippumattomaan fulminanttiin diabetekseen 

menehtyneen haimasta on detektoitu enterovirusta (Shibasaki ym., 2010).    
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ISH:lla saatujen tulosten tarkoituksena on arvioida suunniteltujen koettimien soveltuvuutta 

enterovirusten detektioon ihmisen haimakudoksesta. ISH-menetelmän optimointi suoritet-

tiin hiiren kudoksilla, koska emme saaneet käyttöömme varmuudella enterovirusin-

fektoituneita ihmisperäisiä näytteitä. Toisin kuin ihmisen haimakudoksessa, hiiren haima-

kudoksessa enterovirusinfektiot lokalisoituvat ainoastaan eksokriiniseen kudokseen (Arola 

ym., 1995; Klingel ym., 1996). Enterovirusinfektion lokalisaatioero hiiren ja ihmisen hai-

makudoksessa ja erilainen isäntäsolutropismi, ovat mielestäni merkittäviä syitä käyttää ih-

misperäisiä haimakudoskontrolleja, jos sopivaa kudosta on saatavilla.  

 

Koettimien lajispesifisyyden määrityksestä saatujen tulosten perusteella on tarkoitus ke-

hittää koetinsarja, joka tarjoaa kattavan ja lajispesifisen enterovirusdetektion haimakudok-

sesta. Tällaisesta enteroviruslajispesifisestä koetinsarjasta ei ole kirjallisuudessa viitteitä. 

Koettimien lajispesifisyyden määritys tehtiin CBV3-infektoidun hiiren kudosleikkeillä ja 

tulosten mukaan infektion tunnisti ainoastaan 2Cb- ja 3Db -koettimet, vaikka lievää hybri-

disaatiosignaalia havaittiin enterovirus D lajin 2C ja 3C -geenialueita tunnistavilla koetti-

milla (Kuva 14 ja Kuva 15, s. 62). Koettimien lajispesifisyyden varmistamiseksi ja tulosten 

luotettavuuden vuoksi vastaavat tulokset olisi hyvä määritttää myös enterovirus A, C ja D 

lajien serotyypeillä.  

 

ISH-menetelmän olosuhteiden optimointi suunnittelemillemme koettimille ja eri enterovi-

russerotyypeille oli haastava toteuttaa, sillä koettimien hybridisaatioparametrejä ei voinut 

optimoida tarkasti, sillä koettimet sisälsivät vaihtoemäksiä, jotka vaikuttivat muun muassa 

hybridisaatiolämpötilaan. Koetinpitoisuuksien optimointi osoitti, että koetinpitoisuudella 

500 ng/ml saavutetaan taustavärjäytymisen ja halutun signaalin suhteen parhaimmat ISH-

tulokset. Samaa koetinpitoisuutta ovat käyttäneet muutkin tutkimusryhmät tutkimuksissaan 

(Ylipaasto ym., 2004; Oikarinen ym., 2007 ja 2008). Kuitenkin käyttämällä enterovirusten 

negatiivisen juosteen 3’-pään koodittamattomalle alueille sitoutuvaa koetinta, parhain hyb-

ridisaatiosignaali suhteessa taustanmuodostumiseen saavutettiin koetinpitoisuudella 1000 

ng/ml. (Taulukko 16, s. 60) Hybridisaatiosignaalin vahvuutta saatiin lisättyä huomattavasti 

käyttäen enterovirusgenomin 2C- ja 3D -alueelle sitoutuvia koettimia (1000 ng/ml + 1000 

ng/ml) hybridisaatioreaktiossa samanaikaisesti. Eri genomin alueille sitoutuvat koettimet 

toimivat erinomaisesti toisiaan täydentäen ja vahvistavat hybridisaatiosignaalia merkittä-
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västi ilman taustavärjäytymisen muodostumista. Tämä on tärkeä havainto ja ihmettelenkin, 

että en kirjallisuudesta havainnut viitteitä vastaavasta. Ehkä syynä saattaa olla käyttä-

mämme lyhyet, sekvenssiltään tunnetut DNA-koettimet, jotka mahdollistavat hybridisoi-

tumisen helposti juosteen eri kohtiin. Koettimien lyhyys vähentää yhdessä käytettynä ko-

ettimien dimerisoitumisen riskiä. Mielenkiintoista on myös havaita, että enterovirusdetek-

tiossa käytetyistä koettimista suurin osa on ainoastaan tietyn enteroviruslajin tunnistavia 

omassa laboratoriossa kloonattuja ja puhdistettuja koettimia (Foulis ym., 1997; Braissant ja 

Wahli, 1998; Ylipaasto ym., 2004).   

 

Enterovirukset kykenevät siirtymään akuutista infektiosta krooniseen kahdella erilaisella 

mekanismilla. Mutaatio riippuvaisen mekansismin mukaan enterovirusgenomin 5’-päässä 

tapahtuu deleetio, jolloin mutaatio aiheuttaa viruksen siirtymisen vähemmän lyyttiseen ja 

replikoituvaan muotoon (Kim ym., 2005). Toinen mekanismi ei vaadi mutaatiota, vaan 

Tamin ja Messnerin (1999) tutkimuksen mukaan enterovirusten negatiiviset ja positiiviset 

RNA-juosteet sitoutuvat keskenään ja muodostavat vakaan kaksijuosteisen RNA-genomin. 

Tällöin isäntäsolussa on ekvivalenttinen määrä juosteita, mikä on osoitettu kvantitatiivi-

sella RT-PCR:llä in vitro. Enterovirusten kroonista infektiota ihmisen kudoksissa esim. 

haimakudoksen saarekesoluissa ei ole kyetty todistamaan eikä enterovirusten negatiivis-

juosteista RNA:ta ole detektoitu ihmisen haimakudoksesta ISH:lla. Tulokset haima 1-10 -

leikkeillä viittaavat samaan eikä hybridisaatiosignaalia näillä leikkeillä havaittu. Immuno-

värjäysten mukaan enteroviruspositiivisilla haima 6001 -leikkeillä ei näytepulan vuoksi 

tehty hybridisaatiota enteronegatiivista RNA-juostetta tunnistavalla koettimella. Tämä tuli-

si mielestäni tehdä, jos kyseistä näytettä saadaan myöhemmin lisää.  

 

Siihen, miksi enterovirusten kroonista infektiota ei ole ihmisen haimakudoksesta kyetty to-

distamaan, voi liittyä useita biologisia ja menetelmäteknisiä syitä. Yhtenä merkittävänä 

biologisena tekijänä koen isäntäsolujen tuottamat endogeeniset RNaasit, jotka pilkkovat 

tehokkaasti RNA-juosteita. Enterovirusten persistoinnin edellytyksenä on, että virusge-

nomi sisältää sekvenssejä, jotka tukevat sen stabiilisuutta ja persistenssiä, sillä RNA-juos-

teiden stabiilisuus ja puoliintumisaika vaihtelevat eukaryoottisoluissa merkittävästi. Erilai-

set signaalisekvenssit, polyadeniinihäntä sekä mahdollinen kaksijuosteisuus saattavat estää 

nukleaasien enterovirusgenomia pilkkovan vaikutuksen. Lisäksi kapsidirakenteeseen kuu-
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lumattomat enteroviraaliset proteiinit saattavat inhiboida nukleaasien vaikutuksen. Krooni-

sen enterovirusinfektion edellytyksenä on aina muutokset enterovirusten genomissa, joten 

jos saarekkeiden β-solujen RNaasit aktivoituvat pilkkomaan enteroviraalista RNA:ta, ei 

kroonista infektiota haimakudoksessa esiinny. Tällöin negatiivisen juosteen detektoiminen 

kudoksesta on mahdotonta.  

 
Menetelmätekniset syyt voivat myös olla esteenä sille, ettei enterovirusten kroonista infek-

tiota ole kyetty formaliinifiksatusta ihmisen haimakudoksesta osoittamaan. Syynä tähän 

voivat olla muun muassa näytteiden liian pitkä post mortem -aika ennen fiksausta, forma-

liinin nukleiinihappojuosteita hajottava vaikutus, koettimen luonne sekä menetelmän de-

tektioherkkyyden riittämättömyys. Liian pitkällä post mortem -ajalla on suuri merkitys 

nukleiinihappojen ja kudosmorfologian säilymiseen, sillä RNaasien aktivaatio ja proteo-

lyyttisen pilkkoutumisen katalysointi pilaavat näytekudoksen nopeasti. Saattaakin olla, että 

tutkimuksessani käyttämissäni haima 1-10 -kudosleikkeissä RNaasit ovat aktivoituneet en-

nen fiksaation alkua, sillä haimakudospalojen aika irrotuksesta käsittelyyn vaihteli 3:sta 

tunnista 33 tuntiin, vaikka kudokset ovat laitettu irrotuksen jälkeen entsymaattista toimin-

taa hidastavaan säilytysnesteeseen. Formaliinin on osoitettu pilkkovan RNA-juosteita noin 

200 nukleotiditähteen mittaisiksi fragmenteiksi (ks. yleiskatsaus Krafft ym., 1997; Miz-

zuno ym., 1998). Formaliinin nukleiinihappojuosteita pilkkovasta vaikutuksesta on kuiten-

kin ristiriitaista tietoa ja Scicchitanon ym. (2006) ja Xi:n ym. (2007) tutkimusten mukaan 

formaliini ei aiheuta merkittävää RNA:n tuhoutumista. Formaliinin RNA:ta pilkkovaa vai-

kutusta on hieman liioiteltu, eikä formaliinifiksauksen uskota olevan yksistään syynä ente-

rovirusdetektion epäonnistumiselle. Ylipaasto ym. (2004) osoittivat enteroviraalista 

RNA:ta ISH:lla yli 30 vuotta vanhoista formaliinifiksatuista haimakudosnäytteistä, mikä 

osaltaan todistaa formaliinifiksauksen pikemminkin säilyttävän nukleiinihappojuosteita, 

kuin pilkkovan niitä.  

 

ISH-menetelmän detektion herkkyyden riittämättömyydellä ja koettimen luonteella saattaa 

olla suuri vaikutus siihen, että kroonista enterovirusinfektiota ei haimakudoksesta ole kyet-

ty osoittamaan. Tässä tutkimuksessa käytetyt koettimet olivat lyhyitä DNA-koettimia, jot-

ka sitoutuvat RNA-juosteisiin kohtalaisella affiniteetilla. Positiivisena kontrollina käytetyt 

CBV3-infektoidun hiiren haimakudosleikkeet värjäytyivät enteronegatiivista RNA-

juostetta tunnistavalla koettimella, joten enteroviraalista negatiivista RNA-juostetta oli 
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akuutissa infektiossa yli detektiokynnyksen. Epäilen kuitenkin tämän koettimen soveltu-

vuutta persistoivien enterovirusten negatiivisten RNA-juosteiden detektioon. Saattaakin ol-

la, että koetin ei kykene hybridisoitumaan riittävän tehokkaasti negatiiviseen juosteeseen, 

jos enterovirusten kroonisen infektion edellytyksenä on muodostaa vakaa kaksoisjuostei-

nen RNA-genomi. Tällöin ISH-menetelmän denaturointivaiheen aikana DNA-koetin ei 

kykene syrjäyttämään riittävällä tehokkuudella positiivista enteroviraalista RNA-juostetta, 

sillä RNA/RNA -hybridi on vakaampi rakenne kuin DNA/RNA -hybridi. Ongelmaa voisi 

pienentää käyttämällä suurempaa koetinkonsentraatiota, mutta tällöin taustan osuus saat-

taisi kasvaa merkittävästi. Parempi hybridisaatiotulos saavutettaisiin RNA-koettimia käyt-

täen, koska ne sitoutuvat samalla affiniteetilla negatiivisiin RNA-juosteisiin kuin positiivi-

set entrovirusjuosteetkin (ks. yleiskatsaus Harvey ja Schønau, 2006). Riskinä on kuitenkin 

koetinliuoksen kontaminaatio RNaaseilla ja koettimien pilkkoutuminen. Enterovirusten 

mutaatioon perustuvan persistointiteorian mukaan enterovirusgenomin 5’-päässä tapahtuu 

deleetio. Deleetio voi olla 7-49 nukleotidin mittainen (Kim ym., 2005). Mielestäni deleetio 

voi häiritä merkittävästi 5’-pään proteiineja koodittamattomalle alueelle suunniteltujen ko-

ettimien hybridisaatiota ja se voi estää enterovirusdetektion jopa kokonaan jos koetin on 

suunniteltu deleetioalueelle.  

     

Tässä työssä käytetty ISH-menetelmä on detektioherkkyydeltään keskinkertainen ja se vas-

taa ABC-menetelmän detektiotehoa (Taulukko 6, s. 34). Vaikka koetin sisältää 3’-päässään 

muutamia digoksigeniinileimoja, joihin alkalisella fosfataasilla leimattu vasta-aine kykenee 

sitoutumaan, ei sen detektioteho välttämättä riitä tunnistamaan persistoivia ente-

rovirusgenomeja haimakudoksesta. ISH:n detektiokynnyksenä pidetään 20 – 50 sekvenssi-

kopiota solua kohden. Detektiokynnystä voidaan tästä merkittävästi vielä parantaa käyttä-

mällä erilaisia epäsuoria signaalin vahvistusmenetelmiä, kuten biotinyylityramidiin perus-

tuvia signaalinvahvistusmenetelmiä (ks. yleiskatsaus Kadkol ym., 1999). Saattaakin olla, 

että persistoivien enterovirusten genomiluku jää käyttämämme ISH-menetelmän detek-

tiokynnyksen alapuolelle. Tällöin signaalinvahvistusmenetelmät parantaisivat käyttä-

mämme ISH-menetelmän detektioherkkyyttä merkittävästi ja saattaisivat mahdollistaa per-

sistoivien enterovirusten havaitsemisen haimakudoksesta. Myös fluoresenssi in situ -hybri-

disaatio (FISH) -menetelmä toisi lisää herkkyyttä, ja se mahdollistaisi suuremman suuren-

noksen käytön konfokaalimikroskoopilla.  
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ISH-tulokseni ihmisen haimakudoksista eivät täysin vahvista immunohistokemiallisilla 

menetelmillä saatuja enteroviruspositiivisia värjäystuloksia, vaikka haima 6001 -leikkeessä 

yksi saareke värjäytyi hyvin (Kuva 16a, s. 63). Värjäytyminen rajoittuu solujen sytoplas-

maan, eikä sitä näy kaikissa saarekkeen soluissa, mikä lisää löydöksen luotettavuutta. Toi-

saalta, luotettavuutta laskee se, että kaikki muut saarekkeet ovat täysin negatiivisia ISH:lla, 

vaikka immunoperoksidaasivärjäyksellä ja immunofluoresenssiin perustuvalla kaksoisvär-

jäyksellä osoitettiin CAV16-proteiineja useista, mutta ei kaikista leikkeen saarekkeista 

(Kuva 10, s. 57  ja Kuva 11, s. 58).   

 

Immunovärjäysten luotettavuuden kannalta olisi ensisijaista varmentaa CAV16-detek-

tiotulokset ISH:lla sillä teoriassa enteroviraalisten RNA-genomien tulee kolokalisoitua en-

teroviraalisten kapsidiproteiinien kanssa samoihin isäntäsoluihin. Tätä ei ole kuitenkaan 

kyetty osoittamaan in situ. Tähän saattaa olla syynä jokin biologinen tekijä, sillä enterovi-

ruspositiivisissa suoli- ja mahabiopsianäytteissä enteroviraaliset nukleiinihapot sekä ente-

roviraaliset proteiinit lokalisoituvat täysin eri soluihin (Tutkimusryhmän julkaisematon tie-

to). Voikin olla, että enterovirusdetektio immunohistokemiallisilla menetelmillä on ISH:ta 

helpompi toteuttaa, sillä enterovirusten elinkierto isäntäsoluissa saattaa tukea IHC-

menetelmien ja enterovirusdetektion onnistumista. Mielestäni merkittävän parannuksen en-

terovirusten detektiotutkimuksiin toisi fluoresenssiin perustuva ISH:n ja IHC:n yhdis-

telmämenetelmän kehittäminen. Yhdistelmämenetelmällä pystyttäisiin määrittämään ente-

roviraalisten nukleiinihappojen sekä aminohappojen lokalisaatiota samasta haimaleikkeestä 

esimerkiksi konfokaalimikroskoopin avulla. Yhdistelmämenetelmät ovat kuitenkin varsin 

haastavia toteuttaa, koska detektoitavat kohteet vaativat huomattavan erilaiset esikäsittely-

olosuhteet. 
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5.3 β -solujen suhteellisen osuuden määritys 
 

Butlerin ym. (2003) kehittämä menetelmä β-solujen osuuden määrittämiseksi formaliini-

fiksatulta haimakudosleikkeeltä ei mielestäni anna tarkkaa kuvaa β-solujen osuudesta. Tätä 

puoltavat myös tulokseni, jotka eri suurennoksilla tehtyjen määritysten mukaan korreloivat 

vain heikosti keskenään. Butler ym. (2003) ja Meier ym. (2008) ovat tutkimuksissaan käyt-

täneet nelikertaista suurennusta, joka on liian pieni suurennos erottamaan saarekkeiden si-

sällä olevat saarekesolut toisistaan riittävällä tarkkuudella. Paremman kuvan β-solujen suh-

teellisesta pinta-alan osuudesta suhteessa eksokriiniseen kudokseen pinta-alaan saisi käyt-

täen suurempaa suurennosta, jolloin värjäytyneet solut erottuisivat merkittävästi paremmin.  

 

5.4 Tulosten merkitys  
 

Enterovirusinfektion ja T1D:n välisen epidemiologisen yhteyden osoittaminen on todettu 

vaikeaksi eikä syy-seuraussuhdetta ole pystytty vielä todistamaan. Viitteitä epidemiologi-

sesta yhteydestä on 1960-luvun loppupuolelta lähtien ja enterovirusten diabetogeeninen 

riskivaikutus on noussut esiin useissa kliinisissä tutkimuksissa. Vaikka enteroviruksia on 

todettu diabeetikoiden haimakudoksesta in situ, ei enterovirusten diabetogeenisyydestä ole 

varmuutta. Täytyykin muistaa, että enterovirukset tarjoavat vain yhden näkemyksen  

T1D:n patogeneesin laukaisevista ulkoisista tekijöistä ja etiologialtaan epäselvän T1D:n 

taustalla saattaa enterovirusten ohella olla useita muitakin tekijöitä. Molekyylibiologisten 

tutkimusmenetelmien kehittyminen on lisännyt tietoa enteroviruksista ja T1D:stä valta-

vasti, mutta yhä dramaattisesti lisääntyvä T1D on edelleen epäselvä autoimmuunisairaus, 

jonka taustalla vaikuttavat useat geneettiset ja ulkoiset riskitekijät. Tutkimuksia enterovi-

rusten ja T1D:n epidemiologisesta yhteydestä ovat hidastaneet etenkin riittävän hyvin tut-

kimuksiin soveltuvien haimanäytteiden pula sekä taudin hitaasti ja oireettomasti etenevä 

patogeneesi.  

 

Tutkielman tarkoituksena oli lisätä enterovirusdetektion luotettavuutta ihmisen haimaku-

doksesta. Tutkimukselle asetetut tavoitteet täyttyivät hyvin sillä suunnittelemiemme ente-

roviruslajispesifisten koettimien käyttö saattaa lisätä enterovirusdetektion luotettavuutta 

merkittävästi tulevaisuudessa. Lisäksi enterovirusgenomin eri kohtiin sitoutuvat lajispesifi-
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set koettimet erikseen käytettyinä varmentavat detektiotulosta. Lajispesifiset koettimet so-

veltuvat enterovirusdiagnostiikkaan erinomaisesti, sillä koettimien käyttö samanaikaisesti 

mahdollistaa enterovirusten seulontamenetelmän, jonka tarkoituksena on kattaa kaikkien 

enteroviruslajien serotyypit. Tarvittaessa enterovirusten tunnistaminen ISH-menetelmällä 

voidaan rajata ainoastaan tietyn enteroviruslajin serotyyppeihin käyttämällä vain tietyn en-

teroviruslajin genomin tunnistavia koettimia. Lajispesifisistä enterovirusvasta-aineista ja 

enteroviruskoettimista on kirjallisuudessa hyvin vähän tietoa, joten tulosteni pohjalta ky-

seisten vasta-aineiden ja koettimien kaupallistaminen saattaa olla järkevää. IHC-menetel-

mällä saadut enteroviruspositiiviset detektiotulokset tulisi aina varmistaa myös muilla kau-

pallisilla tai omassa laboratoriossa tuotetuilla vasta-aineilla ja itsetuotetut enterovirusvasta-

aineet parantaisivat yhdessä kaupallisten enterovirusvasta-aineiden kanssa enterovirusde-

tektion luotettavuutta merkittävästi. Immunohistokemiallisilla menetelmillä saadut tulokset 

tukevat vahvasti yleistä käsitystä enterovirusten saarekesoluspesifisyydestä haimakudok-

sessa. Tulokset CAV16-saarekesolutropismista ovat merkittäviä, sillä siitä ei ole julkaisuja.  

 
Tällä hetkellä enterovirusten ja T1D:n yhteyttä selvittävä tutkimus etenee suurin harppauk-

sin ja ratkaisun avaimet T1D:n patogeneesin selvittämiseksi saattavat olla lähellä. Esi-

diabeettisten haimanäytteiden saatavuus on parantunut merkittävästi prospektiivisten seu-

rantatutkimusten ja kudospankkien avulla. Prospektiiviset tutkimukset ja esidiabeettiset 

haimanäytteet ovatkin ensiarvoisessa asemassa tulevaisuuden tutkimuksissa, joissa selvi-

tetään T1D:n autoimmuuniprosessin laukaisevia tekijöitä. Tutkimustulosten edelleen tuki-

essa enterovirusten osuutta T1D:n patogeneesissä, enterovirusrokotteen kehittäminen saat-

taa pysäyttää yhä globaalisti kiihtyvän T1D:n ilmenemisen ja kääntää sen laskuun. Voikin 

olla, että tulevaisuuden diabetestutkimusten ja rokotetutkimusten avulla saattaa selkeytyä 

osin myös muiden etiologialtaan tuntemattomien autoimmuunisairauksien patogeneettisiä 

syitä.  
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LIITTEET 
 

Liite 1 Immunoperoksidaasivärjäyksessä käytetty värjäysohjelma 
 
Taulukko 1:  BenchMark® LT -värjäysohjelma CAV16-, CBV3- ja Echo11 -vasta-aineille. 
 
1. ***EZ Prepin valinta*** 41. Long Cell Conditioner -liuoksen lisäys 
2. ***Ajastettujen vaiheiden aloitus*** 42. Nestemäisen peitinkalvon lisäys 
3. ***Sekoittajat pysähdyksissä*** 43. Long Cell Conditioner -liuoksen lisäys 
4. Leikkeen lämmitys 75 °C, inkubointi 4 min. 44. Nestemäisen peitinkalvon lisäys 
5. EZ Prep -liuoksen lisäys 45. Inkubointi 4 min. 
6. Inkubointi 4 min. 46. Huuhtelu 
7. Huuhtelu 47. ***Leikkeen tilavuuden arvio*** 
8. EZ Prep -liuoksen lisäys 48. Nestemäisen peitinkalvon lisäys 
9. Inkubointi 4 min. 49. ***Reaktiopuskurin valinta*** 
10. Huuhtelu 50. Leikkeen lämmitys 37 °C, inkubointi 2 min. 
11. EZ Prep -liuoksen lisäys  51. Huuhtelu 
12. Nestemäisen peitinkalvon lisäys 52. ***Leikkeen tilavuuden arvio*** 
13. Leikkeen lämmitys 75 °C, inkubointi 4 min. 53. UV –inhibiittorin lisäys, tippa. Nestemäisen peitinkalvon lisäys    

ja inkubointi 4 min. 
14. Huuhtelu 54. Huuhtelu 
15. Depar Volume Adjust -lisäys 55. ***Leikkeen tilavuuden arvio*** 
16. Nestemäisen peitinkalvon lisäys 56. Nestemäisen peitinkalvon lisäys 
17. Leikkeenlämmittäjän poistaminen 57. Primäärivasta-aineiden käsin lisäys. Inkubointi 30 min. 
18. ***Sekoittajien aktivoituminen*** 58. Huuhtelu 
19. *** 8 min. käsittely (liuosten sekoitus)*** 59. ***Leikkeen tilavuuden arvio*** 
20. Huuhtelu 60.  UV HRP UNIV MULT –vasta-aineiden lisäys. Tippa. Neste-

mäisen peitinkalvon lisäys ja inkubointi 8 min. 
21. Cell Conditioner -liuoksen lisäys (lyhyesti) 61. Huuhtelu 
22. CC Long nestemäisen peitinkalvon lisäys 62. ***Leikkeen tilavuuden arvio*** 
23. Leikkeen kuumennus 94 °C, inkubointi 8 min. 63. Nestemäisen peitinkalvon lisäys 
24. *** 30 min. käsittely (liuosten sekoitus)*** 64. Huuhtelu 
25. Cell Conditioner -liuoksen lisäys 65. ***Leikkeen tilavuuden arvio*** 
26. CC Long nestemäisen peitinkalvon lisäys 66. UV DAB ja UV DAB H2O2 –liuosten lisäys. Molempia tippa. 

Nestemäisen peitinkalvon lisäys ja inkubointi 8 min. 
27. Leikkeen kuumennus 95 °C, inkubointi 4 min. 67. Huuhtelu 
28. Nestemäisen peitinkalvon lisäys 68. ***Leikkeen tilavuuden arvio*** 
29. Cell Conditioner -liuoksen lisäys 69. UV COPPER –liuoksen lisäys. Tippa. Nestemäisen peitinkalvon 

lisäys ja inkubointi 4 min. 
30. Inkubointi 4 min. 70. Huuhtelu 
31. Nestemäisen peitinkalvon lisäys 71. ***Leikkeen tilavuuden arvio*** 
32. EZ Prep CC liuoksen -lisäys 72. Nestemäisen peitinkalvon lisäys 
33. Inkubointi 4 min. 73. ***Ajastettujen vaiheiden aloitus*** 
34. Nestemäisen peitinkalvon lisäys 74. Huuhtelu 
35. Cell Conditioner -liuoksen lisäys 75. ***Leikkeen tilavuuden arvio*** 
36. Inkubointi 4 min. 76. Hematoksyliinin lisäys. Tippa. Nestemäisen peitinkalvon lisäys 

ja inkubointi 4 min. 
37. Nestemäisen peitinkalvon lisäys 77. Huuhtelu 
38. Cell Conditioner -liuoksen lisäys 78. ***Leikkeen tilavuuden arvio*** 
39. Inkubointi 4 min. 79. Bluing Reagent –liuoksen lisäys. Tippa. Nestemäisen peitinkal-

von lisäys ja inkubointi 4 min. 
40. Leikkeen lämmittäjän poistaminen 80. Huuhtelu 
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Liite 2 Kudosprosessointiohjelmat  
 
Taulukko 2. Kudosprosessointi suurille kudospaloille (Ihmisen haimakudospalat). 
Kudospalat olivat fiksatiivissa vuorokauden ajan (1440 min.). 
 

Asema Liuos Pitoisuus % Aika min. Lämpötila °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 = Huoneenlämpö 
 
 
 
Taulukko 3. Pikaprosessointi pienille kudospaloille. (Hiiren kudospalat). Kudospalat 
 olivat fiksatiivissa vuorokauden ajan (1440 min.). 
 

Asema Liuos Pitoisuus % Aika min. Lämpötila °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 = Huoneenlämpö 


