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Fagosytoosi on prosessi, jossa immuunijirjestelmén solut—keskeisimpind neutrofiilit,
monosyytit ja makrofagit—ottavat sisddnsi ja tuhoavat patogeenejd. Fagosyytti ympéroi
kohteensa solukalvollaan ja ottaa sen sisddn sytoplasmaan fagosomiksi kutsutun vakuolin
sisdlld. Sytoplasmassa fagosomi yhdistyy antimikrobiaalisia aineita sisdltdviin
lysosomeihin ja rakkuloihin muodostaen fagolysosomin, jossa kohde tuhotaan joko
hapesta riippuvaisissa tai riippumattomissa prosesseissa. Happiyhdisteisti keskeisid ovat
NADPH-oksidaasin valmistamasta superoksidista dismutaatioreaktiolla muodostuva
vetyperoksidi (H202) ja myeloperoksidaasin (MPO) valmistama hypokloorihapoke
(HOC).

H202:n, HOCLn ja MPO:n tehoa tarkasteltiin eri konsentraatioilla ja
bakteeripitoisuuksilla ja eri pH-arvoissa. Koeorganismina kaytettiin Photorhabdus
luminescensin lusiferaasigeeneilld transfektoituja Escherichia coli K12 -soluja, joiden
bioluminesenssia seuraamalla saatiin tietoa tappoprosessin etenemisesta.

Yhdisteiden tappokdyrissd havaittiin eroja, jotka saattavat viitata erilaisiin
tappomekanismeihin. H>O»-pitoisuuden kasvu johti tehokkaampaan tappoon, kun taas
HOCI-konsentraation kasvulla ei ollut vaikutusta. HOCI:11d suurempi bakteeripitoisuus
heikensi tappoa, kun taas H»O::lla bakteeripitoisuus ei vaikuttanut merkittévasti
tappotehoon. MPO-reaktioissa tappo oli korkeilla pH-arvoilla H>O»:n kaltaista, mutta
tehostui merkittdvasti alemmilla pH-arvoilla, miké viittaa MPO:n inhibitioon korkeissa
pH:issa. H2Oz-tappoon pH ei vaikuttanut merkittiviasti, mutta HOCI:114 alempi pH tehosti
tappoa huomattavasti.
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1 JOHDANTO

Modernin immunologian harjoittamisen katsotaan usein alkaneen Louis Pasteurin tyosti
tautien syntyperén ja rokotteiden parissa 1800-luvun lopulla. Hén popularisoi ajatuksen
mikrobeista taudinaiheuttajina, kehitti rokotteen vesikauhua ja pernaruttoa vastaan, ja
auttoi kumoamaan Aristoteleen ajoista ldhtien voimassa olleen ajatuksen spontaanista
sikidmisestd, jonka mukaan elimé syntyy spontaanisti elottomasta aineesta, esimerkiksi
karpésen toukat kuolleesta lihasta tai kirput polystd (Smith 2012). Mitdén ndistd hén ei
kuitenkaan tehnyt yksin tai edes ensimmadisend. Ensimmdisen rokotteen kehitti Edward
Jenner jo 1700-luvun lopulla, havaittuaan ettd isorokkoa vastaan voidaan immunisoida
huomattavasti vihemmaén vaaralliselle lehmérokolle altistamalla (Smith 2011). Pasteurin
pernaruttorokote taas perustui kilpailijansa Henri Toussaintin tydhon, minkd Pasteur piti
salassa esitellessdén tuloksiaan ja myydessdin rokotetta (Smith 2012). Vuonna 1876
Robert Koch todisti kokeillaan pernaruton aiheutuvan mikrobeista, ja ndin osoitti ettad
mikrobit ovat syy tartuntatauteihin eivitkd seurausta niistd. Toistaessaan Kochin kokeet
kaksi vuotta myohemmin, Pasteur unohti mainita Kochin roolin 16ydoksesséd. Spontaanin
sikiimisen ajatuksen kumoamisessa Pasteur kuitenkin oli keskeinen tekijd, osoittaessaan
ettd steriloituun nidytteeseen ei ilmesty mikrobeja kuukausienkaan jélkeen jos se on
eristetty ilmasta (Smith 2012).

Alan kehityksen kannalta térked oli Elie Metchnikoffin meritdhden toukkien liiketta
tarkkaillessaan saama oivallus, etti samankaltaiset liikkuvat solut voisivat osallistua
organismin puolustukseen tunkeilijoita vastaan (Metchnikoff 1905). Hin julkaisi
ensimmaiset tuloksensa fagosyyttisestd teoriasta vuonna 1884, ja omisti seuraavat 25
vuotta sen kehittdmiseen. Teoria aiheutti vilittomaisti suurta vastustusta, ja johti kahden
kiivaasti yhteenottavan leirin muodostumiseen: Metchnikoffin ympirille keskittyneisiin
lahinnd Ranskalaisiin soluvasteen puolestapuhujiin, joiden mukaan immuniteetti
perustuu pédasiassa fagosytoiviin makrofageihin ja granulosyytteihin, ja Robert Kochin
johtamiin humoraalisen vasteen roolia korostaviin péddosin Saksalaisiin tutkijoihin.
Kiistassa oli huomattavia poliittisia ja nationalistisia piirteitd, ja kuten edellisen
vuosikymmenen alussa kiyty Saksan-Ranskan sota jolle se vaikutti olevan akateemista
jatkoa, kiista paéttyi lopulta Saksalaisten voittoon vuosisadan loppuun mennessd. Tamén
seurauksena fagosytoosi jdi ldhes huomiotta alan tutkimuksessa yli 50 vuoden ajaksi
(Silverstein 2009).

Neutrofiilit ovat yksisoluisten mikro-organismien fagosytointiin ja tuhoamiseen
erikoistuneita leukosyyttejd, jotka toimivat osana synnynndisti immuunivastetta. Ne
tunnistavat kohteensa joko suoraan konservoituneiden molekyylirakenteiden perusteella,
tai komplementin tai vasta-aineiden opsonisaation perusteella. Sitoutuminen kohteeseen
johtaa sen ottamisen solun sisddn fagosomissa, johon sotysolissa sijaitsevat lukuisia eri
yhdisteitd sisdltdvit rakkulat fuusioituvat. Samanaikaisesti neutrofiilin hapenkulutus
kasvaa merkittdvisti, ja solu muodostaa suuria miirid superoksidia joka dismutoituu
vetyperoksidiksi. Tdm&d toimii yhdessd kloridi-ionin  kanssa l&htotuotteena
myeloperoksidaasi-entsyymille reaktiossa, jossa muodostuu hypokloorihapoketta, jota
yhdessé vetyperoksidin kanssa pidetdéin keskeisend tekijdné neutrofiilien oksidatiivisessa
tapossa. Tama ty0 tarkastelee eri olosuhteiden vaikutuksia aineiden kykyyn tappaa gram-
negatiivinen malliorganismi Escherichia coli, ja pohtii syitd havaituille eroille.



2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Synnynndinen immuniteetti

Synnynndinen immuunivaste koostuu fysiologisista ja kemiallisista esteistd, seké
solullisesta ja humoraalisesta vasteesta. Fysiologisina esteind toimivat ihon, limakalvojen
ja avoeriterauhasten epiteelit, ja kemiallisina nédiden pintojen alhainen pH ja niille
erittyvédt antimikrobiaaliset entsyymit, peptidit ja rasvahapot. Ndmi esteet ldpdisevid
patogeenejéd kohtaan laukaistaan solullinen ja humoraalinen vaste, joka alkaa minuuttien
sisélld altistumisesta, ja koostuu fagosytoivista ja antimikrobiaalisia yhdisteitd erittdvisté
soluista sekd komplementin komponenteista (Owen, Punt et al. 2013, Coico, Sunshine
2015).

2.1.1 Komplementti

Komplementti koostuu useista padosin maksassa tuotetuista seerumin proteiineista, jotka
kiertdvit veressd ja kudosnesteessd inaktiivisessa muodossa, kunnes ne aktivoituvat ja
aloittavat itseddn vahvistavan ketjureaktion. Aktivoituminen voi tapahtua kolmea eri
reittid, jotka kaikki johtavat kalvoon hyokkéévian kompleksin (membrane attack complex,
MAC) muodostumiseen ja kohteen lyysaantumiseen. Klassinen reaktiotie alkaa
komplementin Cl-komponentin Clq-alayksikon sitoutumisella vasta-aine-antigeeni-
kompleksiin, joten se toimii osana hankittua immuniteettid. Vasta-aineena voi olla I[gM
jajotkin IgGe:t, erityisesti IgGs. Sitoutuminen aktivoi Clr-alayksikon, joka leikkaa Cls:n,
joka puolestaan leikkaa C4:n C4a:ksi ja C4b:ksi. C4b sitoutuu C2:een ja tekee sen alttiiksi
Cls:n leikkaamiselle, jolloin se hajoaa C2a:ksi ja C2b:ksi. C2a sitoutuu C4b:hen ja
muodostaa C4b2a:n, klassisen reaktiotien C3 konvertaasin. Lektiinireaktiotiessa
mannoosia sitova lektiini (mannose-binding lectin, MBL) sitoutuu vasta-aineista
riippumattomasti konservoituneisiin terminaalisiin polysakkariditéhteisiin. Tdma aktivoi
MBL:n yhteydessi olevat seriiniproteaasit (MBL-associated serine proteases, MASPs),
jotka pilkkovat C2:n ja C4:n, muodostaen C4b2a C3-konvertaasin klassista reaktiotietd
vastaavasti. Vaihtoehtoinen reaktiotie aktivoituu monen vieraan aineen toimesta sekd
spontaanisti, ja se onkin jatkuvasti heikosti aktiivinen. Reaktiotien aloittaa C3:n spontaani
hajoaminen ja C3b:n kiinnittyminen kohdesolun pintaan. Kiinnittymisen puuttuessa se
inaktivoituu nopeasti. Seerumin proteiini tekijd B liittyy solun pintaan kiinnittyneeseen
C3b:hen ja muodostaa C3bB:n. Tekija D leikkaa tekiji B:n Ba:ksi ja Bb:ksi, joista
jalkimmainen jdd kompleksiin C3b:n kanssa, muodostaen C3bBb:n, vaihtoehtoisen
reaktiotien C3-konvertaasin. C3-konvertaasien muodostuttua reaktiotiet etenevit toisiaan
vastaavasti, leikkaamalla C3:n C3a:ksi ja C3b:ksi, joista jidlkimmadinen liittyy C3-
konvertaasiin muodostaen C5-konvertaasin. C5-konvertaasi leikkaa C5:n C5a:ksi, joka
on voimakas tulehduksen edistdjd, ja C5Sb:ksi, joka kiinnittyy solun pintaan ja toimii
moudostuvan MAC-kompleksin keskuksena. C6 sitoutuu C5b:hen stabiloiden sen, ja C7
sitoutuu muodostuneeseen kompleksiin ankkuroiden sen solun ulkokalvoon. C8:n
sitoutuminen C5b67:een johtaa kompleksin ankkuroitumiseen syvemmélle solukalvoon,
ja lopulta wuseita C9-molekyylejd polymerisoituu kompleksiin  muodostaen
transmembraanisen kanavan, joka johtaa solun osmoottisen tasapainon hédiriintymiseen ja
solun kuolemaan (Owen, Punt et al. 2013, Coico, Sunshine 2015) (Kuva 1).



KLASSINEN LEKTIINI VAIHTOEHTOINEN

C1qr2s2 MBL/MASP C3
Sitoutuminen mikrobien pinnan
¢§2@ml::;';aeig;:|:ﬁml :.;E'?arl\:l?;lrl;g;;s'h:;isiin al:ivoi CS / ¢ Spontaani avofuminen
C1qr2s2 (akt) MBL/MASP (akt) C3b
.y o4 14— Tekija B
C4a ct . C3bB
C2b « §<C2 lq—Tekua D
C4b2a | Caonvertaasi C3bBb | ca-konvertassi
C3a o+ | +— C3 ‘C3ai+—| «—C3
C4b2a3b > C5 - [c3bBb3b
C5-konvertaasi C / l C5-konvertaasi
~..... Cbb
+
C6-9

v

MAC-kompleksi

Kuva 1. Kaavakuva komplementin kalvohyokkdyskompleksin muodostumisesta. Ohessa syntyvit
tulehdusta edistavit tekijat ympyroity katkoviivoin.

Komplementin keskeinen tehtiva on tuottaa opsonoivia fragmentteja, jotka kerdantyvit
patogeenien pinnalle ja edistivit fagosyyttien kykyd ottaa sisdéin ja tuhota kohteitaan.
Opsoniineind toimivat C3b, C4b ja 1C3b, ja niitd tunnistavia fagosytoosia edistdvid
reseptoreita ovat CR1, CR3 ja CR4. Komplementin komponentit C5a ja C3a ja
vihemmassd madrin C4a ovat my0s tirkeitd anafylatoksiineja, eli tulehdusta edistivia
molekyylejd. Ne aktivoivat verisuonten endoteelisoluja tehden ne ldpdisevammiksi,
jolloin kudokseen péédsee nestettd ja sen mukana leukosyyttejd, vasta-aineita ja
komplementin komponentteja. Anafylatoksiinit ovat myds kemotaktisia neutrofiileja
kohtaan (Owen, Punt et al. 2013, Coico, Sunshine 2015).

Lyysiksen, opsonoinnin ja tulehduksen edistdmisen lisdksi komplementti edesauttaa
my0ds hankitun immuniteetin toimintaa. B-solut ilmentdvit CR2/CD21-reseptoria, joka
pystyy sitomaan C3d:td ja C3dg:td, jotka ovat sitoutuneet B-solun tunnistamaan
antigeeniin. Tdmédn ansiosta B-solu pystyy sitomaan antigeenin samanaikaisesti sekd
vasta-aine-reseptorin ettd komplementtireseptorin vélitykselld, mikd alentaa B-solun
aktivaatioon vaadittavaa drsykettd merkittdvasti. Komplementin komponentit C3dg ja
1C3b osallistuvat myds B-muistisolujen kypsymiseen. Imukerdsten itukeskusten
follikulaariset dendriittisolut ilmentdvét nditd tunnistavia komplementtireseptoreita CR1
ja CR2, joiden vilitykselld ne voivat sitoa C3dg:n ja iC3b:n opsonoimia antigeeni-vasta-
aine-komplekseja ja esitelld niitd itukeskuksen B-soluille.



Komplementti toimii myds immuunikompleksien ja apoptoottisten solujen kisittelyssa.
Immuunikompleksit syntyvit kun vasta-aineet sitoutuvat multivalentteihin antigeeneihin
ja ndmé kasaantuvat suuriksi komplekseiksi, jotka saattavat kerddntyd kudoksiin ja
aiheuttaa tulehdustilan. Tdmén estdmiseksi C3b sitoutuu komplekseihin, hdiriten niiti
koossa pitdvid sidoksia, jolloin ne hajoavat pienemmiksi kappaleiksi jotka makrofagit
fagosytoivat ja hajottavat. C3b mahdollistaa myds CR1:td ilmentdvien erytrosyyttien
sitoutumisen komplekseihin, jolloin ne voivat kuljettaa immuunikompleksit maksaan ja
haimaan makrofagien fagosytoitaviksi. Apoptoosissa solut hajoavat pienemmiksi
solumembraanin ympardimiksi apoptoottisiksi kappaleiksi, joiden pinnalla on DNA:n
kappaleita ja normaalisti kalvon sisépinnalla olevaa fosfatidyyliseriinid. Clq sitoutuu
DNA:han ja aloittaa klassisen reaktiotien, minkd seurauksena kappale opsonoidaan
C3b:114 ja fagosyytit tuhoavat sen (Owen, Punt et al. 2013, Coico, Sunshine 2015).

Koska komplementin liiallinen aktivaatio vahingoittaisi isdntdd ja ehdyttéisi
komponenttivarannot seuraavan infektion varalta, sen toiminta on tarkkaan sdddeltya sekd
passiivisten ettd aktiivisten mekanismien toimesta. Passiivinen sdétely on seurausta
komplementin komponenttien epdstabiiliudesta tai isdnndn solujen rakenteesta.
Vaihtoehtoisen reaktiotien C3 ja C5 -konvertaasit hajoavat nopeasti ilman properdiinin
stabiloivaa vaikutusta. C3b:td hajottavat proteaasit taas sitoutuvat tehokkaammin
runsaasti siaalihappoa siséltiviin isdntdsoluihin ja estidvit ndin komplementin aktivaatiota.
Aktiivisista mekanismeista seerumin proteiini C1INH sitoutuu Clr:44n ja Cls:44n saaden
ne dissosioitumaan Clq:sta, estden ndin klassisen reaktiotien aktivaation. Se sditelee
my0s lektiinireaktiotietd inhiboimalla MASP2:ta, ja vaihtoehtoista reaktiotietd
inhiboimalla C3bBb:td. Useat proteiinit séddtelevit C3-konvertaasien toimintaa.
Hajoamista nopeuttava tekijd (decay-accelerating factor, DAF/CDS55) , CR1 ja C4:44
sitova proteiini (C4-binding protein, C4BP) nopeuttavat klassisen- ja lektiinireaktiotien
C4b2a:n hajoamista komponenteikseen. C2a diffusoituu pois, ja tekijd I hajottaa solun
pinnalle jdaneen C4b:n. DAF ja CR1 toimivat vastaavalla tavalla vaihtoehtoisen
reaktiotien C3bBb:n hajottamisessa, mihin niiden lisdksi tarvitaan tekijd H:ta. Bb
diffusoituu pois, ja tekiji I hajottaa solun pinnalle jidneen C3b:n. Kalvoon hyokkadavin
kompleksin muodostuminen on myos sdddeltyd. CD59 sitoutuu solun pinnan C5b-C8-
kompleksiin estden C9:n polymerisaation. Liukoinen vitronektiini taas sitoo nestefaasiin
irronneita C5b6, C5b67, C5b678 ja C5b6789 —komplekseja, estden niitd sitoutumasta
solukalvolle (Owen, Punt et al. 2013, Coico, Sunshine 2015).

2.2 Fagosytoosi

Fagosytoosi on prosessi, jossa sydjdsolu ottaa sisdénsi ja tuhoaa kohteensa, joka voi olla
mikrobi tai elimisttn oma apoptoottinen tai nekroottinen solu. Synnynndisen
immuunivasteen kannalta keskeisimpid fagosyyttejd ovat neutrofiilit ja monosyytit
veressd sekd makrofagit kudoksissa, minka liséksi dendriittisolut osallistuvat antigeenin
esittelyyn T-soluille, ja ovat siten tdrkedssd roolissa adaptiivisen immuniteetin
aktivoimisessa. Kaikki synnynndisen immuniteetin solut eriytyvit yhteisistd
myeloidikantasoluista luuytimessid (Owen, Punt et al. 2013, Coico, Sunshine 2015).

Fagosytoosi aktivoituu lukuisten eri reseptorien vilitykselld, jotka joko tunnistavat
kohteensa suoraan konservoituneiden molekyylirakenteiden (pathogen-associated
molecular pattern, PAMP) perusteella, tai komplementin, vasta-aineiden tai liukoisten
proteiinien opsonisaation vilitykselld (Kuva 2). Komplementin komponenteista
opsoniineind toimivat aiemmin mainitut C3b, iC3b ja C4b, vasta-aineista IgG ja
komplementin kautta IgM, ja liukoisista proteiineista mm. C-reaktiivinen proteiini (C-
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reactive protein, CRP) ja mannoosia sitova lektiini (mannose-binding lectin, MBL).
Ensikosketus patogeeniin johtaa useiden sytokiinien erittymiseen, kuten makrofagien
erittdimiin  interleukiini  l:een ja  6:een ja  monosyyttien  erittdmdidn
tuumorinekroositekijdédn (tumor necrosis factor, TNF)—jotka johtavat muun muassa
akuutin vaiheen liukoisten proteiinien synteesiin maksassa, lisddntyneeseen neutrofiilien
tuottoon sekd kuumeeseen—ja makrofagien erittimdin interleukiini 8:aan, joka toimii
kemotaktisena tekijdnd erityisesti neutrofiileille. Patogeenien konservoituneita
molekyylirakenteita ja elion omia vahingoittuneita soluja tunnistavia reseptoreita
kutsutaan malleja tunnistaviksi reseptoreiksi (pattern recognition receptor, PRR), joita
leukosyyteissd on lukuisia erilaisia. Niitd ovat muun muassa TLR:t, C-tyypin
lektiinireseptorit, scavenger-reseptorit ja jotkin integriinit. Opsonoituja kohteita taas
tunnistavat Fcy- ja komplementtireseptorit CR1, CR3 ja CR4. Kaikki ndisté eivit pysty
suoraan laukaisemaan fagosytoosia, vaan osallistuvat sen sddtelyyn. Fagosytoosin
laukaisevia reseptoreita ovat ainakin Fcy-reseptorit, C-tyypin lektiinireseptori Dectin 1 ja
komplementtireseptorit (Owen, Punt et al. 2013, Coico, Sunshine 2015).

C3b
CRP 1gG iC3b MBL
cdb

Fey Crl

TLR  CLR  scavenger Integriini
(CR3, CR4)

LEUKOSYYTTI

Kuva 2 Fagosytoosiin osallistuvat reseptorit ja niiden tunnistamat kohteet. CRP = C-reaktiivinen proteiini,
MBL = mannoosia sitova lektiini, PG = peptidoglykaani, LPS = lipopolysakkaridi, TLR = toll-like reseptori,
CLR = C-tyypin lektiinireseptori.

Sisddnotto voi tapahtua kahdella eri mekanismilla, aktivoituvasta reseptorista riippuen
(Kaplan 1977). Neutrofiilien ja makrofagien eroista huolimatta kumpikin mekanismi
esiintyy molemmissa soluissa, ja suuri osa tutkimuksesta onkin tehty makrofageissa
johtuen neutrofiilien geneettisen manipulaation vaikeudesta (Lee, Harrison et al. 2003).
Sitoutuminen IgG-opsonoituun kohteeseen saa Fcy-reseptorien sytoplasmisen domeenin
itse reseptorissa tai sen y-alayksikossd sijaitsevien aktivointimotiivien (immunoreceptor
tyrosine-based activation-motif, ITAM) tyrosiinit fosforyloitumaan, mikd mahdollistaa
tyrosiinikinaasi Syk:n sitoutumisen ja viereisten Fcy-ITAM:ien fosforyloimisen. Tdma
johtaa useiden entsyymien aktivaation kautta Arp2/3-kompleksin aktivoitumiseen (Cox,
Greenberg 2001). Aktivoitunut Arp2/3 toimii nukleaatiokeskuksena aktiinisdikeiden
polymerisaatiolle ja paikalliseen solukalvon kurottumiseen opsonoidun kohteen
ympdrille. Tdma luo uusia reseptori-vasta-aine-kontakteja, jotka johtavat vastaavaan
aktiinin polymerisaatioon ja solukalvorintaman etenemiseen, kunnes koko kohde on
ympérdity (Griffin, Griffin et al. 1975). Suurten kappaleiden ympérdimiseen fagosyytti
saa lisdd solukalvoa soluorganellien fuusiolla kasvavan fagosomin tyveen (Huynh, Kay
et al. 2007).

Sitoutuminen C3bi-opsonoituun kohteeseen tapahtuu CR3:n vilitykselld, ja toisin kuin
Fey-vilitteisessd pseudopodien kurottumisessa kohteen ympdérille, opsonoitu kohde
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uppoaa suoraan fagosyytin sytoplasmaan (Kaplan 1977). CR3 sitoo mutta ei pysty
yksinddn fagosytoimaan kohdetta, vaan vaatii aktivoimisen toisen signaalin toimesta.
Télldisend voi toimia sitoutuminen fibronektiinirikkaaseen substraattiin, tai useat
liukoiset tekijat kuten PMA (forboli-12-myristaatti-13-asetaatti) ja muut proteiinikinaasi
C:n aktivaattorit, TNF-a ja lymfokiinit (Wright, Craigmyle et al. 1983, Wright, Griffin
1985, Aderem, Underhill 1999). Komplementtireseptorivilitteisen fagosytoosin
mekanismia ei tunneta tarkasti, mutta tarttumisen fagosytoitavaan kohteeseen tiedetdén
tapahtuvan pisteméiisten tarttumiskohtien vélitykselld, jotka sisdltdvit runsaasti useita
solun tukirangan proteiineja, F-aktiinia sekd sen yhteydessd Arp2/3-kompleksia, joka
osallistuu aktiinisdikeiden nukleaatioon ja polymerisaatioon (Allen, Aderem 1996, May,
Caron et al. 2000).

Kohteen sisddnotossa muodostuneeseen fagosomiin fuusioituu useita antimikrobiaalisia
aineita sisdltdvid rakkuloita ja lysosomeja, muodostaen lopullisen fagolysosomin.
Organellien mobilisaatio on riippuvaista intrasellulaarisen vapaan Ca’-konsentraation
noususta (Lew, Monod et al. 1986, Jaconi, Lew et al. 1990), mutta rakkuloiden vililld on
eroja. Azurofiiliset rakkulat kohdentuvat muodostuvaan fagosomiin mikrotubuluksista
riippuvaisesti jo ennen sen sulkeutumista, kun taas spesifiset rakkulat fuusioituvat
solukalvoon  satunnaisesti  (Tapper, Furuya et al. 2002). Fagosomin
muodostumisvaiheessa azurofiilisten rakkuloiden mobilisaatio on riippuvaista
kalsiumista, mutta valmiiseen fagosomiin ne fuusioituvat kalsiumista riippumattomasti
(Nordenfelt, Winberg et al. 2009) (Kuva 3).

(1 Bakteerin sisaanotto (3) Fagolysosomin muodostus  (5) Jateaineiden poisto
) Fagosomin muodostus (4) Tappo- ja hajotusreaktiot

Fagolysosomi

Cr1 CR3 CR4

Fecy

Lysosomi
PRR

Kuva 3. Fagosytoosin vaiheet. Fagosyytit tunnistavat kohteensa joko IgG:n tai komplementin
komponenttien C3b ja C3bi opsonisaation perusteella, tai jonkin mikrobien konservoituneen rakenteen
perusteella. Sitoutuminen komplementtiin tapahtuu komplementtireseptorien CR1, CR3 ja CR4 kautta,
IgG:hen Fc-reseptorien kautta ja konservoituneisiin rakenteisiin muun muassa Toll-Like Reseptorien ja
mannoosireseptorin  kautta. Reseptoreihin sitoutuminen aktivoi solun tukirangan aktiinisdikeita
polymerisoitumaan ja venyttdimédn solukalvon kohteen yli ja se otetaan solun sisddn fagosomissa.
Sytosolissa fagosomi yhdistyy erilaisia antimikrobiaalisia aineita sisdltdviin lysosomeihin ja rakkuloihin ja
muodostaa fagolysosomin missd tappaminen tapahtuu. Pidempi-ikdisissd fagosyyteissd jétteet myos
poistetaan solun ulkopuolelle ja mikrobifragmentteja voidaan kéayttdd antigeeniesittelyyn, mutta
neutrofiileissa tdtd ei tapahdu, vaan ne ajautuvat joko spontaaniin tai reseptorivilitteiseen apoptoosiin ja
kierrdtetddn makrofagien toimesta.



2.2.1 Neutrofiilien granulopoieesi ja fagolysosomin muodostuminen

Neutrofiilien hajottava toiminta perustuu lysosomien ja erindisten antimikrobiaalisia
yhdisteitd ja entsyymejd sisdltdvien rakkuloiden hallittuun fuusioon fagosomin kanssa.
Rakkulat sisdltdvit my6s neutrofiilien ekstravasaatioon ja kudoksessa liikkumiseen
tarvittavia reseptoreita. Rakkulat muodostuvat neutrofiilien eriytymisen yhteydessd, ja
niiden sisélto riippuu muodostumisen hetkelld syntetisoiduista proteiineista (Borregaard,
Sehested et al. 1995, Le Cabec, Cowland et al. 1996). Eriytyminen jaetaan kuuteen
vaiheeseen solujen morfologian, koon ja rakkulaprofiilin perusteella, jirjestyksessi
myeloblasteihin, promyelosyytteihin, myelosyytteihin, metamyelosyytteihin,
sauvatumaisiin granulosyytteihin ja kypsiin polymorfonukleaarisiin leukosyytteihin.
Rakkuloista muodostuvat ensin runsaasti myeloperoksidia (MPO) sisdltdvit azurofiiliset
rakkulat promyelosyyteissd. Azurofiiliset rakkulat sisdltdviat myos useita lysosomaalisia
entsyymejd (Bainton, Ullyot et al. 1971). Myelosyyteissa MPO:n tuotto lakkaa, ja
myelosyyteissd ja metamyelosyyteissd muodostuu spesifisid rakkuloita, jotka voidaan
tunnistaa korkean laktoferriinipitoisuuden perusteella. Lopulta sauvatumaisissa
granulosyyteissd muodostuu gelatinaasirakkuloita, joille nimensd mukaisesti on
ominaista korkea gelatinaasipitoisuus (Borregaard, Sehested et al. 1995). Gelatinaasi
(Dewald, Bretz et al. 1982) ja spesifisissd rakkuloissa sijaitseva kollagenaasi (Hasty,
Pourmotabbed et al. 1990) ovat solun ulkopuolista matriksia hajottavia
metalloproteinaaseja, jotka mahdollisesti edesauttavat solun liitkkumista kudoksessa.
Gelatinaasirakkuloissa on my0s tyvikalvoa hajottavaa heparanaasia ja CR3
(CD11b/CD18) -reseptoria, jotka osallistuvat neutrofiilin kudokseen siirtymiseen
(Mollinedo, Nakajima et al. 1997). Viimeiseksi neutrofiileissi muodostuu sekretorisia
vesikkeleitd, joiden membraanit siséltdvat runsaasti soluadheesiossa ja ekstravasaatiossa
tarvittavia reseptoreja, kuten CR3 (Sengelov, Kjeldsen et al. 1993b) ja CR1 (Sengelov,
Kjeldsen et al. 1994), sekd muita neutrofiilien varhaisessa aktivaatiossa keskeisid
proteiineja (Sengelov, Boulay et al. 1994, Detmers, Zhou et al. 1995).

Rakkuloiden ja sekretoristen vesikkeleiden alttius degranulaatioon on péinvastainen
muodostumisjirjestyksen kanssa: altistaessa neutrofiilit kasvavalle intrasellulaariselle
Ca?*-pitoisuudelle, havaitaan ensin sekretoristen vesikkeleiden ja sen jilkeen
gelatinaasirakkuloiden, spesifisten rakkuloiden ja azurofiilisten rakkuloiden mobilisaatio
(Sengelov, Kjeldsen et al. 1993a). Sama jérjestys on havaittavissa reseptorivilitteisessa
eksosytoosissa  vasteena  tulehduksenvilittdjdaine ~ N-formyylimetioniinileusyyli-
fenyylialaniinille (fMLP) (Sengelov, Kjeldsen et al. 1993a), sekd in vivo tarkastelemalla
ekstravasoituja neutrofiilejd imulla aiheutetuissa iholeesioissa (Sengelov, Follin et al.
1995).

2.2.2 Neutrofiilien ekstravasaatio

Patogeenin kohdatessaan kudoksen leukosyytit erittivdt tulehdustekijoitd, jotka
aktivoivat endoteelisolut tarttumaan verenkierrossa kiertdviin neutrofiileihin.
Aktivoituneet solut vapauttavat varastoitua P-selektiinida Weibel-Paladen kappaleista
minuuttien sisélld drsykkeestd, seki alkavat syntetisoida E-selektiinié (Petri, Phillipson et
al. 2008). P- ja E-selektiini sitoutuvat neutrofiilin pinnalla oleviin ligandeihinsa, joista
keskeisin on P-selektiinin glykoproteiiniligandi 1 (P-selectin glycoprotein ligand 1,
PSGLT) (McEver, Cummings 1997). Selektiinien sidos ligandeihinsa syntyy ja katkeaa
nopeasti, mistd seuraa verenkierrossa liikkkuvan neutrofiilin hidastuminen ja kieriminen
epiteelin pinnalla (Muller 2013) (Kuva 4). Neutrofiilit itse ilmentavit L-selektiinid, joka
myo0s vuorovaikuttaa PSGL1:n kanssa, mink& ansiosta jo epiteeliin sitoutuneet neutrofiilit
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voivat edesauttaa toisten neutrofiilien hidastumista ja kierintdd (Bargatze, Kurk et al.
1994, McEver, Cummings 1997).

.
“fgeeas
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Kuva 4. Neutrofiilien ekstravasaatio. Tulehdustekijoiden aktivoimat endoteelisolut tarttuvat verenkierron
neutrofiileihin P- ja E-selektiinien ja PSGL1:n vilisilld vuorovaikutuksilla. Vuorovaikutuksen hidastamat
solut alkavat kierid endoteelin pinnalla, miké aktivoi neutrofiilin integriinivalitteisen tiukan tarttumisen ja
sitd seuraavan ldpdisykohtaan ryomimisen. Léapaisyssd neutrofiili ohittaa verisuonen seindméin
komponentit—endoteelisolut, perisyytit ja tyvikalvon—sarjassa monimutkaisia vuorovaikutuksia useiden eri
reseptoreiden ja ligandien vélilla.

Kierivit neutrofiilit tulevat kontaktiin epiteelin pinnalla olevan kemotaktisen gradientin
kanssa, joka aktivoi ne. Gradientti koostuu muun muassa CXC kemokiinireseptori 2:n
(CXCR2) aktivoivista kemokiineistd kuten IL-8:sta (CXCLS8) (Middleton, Neil et al.
1997), jotka ovat kiinnittyneet epiteeliin heparaanisulfaatin vilitykselld (Massena,
Christoffersson et al. 2010). Tiukka tarttuminen epiteeliin ja sitd seuraava epiteelin
pinnalla ryOmiminen ekstravasaatiokohtaa kohti tapahtuvat neutrofiilin pinnan [(2-
integriinien vuorovaikutuksella endoteelin ICAM-1:n (intercellular adhesion molecule 1)
kanssa. Tarttuminen on riippuvaista LFA-1:std (aLB2, CD11a/CD18) ja rydmiminen
Mac-1:std (aMB2, CD11b/CD18) (Phillipson, Heit et al. 2006).

Neutrofiilit pyrkivdt ldpdisemddn endoteelin kolmen solun yhtymékohdista (Burns,
Walker et al. 1997). Solujen toisiinsa liittymisessd keskeisid ovat VE-kadheriinien
(vascular endothelial cadherin) homofiiliset vuorovaikutukset, joiden hiiritseminen
edistdd neutrofiilien ekstravasaatiota (Gotsch, Borges et al. 1997). Solujen liittymékohdat
sisdltdvit runsaasti myOs useita muita molekyylejd, jotka osallistuvat neutrofiilien
kudokseen siirtymiseen, kuten ESAM (endothelial cell-selective adhesion molecule)
(Wegmann, Petri et al. 2006), PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule 1)
(Vaporciyan, DeLisser et al. 1993), CD99 (Lou, Alcaide et al. 2007) ja JAM-A (junctional
adhesion molecule A) (Nourshargh, Krombach et al. 2006). Ohitettuaan epiteelisolut
neutrofiilien on vield ldpéistava verisuonten tyvikalvo ja sitd ympéaroivét perisyytit, mika
tapahtuu kohdista joissa tyvikalvot ilmentdvdt keskimadrdisti vihemmén kollageeni
IV:44 ja laminiini 10:d ja perisyyttien véleissd on aukko (Wang, Voisin et al. 2006).
Neutrofiilien ja epiteelisolujen vélinen homofiilinen PECAM-1-vuorovaikutus liséa
neutrofiilien a6f1-integriinin ilmentymistd, joka on laminiinireseptori ja todennédkdisesti
auttaa tyvikalvon lépdisyssd (Dangerfield, Larbi et al. 2002). Neutrofiilien rakkuloissa
sijaitsevat matriksimetalloproteinaasit, kuten MMPS8 (neutrofiilien kollagenaasi) (Lin,
Jackson et al. 2008) ja MMP9 (gelatinaasi) (Lin, Jackson et al. 2008, Reichel, Rehberg et
al. 2008), osallistuvat neutrofiilien transmigraatioon tyvikalvon ldpi, todenndkoisesti
laajentamalla matalan tyvikalvokomponenttiekspression alueita.



Kudokseen péidstyddn neutrofiilin on kuljettava pois verisuonen epiteelin
kemokiinigradientista. Tdmad on mahdollista, koska altistuessaan yhtd aikaa sekid
priméirisille ettd sekundaarisille kemokiineille, neutrofiili kulkee preferentiaalisesti
tulehduskohteen vélittomastd ldheisyydestd saapuvia kemokiinejd kuten fMLP:td (N-
formyylimetioniinileusyyli-fenyylialaniini) ja komplementin komponentti C5a:ta kohti
(Foxman, Campbell et al. 1997, Heit, Tavener et al. 2002).

2.2.3 NADPH-oksidaasi

Fagosyyttien NADPH-oksidaasi on kuudesta alayksikdstd koostuva kompleksi, joka
aktivoituessaan  pelkistdd happea superoksidiksi, joka toimii reaktiivisten
happiyhdisteiden ldhtotuotteena. Inaktiivisessa muodossa kaksi sen alayksikoista,
gp91phox ja p22phox, sijaitsevat solukalvossa ja spesifisten- ja gelatinaasirakkuloiden
kalvoissa integraalisena heterodimeerind, jota kutsutaan flavosytokromi b558:ksi. Loput
alayksikoista—p40phox, p47phox, p67phox ja GTPaasi Rac2—sijaitsevat sytosolissa.
Naiden lisdksi GTPaasi RaplA sijaitsee sytokromi b558:n yhteydessd sekd lepotilassa
olevissa ettd aktivoiduissa neutrofiileissd (Quinn, Mullen et al. 1992, Maly, Quilliam et
al. 1994), mutta sen roolista NADPH-oksidaasin toiminnassa ei ole selvyyttd. Oksidaasin
aktivointi tapahtuu fosforyloimalla p47phox, joka vastaa p40phox-p47phox-p67phox-
kompleksin translokaatiosta solukalvolle ja sitoutumisesta flavosytokromi b558:n
p22phox-alayksikkoon (Heyworth, Curnutte et al. 1991) (Kuva 5). Sitoutuminen tapahtuu
p47phox:n kahden SH3 (Src homology 3) -domeenin—jotka ovat inaktiivisessa
entsyymissé autoinhiboituneina C-terminaalisen emiksisen alueen kanssa—ja p22phox:n
runsaasti proliinia siséltdvan alueen vélitykselld (Leto, Adams et al. 1994). Rac2 siirtyy
solukalvolle muista sytosolin komponenteista erilliin (Heyworth, Bohl et al. 1994).
Aktivoitunut NADPH-oksidaasi katalysoi hapen pelkistimistd superoksidiksi
hapettamalla NADPH:ta (reaktio 1).

20> + NADPH — 205"+ NADP" + H* (reaktio 1)

Mahdollisen mallin mukaan elektronit siirtyvit NADPH:Ita gp91phox:n prosteettiselle
FAD:lle p67phox:n (Han, Freeman et al. 1998, Nisimoto, Motalebi et al. 1999) ja Rac2:n
(Diebold, Bokoch 2001) vilitykselld, ja edelleen yksi kerrallaan gp91phox:n kahdelle
perdkkiiselle prosteettiselle hemille, ensin sytosolin puoleiselle ja sitten solukalvon
fagosomaalisella puolella olevalle, joka lopulta pelkistdd kaksi happimolekyylid
superoksidiksi, (Cross, Curnutte 1995, Cross, Segal 2004) (reaktio 2).

NADPH (2¢”) —> FAD (2¢") — 2 Hemi (2¢7) — 20, — 205° (reaktio 2)

Muodostunut superoksidi dismutoidaan nopeasti vetyperoksidiksi (H20:2), joka
muunnetaan  edelleen  muiksi  reaktiivisiksi  happiyhdisteiksi,  tdrkeimpénd
hypokloorihapoke (HOCI).
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Kuva 5. NADPH-oksidaasi. Inaktiivisen oksidaasin gp91phox- ja p22phox—alayksikot sijaitsevat
integraalisena kompleksina (flavosytokromi b558) solukalvolla ja loput alayksikoistd sytosolissa.
Entsyymin aktivoituessa p47phox-alayksikkd fosforyloituu ja siirtdd sytosolissa sijaitsevan kompleksin
flavosytokromi b558:n yhteyteen, missd p47phox-alayksikon SH3-domeenit sitoutuvat p22phox-
alayksikon proliinirikkaaseen alueeseen. Aktivoitunut NADPH-oksidaasi pelkistidd happea superoksidiksi
NADPH:ta hapettamalla. Mahdollisen mallin mukaan elektronit siirtyvit NADPH:Ita p67phox- ja Rac2-
alayksikkdjen kautta gp91phox:in prosteettiselle FAD:lle ja edelleen prosteettisten hemien vélitykselld
solukalvon yli kahdelle fagosomaaliselle hapelle, pelkistiden ne superoksidiksi.

NADPH-oksidaasin optimaalinen toiminta on riippuvaista oksidaasin yhteydessa
sijaitsevasta janniteohjatusta Hyl-protonikanavasta. Elektronien siirtyminen sytosolin
NADPH:Ita fagosomaaliselle hapelle johtaa membraanin depolarisaatioon ja
elektroninsiirron pysdhtymiseen ilman varauksen tasaamista, mikd tapahtuu siirtdmalla
protoneja Hyl:n kautta fagosomiin tai solun ulkopuolelle (Jankowski, Grinstein 1999,
DeCoursey, Morgan et al. 2003). Hy1 estdd myds sytosolin happamoitumisen NADPH-
oksidaasin toiminnassa vapautuvien protonien johdosta, sekd fagosomin liiallisen
alkalisoitumisen superoksidin dismutaatiossa kuluvien protonien johdosta (El Chemaly,
Okochi et al. 2010).

NADPH-oksidaasiin liittyy perinndllinen sairaus, krooninen granulomatoosi (chronic
granulomatous disease, CGD), joka aiheutuu mutaatioista yhdessé tai useammassa phox-
alayksikossd, ja johtaa leukosyyttien kykenemittomyyteen muodostaa superoksidia ja
siten toistuviin vakaviin bakteeri- ja sieni-infektioihin. Linsimaissa yleisin muoto—noin
70 % tapauksista (Roos, Kuhns et al. 2010b)—on gp91phox:n mutaatio, joka aiheuttaa
X-sidonnaisen peittyvian taudin. Mutaatiot muissa alayksikdissd ovat autosomaalisia
peittyvasti periytyvid ja muodostavat ldnsimaissa kolmanneksen tapauksista (Roos,
Kuhns et al. 2010a), mutta maissa joissa suvunsisdiset avioliitot ovat yleisid,
autosomaalisten muotojen osuus nousee merkittdvasti suuremmaksi, esimerkiksi Iranissa
87 %:iin (Fattahi, Badalzadeh et al. 2011). Oireiden vakavuus riippuu NADPH-
oksidaasin jdljelld olevasta aktiivisuudesta (Koker, Camcioglu et al. 2013). Yleisid
infektion aiheuttavia patogeenejd ovat Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia ja
Aspergillus-, Serratia-, Nocardia- ja Salmonella-lajit. Yleisimmat infektiot ovat
keuhkokuume (Aspergillus), imusolmuketulehdus (Staphylococcus) ja
thonalaiskerroksen paise (Staphylococcus). Yleisin kuolemaan johtava infektio on
Aspergilluksen aiheuttama keuhkokuume ja sepsis. Yleisesti ottaen CGD:n yhteydessé
esiintyvit sieni-infektiot ovat yleisempid ja vakavampia kuin bakteeri-infektiot
(Winkelstein, Marino et al. 2000, Chiriaco, Salfa et al. 2015). CGD-potilailla yleistyneet
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infektiot ovat tyypillisesti katalaasi-positiivisten organismien aiheuttamia, mikd on
johtanut késitykseen ettd organismien itse tuottama H>O, saattaisi olla riittdvaa
kompensoimaan NADPH-oksidaasin heikentynyttd toimintaa. Kokeissa, joissa
Aspergillus nidulansilta (Chang, Segal et al. 1998) ja Staphylococcus aureukselta
(Messina, Reeves et al. 2002) poistettiin katalaasiaktiivisuus, niiden patogeenisyys
kuitenkin sdilyi ennallaan, joten ainakaan niiden kohdalla katalaasipositiivisuus ei
vaikuttaisi olevan ratkaisevaa.

2.2.4 Myeloperoksidaasi

Myeloperoksidaasi (MPO) on homodimeerinen entsyymi, jonka disulfidisidoksella
toisiinsa liittyneet alayksikot koostuvat kevyesti ja raskaasta polypeptidiketjusta, joista
jalkimmaisessd on prosteettinen hemiryhmé (Furtmuller, Zederbauer et al. 2006). H>O>
reagoi natiivin Fe(III) MPO:n kanssa, muodostaen yhdiste I:n. Reaktiossa vetyperoksidin
yksi happi kiinnittyy rautaan ja toinen poistuu vetend. Happiatomi saa yhden elektronin
hemin raudalta muodostaen Fe(IV)=0 —intermediaatin, ja toisen elektronin hemin
porfyriinirenkaalta, jolloin syntyy porfyriiniradikaali Por" (Lee, Calderwood et al. 1985).
Yhdiste I hapettaa halidi-ionin X" kaksiarvoisesti, jolloin MPO palaa perustilaansa
Fe(Ill)...Por ja muodostuu hypohalogeenihapoketta HOX (Kuva 6). MPO pystyy
hapettamaan kloridia, jodidia, bromidia ja pseudohalidi tiosyanaattia (SCN).
Tiosyanaatti reagoi ndistd selvdsti nopeimmin ja kloridi-ioni hitaimmin yhdiste I:n kanssa
(Furtmuller, Burner et al. 1998), mutta kloridi-ionin on yleisesti oletettu olevan keskeisin
elektronien luovuttaja johtuen sen huomattavasti muita MPO:n substraatteja
korkeammasta pitoisuudesta neutrofiileissd. HOCIl:n muodostamiseen kuluvalle H2O2:n
madirélle on saatu arvoja 28 %:sta 80 %:een (Weiss, Klein et al. 1982, Foote, Goyne et al.
1983, Jiang, Griffin et al. 1997). My6s HOSCN:44 muodostuu merkittivid méérid (van
Dalen, Whitehouse et al. 1997, Furtmuller, Burner et al. 1998), mutta se on merkittavasti
HOCI:44 vdahemmin reaktiivinen, eikd se todenndkdisesti osallistu bakteerien tappoon
suoraan. Sen on kuitenkin havaittu lisddvdn endoteelisolujen adheesiomolekyylien E-
selektiinin, ICAM-1:n ja VCAM-1:n ilmentymistd (Wang, Mahmud et al. 2006), joten
silld saattaa olla rooli neutrofiilien ekstravasaation edistdmisessa.

MPO on herkkéd substraattinsa H>O2:n aiheuttamalle inaktivaatiolle. Pienilldi H>O»-
pitoisuuksilla ulkoisten elektroninluovuttajien puuttuessa muodostunut Yhdiste [ hapettaa
nopeasti ja peruuttamattomasti hemiryhmin tai sitd ympardivén proteiinin inaktivoiden
MPO:n. Téltd suojaavat Yhdiste I:td pelkistivit elektroninluovuttajat kuten kloridi-ionit
ja korkeampi H>O»-pitoisuus. Korkeammat millimolaariset H>O»-pitoisuudet estivit
nopean inaktivaation, mutta johtavat hitaampaan inaktivaatioon, jossa vetyperoksidi
pelkistdd Yhdiste II:a suoraan Yhdiste I1I:ksi, ja tima reagoi yliméardisen vetyperoksidin
kanssa muodostaen reaktiivisia yhdisteitd, jotka hapettavat proteiinin ja hajottavat hemin
vapauttaen sen raudan (Paumann-Page, Furtmuller et al. 2013).
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Kuva 6. MPO:n primédérinen katalyyttinen muoto on yhdiste I, joka muodostuu H>Ox:n reaktiossa natiivin
entsyymin kanssa. Yhdiste 1 hapettaa halidi-ionin, tdssd kloridin, hypohalogeenihapokkeeksi kahden
elektronin reaktiossa ja palaa samalla perustilaansa. Myeloperoksidaasi voi my0s hapettaa useita muita
peroksidaasien substraatteja, RH, kahdessa perdkkdisessd yhden elektronin reaktiossa yhdiste I:nd ja
yhdiste II:na. Yhdiste II:a voi muodostua myds reaktiossa yliméardisen H,O:n tai O57:n kanssa, jolloin
MPO saattaa juuttua muotoon joka ei pysty hapettamaan kloridi-ioneja, mutta O3 voi pelkistdd timén
natiiviin tilaan. Superoksidi voi my0s reagoida natiivin MPO:n kanssa muodostaen yhdiste I1I:n, joka palaa
perustilaan toisessa reaktiossa O3 :n kanssa, jossa muodostuu vetyperoksidia (Hampton, Kettle et al. 1998,
Klebanoff 2005, Klebanoff, Kettle et al. 2013).

Vaikka HOCI on fagolysosomin hapettavista aineista selvdsti sytotoksisin, sen rooli
primddrisend tappavana yhdisteend on kyseenalaistettu. Virtaussytometrian kdyttoonotto
diagnostiikassa paljasti aiemmin harvinaiseksi oletetun MPO-vajeen melko yleiseksi ja
usein terveysongelmia aiheuttamattomaksi (Parry, Root et al. 1981, Lanza 1998). Lisdksi
halidi-ionin hapettaminen yhdiste I:n toimesta on riippuvaista happo/eméis-ryhméista
jonka pKa on 4.0-4.6 ja jonka optimaalinen aktiivisuus vaatii ryhmin olevan
protonoitunut (Bolscher, Wever 1984, Furtmuller, Burner et al. 1998). Neutrofiilin
fagolysosomi kuitenkin happamoituu heikosti: pH vaikuttaisi olevan neutraali tai lievésti
alkalinen ensimmaiset 15-20 min fagosytoosin jdlkeen, jolloin valtaosa taposta tapahtuu,
minkd jélkeen tapahtuu lievd happamoituminen noin pH 6.5:een (Segal, Geisow et al.
1981, Cech, Lehrer 1984, Jankowski, Scott et al. 2002). pH-mittauksissa yleisesti
kéytetyissa fluoresiinijohdannaisissa fluoroforeissa on kuitenkin ongelmana niiden alttius
klorinaatiolle = hypokloorihapokkeen  vaikutuksesta, = mikd muuttaa  niiden
fluoresenssiominaisuuksia, jolloin ei ole selvdd johtuvatko fluoresenssin muutokset
pH:sta vaiko klorinaatiosta (Hurst, Albrich et al. 1984). Fluoroforin hapettuminen
voidaan vilttdad inhiboimalla MPO:n toiminta atsidilla (NaN3), mutta tdimin on havaittu
itsessddn alentavan pH:ta MPO:n inhiboinnista riippumattomalla mekanismilla, jolloin
fagolysosomin alkalinisaatio ei ole havaittavissa (Levine, Duchen et al. 2015). Lisdksi
fluoresiinin pKa, joka on noin 6.4, ei sovellu lievidstikddn eméksisten pH-arvojen
madrittimiseen (Ohkuma, Poole 1978, Foote, Levine et al. 2017). Fagolysosomin oloihin
paremmin sopivat fluoroforit kuitenkin vahvistavat ensin tapahtuvan alkalinisaation jopa
pH 8.5-9:44n, ja sitd seuraavan lievin happamoitumisen (Levine, Duchen et al. 2015).

MPO-vajeen oireettomuutta ei voida yksiselitteisesti pitdd merkkind MPO:n
toisarvoisuudesta antimikrobiaalisessa puolustuksessa. Normaalit neutrofiilit, joissa
MPO on inaktivoitu atsidilla, ovat vihemmaén sytotoksisia kuin geneettisen MPO-vajeen
solut (Klebanoff 1970), miké viittaa siithen ettd MPO-vajeen yksil6illd on adaptaatioita
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jotka kompensoivat MPO:n puuttumista. MPO:n inaktivaatiossa atsidilla muodostuu
kuitenkin atsidyyliradikaalia (Ortiz de Montellano, David et al. 1988), joka saattaa
inhiboida myds MPO:sta riippumattomia reaktioita, mikd voisi selittdd MPO-
inaktivoitujen normaalien solujen heikomman tapon.

2.2.5. Muut hapesta riippuvaiset yhdisteet

Neutrofiilien antimikrobiaaliset toiminnot jaectaan tavallisesti hapesta riippuvaisiin ja
riippumattomiin  reaktioihin.  Hapesta  riippuvaisia =~ MPO:n  muodostamalle
hypokloorihapokkeelle vaihtoehtoisia sytotoksisia aineita ovat hydroksyyliradikaali ‘OH,
singlettihappi 'O> seki superoksidi ja siiti muodostettu vetyperoksidi.

Hydroksyyliradikaalin muodostumisreitiksi on esitetty katalyyttisestd raudasta
riippuvaista Haber-Weiss-reaktiota ja raudasta riippumatonta reaktiota superoksidin ja
hypokloorihapokkeen wvililld. Kummassakin tapauksessa hydroksyyliradikaalin
havaitsemista vaikeuttaa sen suuri reaktiivisuus, minki vuoksi havaitseminen tapahtuu
epésuorasti sen reaktiotuotteiden kautta, tavallisesti kdyttden elektroni-spin resonanssia
ja yhdistettd, joka muodostaa radikaalin kanssa pidempi-ikdisen adduktin, usein 5, 5-
dimetyyli-pyrroliini N-oksidia (DMPO). DMPO:n kanssa muodostunut addukti ei
kuitenkaan ole spesifinen hydroksyyliradikaalille, ja todennidkéisemmin indikoikin
superoksidin ldsndoloa (Finkelstein, Rosen et al. 1979). Superoksidi myds hajottaa
muodostunutta adduktia, joten sen puuttumista ei voida pitdd merkkind
hydroksyyliradikaalin puuttumisesta (Samuni, Black et al. 1988).

Biologisissa jérjestelmissd rauta on tyypillisesti katalyyttisesti inaktiivisessa muodossa
sitoutuneena proteiineihin: intrasellulaariseen ferritiiniin tai ekstrasellulaarisiin
transferriiniin ja laktoferriiniin. Useat biomolekyylit kykenevit pelkistiméain ferritiinin
sitomaa rautaa ja vapauttamaan sen (Dognin, Crichton 1975), mutta niiden relevanssiin
fagosytoosin yhteydessd in vivo ei ole viitteitd. Superoksidi pystyy kuitenkin
vapauttamaan ferritiiniin  sitoutunutta rautaa muodossa, joka katalysoi "OH:n
muodostumista (Biemond, Swaak et al. 1988, Bando, Aki 1990, Biemond, van Eijk et al.
1984, Reif 1992). Toinen mekanismi "OH:n muodostumiselle on MPO:sta riippuvainen,
oletettavasti HOCl:n ja Oz:n vilisessd reaktiossa syntyvd (Ramos, Pou et al. 1992,
Candeias, Patel et al. 1993).

Hydroksyyliradikaalin korkean reaktiivisuuden vuoksi fagolysosomissa muodostunut
'OH todennékoisesti reagoi fagolysosomaalisten komponenttien kanssa bakteerin sijaan
(Dorfman, Adams 1973, Czapski 1984, Buettner 1993). Vetykarbonaatin kanssa
muodostuva vihemmén reaktiivinen karbonaattiradikaali kuitenkin diffusoituu
pidemmalle fagolysosomissa ja siten mahdollistaa suuremman antibakteriaalisen
vaikutuksen (Wolcott, Franks et al. 1994). Se reagoi joidenkin aromaattisten- ja rikkid
sisdltdvien aminohappojen kanssa, my0s osana proteiineja, ja on merkittdvasti
hydroksyyliradikaalia vihemmaén reaktiivinen antioksidanttien kanssa (Chen, Hoffman
1973, Wolcott, Franks et al. 1994). Hydroksyyliradikaalin muodostumiseen kuluu
kuitenkin hyvin pieni osa hengitysrydpsdhdyksessa kaytetystd hapesta, eikd ole osoitettu
ettd silld tai sen muodostamilla sekundaariradikaaleilla olisi merkittivdd osuutta
puolustusreaktioissa (Hampton, Kettle et al. 1998, Klebanoff 2005, Prokopowicz,
Marcinkiewicz et al. 2012, Klebanoff, Kettle et al. 2013).

Singlettihappi 'O> on virittyneessi tilassa oleva happimolekyyli, joka poikkeaa
tavallisesta triplettihapesta *O» sen elektronien kvanttitilan perusteella. Kahdesta
mahdollisesta singlettitilasta 'Ag Oz:sta ja 'Z," Os:sta jilkimmiinen muuntuu nopeasti

14



matalampienergiseen !'A, —tilaan, joka on ainoa biologisesti  relevantti
singlettihappimuoto (Kearns 1971). Neutrofiileissd singlettihapen muodostumista on
esitetty tapahtuvan vetyperoksidin ja hypokloorihapokkeen vélisessd reaktiossa (Allen,
Stjernholm et al. 1972, Kanofsky, Wright et al. 1984, Kanofsky 1989), mutta
fysiologisessa pH:ssa muodostunut mééra on ilmeisen alhainen (Kanofsky, Wright et al.
1984). Valtaosa tutkimuksista on tehty mittaamalla 'O, — 30, —transitiossa syntyvii
1268 nm kemiluminesenssia tai singlettihapen muodostamaa reaktiotuotetta esimerkiksi
kolesterolin kanssa, mutta kidytetyistd menetelmistd monissa on ongelmia spesifisyydessa
tai herkkyydessd (Steinbeck, Khan et al. 1992). Poikkeuksellisen korkea arvo
hengitysryOopsdhdyksesséd kdytetyn hapen konversiolle singlettihapeksi, 19 %, on saatu
9,10-difenyyliantraseenilldi  (DPA) pééllystettyjen lasihelmien fagosytoosissa.
Singlettihappi reagoi spesifisti DPA:n kanssa muodostaen DPA-endoperoksidid, ja
DPA:n mairidn viheneminen maaritetddn spektroskooppisesti. Suuri osa muodostuneesta
10,:sta muodostui  MPO/H20,/Cl -jirjestelmillid (Steinbeck, Khan et al. 1992).
Singlettihapen muodostuminen neutrofiileissd on kuitenkin vield avoin kysymys, muun
muassa koska HOCI on suhteellisen epareaktiivinen H»>O»:ta kohtaan ja se reagoi
herkemmin fagolysosomin runsaslukuisten proteiinien kanssa (Hurst, Barrette 1989,
Hampton, Kettle et al. 1998, Klebanoff 2005, Winterbourn, Hampton et al. 2006,
Prokopowicz, Marcinkiewicz et al. 2012).

Muiden reaktiivisten happiyhdisteiden l&ht6tuotteena toimiva superoksidi O3~ voi myos
itse vahingoittaa joitain biomolekyylejd, erityisesti 4Fe-4S-klusterin sisdltdvid
dehydrataaseja. Negatiivisesti varautunut O3~ sitoutuu katalyyttiseen rautaan
elektrostaattisesti ja hapettaa sen, jolloin klusteri muuttuu epistabiiliksi ja entsyymi
inaktivoituu. E. colissa Os -inaktivaatiolle alttiita dehydrataaseja ovat muun muassa
akonitaasi ja fumaraasi, joiden inaktivaatio estdd sitruunahappokierron ja siten
oksidatiivisen metabolian, sekd jotkin aromaattisten aminohappojen biosynteesiin
osallistuvat entsyymit (Miller, Britigan 1997, Imlay 2003, Imlay 2014). Vapautunut rauta
voi osallistua hydroksyyliradikaalin muodostamiseen Fenton-reaktiolla ja siten aiheuttaa
mutaatioita (Keyer, Imlay 1996). Rauta-rikkiproteiinien lisdksi superoksidi voi myos
inaktivoida yhden prosteettisen raudan siséltivii proteiineja. O3~ hapettaa Fe**:n Fe**:ksi,
joka dissosioituu mutta korvaantuu nopeasti uudella Fe?'-ionilla. Dissosiaatio ja
assosiaatio toistuvat, mutta jokaisella syklilldi on mahdollista ettd raudan sijaan
apoproteiiniin sitoutuu sinkki, mikd kaytdnndssé inaktivoi entsyymin (Imlay 2014).

Superoksidin antimikrobiaaliselle teholle esteend on sen solukalvon ldpdisemattomyys
(Hassan, Fridovich 1979). Se pystyy kuitenkin l&pdisemédin solukalvon protonoituneessa
muodossa HOz (pK. 4.8) (Korshunov, Imlay 2002), mutta neutraalissa fagolysosomissa
protonoituneen muodon madrd on hyvin vdhiinen. Lisdksi aerobisissa organismeissa
lahes universaali superoksididismutaasi tekee superoksidin suoran antimikrobiaalisen
vaikutuksen epitodennékoiseksi.

Vetyperoksidin roolin neutrofiilien sytotoksisuudessa on usein oletettu rajoittuvan
hypokloorihapokkeen muodostamisen mahdollistamiseen. Pienend varauksettomana
molekyylind H>O; diffusoituu vaivatta ulos fagosomista — mallinnuksen mukaan sitéd
kerddntyy vain matalia mikromooliméarid, MPO-vajaissa soluissakin maksimissaan 30
uM (Winterbourn, Hampton et al. 2006) — mink& on oletettu olevan liian matala tappoon
(Imlay, Linn 1986). Se on myos yksinddn epireaktiivinen useimpien orgaanisten
molekyylien kanssa korkeasta hapetuspotentiaalista huolimatta, koska vetyperoksidin
toimiminen hapettimena edellyttdd happi-happi-sidoksen katkaisemisen. Se pystyy
kuitenkin superoksidin tavoin vahingoittamaan rauta-rikki-klusterin  siséltiviad
entsyymejd hyvin pienind pitoisuuksina (Jang, Imlay 2007). Vetyperoksidin
sytotoksisuutta tutkivat kokeet on usein my0s tehty huomattavan korkeilla pitoisuuksilla,
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koska solujen katalaasi- ja peroksidaasiaktiivisuus tekee pienten pitoisuuksien
koeasetelmat hankaliksi. Kuitenkin kokeissa, joissa ndiden entsyymien toiminta on
estetty E. colissa, jo alle yhden mikromoolin pitoisuus saa aikaan huomattavaa DNA-
vauriota (Park, You et al. 2005). Mikromolaariset annokset ovat myds millimolaarisia
tehokkaampia vaurioittamaan DNA:ta yksikkomé&éraan suhteutettuna (Nakamura, Purvis
et al. 2003). Vetyperoksidi on myds merkittévisti toksisempaa E. colia kohtaan joidenkin
muiden aineiden kuten syanidin (Woodmansee, Imlay 2002) tai typpioksidin (Pacelli,
Wink et al. 1995) yhteydessd. Typpioksidi pysdyttdd E. colin respiraation, ja
kerddntyneen NADH:n elektronit ohjataan pelkistimidin FAD:ia FADH2:ksi, joka
puolestaan pelkistid vapaata rautaa Fe?":ksi ja ajaa niin Fenton-reaktiota (Woodmansee,
Imlay 2003).

Vetyperoksidin aiheuttama inaktivaatio ja tappo konsentraation kasvaessa jaetaan
kahteen toisistaan eroavaan alueeseen, sekd bakteereissa (Imlay, Linn 1986) etté
eukaryoottisoluissa (Kaneko, Kodama et al. 1994). Moodin 1 tappoa tapahtuu pienilld
vetyperoksidipitoisuuksilla, ja se on maksimaalista 1 — 2 mM pitoisuudessa. Moodin 2
tappoa tapahtuu korkeissa, yli 10 mM pitoisuuksissa. Moodin 1 tappo on riippuvaista
toimivasta metaboliasta ja Fe?'-ioneista ja se aiheutuu DNA:han kohdistuvasta
vahingosta, kun taas moodin 2 tappo ei riipu metabolian toimivuudesta eiki yhté suurelta
osin DNA-vauriosta vaan todenndkdisesti solukalvon vaurioitumisesta ja sytosolin
vuotamisesta (Brandi, Fiorani et al. 1989), ja kidytetystd kelaattorista riippuen
rautakelaatio joko ei vaikuta tappoon tai vahvistaa sitd (Luo, Han et al. 1994). Lisdksi
hydroksyyliradikaalia poistavat H>O» ja pienemméissd médrin etanoli heikentdvit moodin
1 tappoa, mutta eivdt vaikuta moodin 2 tappoon (Luo, Han et al. 1994). Matalilla
pitoisuuksilla vetyperoksidi myos vahingoittaa preferentiaalisesti RTGR (puriini-T-G-
puriini)-sekvenssejd (Henle, Han et al. 1999). Syyt eroille eivdt ole selvid, mutta
keskeinen tekiji vaikuttaa olevan Fe**-ionien koordinaatio DNA-molekyylin kanssa (Luo,
Han et al. 1994, Henle, Han et al. 1999). Ehdotetussa mallissa moodin 1 tapossa rauta on
16yhésti assosioitunut DNA:n kanssa sen ympérille kerdantyneena kationipilvend, jolloin
rautakelaattorit pystyvit poistamaan Fe*"-ionit ja H>O» péisee reagoimaan muodostuneen
hydroksyyliradikaalin kanssa muodostaen vihemman reaktiivista superoksidia (OH +
H>02 — HO3™ + H20). Moodin 2 tapossa rauta ja muodostuneet hapettajat ovat tiukemmin
sitoutuneina DNA:han, ja vastustuskykyisii sekd rautakelaatiolle ettd H20»-
vaimennukselle (Luo, Han et al. 1994).

Vetyperoksidin roolista oksidatiivisessa tapossa ei ole selvyyttd, mutta sen
muodostamaan uhkaan viittaa organismien pyrkimys pitdd sen pitoisuudet erittdin
matalina. [lman ulkoista ldhdettd, E. colin alkyylihydroperoksidireduktaasi (?) (Ahp)
pitdd vetyperoksidipitoisuuden alle 20 nM:n. Pitoisuuden noustessa 100 nM:iin, solu
aktivolr OxyR-regulonin, mikd nostaa Ahp:n ja katalaasin (hydroperoksidaasi I)
ekspressiota (Seaver, Imlay 2001). Ahp -mutanteissa jo tdmd médrd on riittdva
edistiméédn spontaania mutageneesid (Gonzalez-Flecha, Demple 1997).

2.2.6. Hapesta riippumaton tappo

Hapettavien aineiden lisdksi neutrofiilien rakkulat sisdltivdt myds suuren méadrén
antimikrobiaalisia aineita, joiden toiminta ei ole hapesta riippuvaista. Antimikrobiaalisia
peptidejd on 16ydetty tuhansia, ja niitd esiintyy jokaisessa eliokunnan domeenissa (Wang,
Lietal. 2016). Ne ovat tyypillisesti positiivisesti varautuneita, siséltavit keskiméérin noin
50% hydrofobisia aminohappotihteitd ja niiden rakenteelle on tyypillistd laskostuminen
amfipaattisiksi a-helikseiksi ja B-levyiksi (Yeaman, Yount 2003). Naméd ominaisuudet
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edesauttavat peptidien selektiivisti kohdentumista mikrobien solukalvoon, joka on
tyypillisesti eukaryoottisoluja elektronegatiivisempi (Dathe, Wieprecht 1999, Yeaman,
Yount 2003).

Ihmisen neutrofiileissé esiintyy monia hapesta riippumattomia entsyymejé ja peptideja,
jotka todennékoisesti osallistuvat sisddn otettujen mikrobien tuhoamiseen. Defensiinit
ovat ryhmé pienid kationisia peptidejd, jotka ovat konservoituneet useiden lajien
genomeissa. Ne jaetaan o- ja [B-defensiiniperheisiin, joiden aminohapposekvenssit
poikkeavat huomattavasti toisistaan, mutta joiden laskostunut muoto on samankaltainen
ja jotka kaikki sisdltdvat kuusi disulfidisidoksin liittynyttd kysteiinid jotka stabiloivat -
levyrakenteen (Liu, Zhao et al. 1997). Ihmisen neutrofiileissé esiintyvit defensiinit ovat
a-defensiinit HNP1-4, ja ne muodostavat suurilukuisimman proteiinijoukon azurofiilisten
rakkuloiden alaryhméssd (Rice, Ganz et al. 1987, Ganz, Lehrer 1994). Niiden
antimikrobiaalinen vaikutus on epispesifinen ja perustuu todennikoisesti kationisten
aminohappotihteiden vuorovaikutukseen negatiivisesti varautuneen solukalvon kanssa,
hydrofobisen osan tyontymiseen kalvon sisddn ja jinniteohjattujen kanavien
muodostamiseen, miké johtaa sytosolin komponenttien vuotamiseen ulos solusta (Lehrer,
Lichtenstein et al. 1993, Yeaman, Yount 2003). Defensiinit myds sitovat DNA:ta, ja
pystyvit aiheuttamaan yhden juosteen katkoksia (Gera, Lichtenstein 1991).

Azurofiiliset rakkulat siséltdvit myos neutrofiilien seriiniproteaaseja (NSP) katepsiini
G:td, neutrofiilin elastaasia, proteinaasi 3:a ja neutrofiilin seriiniproteaasi 4:44 (Korkmaz,
Moreau et al. 2008, Perera, Schilling et al. 2012). NSP:t varastoidaan azurofiilisissa
rakkuloissa valmiiksi aktiivisessa muodossa elektrostaattisesti sitoutuneena negatiivisesti
varautuneeseen proteoglykaanimatriksiin, joka estdd niiden ennenaikaisen toiminnan.
Fuusioituminen fagolysosomiin vapauttaa proteiinit ja mahdollistaa niiden tarttumisen
sisddn otettujen bakteerien solukalvoon (Ganz 1999, Cowland, Borregaard 2016). Suoran
tappamisen lisdksi ne tuottavat antimikrobiaalisia peptideji muita proteiineja
leikkaamalla, inaktivoivat bakteerien virulenssitekijoitd ja solun ulkopuolelle eritettyna
sddtelevdt immuunivastetta (Korkmaz, Moreau et al. 2008, Stapels, Geisbrecht et al.
2015).

Yksi NSP:iden leikkaama proteiini on katelisidiini hCAP-18, ainut ihmisistd 16ytynyt
katelisidiini-perheen proteiini, joka koostuu konservoituneesta N-terminaalisesta
kateliini-domeenista ja variaabelista C-terminaalisesta antimikrobiaalisesta domeenista
(Cowland, Johnsen et al. 1995). Propeptidi hCAP-18 sijaitsee neutrofiilin spesifisissé
rakkuloissa, ja se leikataan proteolyyttisesti antimikrobiaaliseksi LL-37-peptidiksi.
Vaikka kaikki neutrofiilin seriiniproteaasit pystyvit leikkaamaan hCAP-18:n ja
propeptidid 10ytyy fagolysosomista, LL-37:44 ei ole 10ydetty fagolysosomista, joten on
mahdollista ettéd se on aktiivinen vain solun ulkopuolelle eritettynd (Sorensen, Follin et al.
2001), missd antimikrobiaalisen vaikutuksen lisdksi se toimii kemotaktisena tekijand
synnynndisen ja adaptiivisen immuunivasteen soluille (De, Chen et al. 2000). Monien
muiden kationisten antibakteeristen peptidien tavoin LL-37:n bakterisidinen vaikutus
perustuu solukalvon héiritsemiseen. Se tyontyy lipidikaksoiskalvon hydrofobiseen
ytimeen ja héiritsee lipidien asyyliketjujen vilisid vuorovaikutuksia, mikd heikentdd
kalvoa ja johtaa suoraan tai muiden tekijoiden yhteydessd solun kuolemaan (Oren,
Lerman et al. 1999, Henzler-Wildman, Martinez et al. 2004).

Bakterisidinen/ldpdisevyyttd parantava proteiini (bactericidal/permeability-increasing
protein, BPI) on azurofiilisissd rakkuloissa sijaitseva kationinen proteiini, jonka
aktiviteetti kohdistuu spesifisesti Gram-negatiivisiin bakteereihin, seurauksena sen
affiniteetista lipopolysakkarideja kohtaan, jotka ovat Gram-negatiivisten bakteerien
ulomman kalvon keskeinen komponentti (Weiss, Elsbach et al. 1978, Gazzano-Santoro,
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Parent et al. 1992). BPI:n antibakteerinen vaikutus tapahtuu kahdessa vaiheessa, johtaen
ensin kasvun pysdhtymiseen ulomman kalvon hiiritsemisen kautta (Mannion, Weiss et
al. 1990), ja myohemmin bakterisidiseen vaikutukseen todennékoisesti sisemmaén kalvon
vahingoittamisen vilitykselld (in't Veld, Mannion et al. 1988). Kummankaan vaikutuksen
tarkkaa mekanismia ei tunneta, mutta tappo on todenndkodisesti seurausta bakteerin
oksidatiivisen fosforylaation elektroninsiirtoketjun hiiritsemisesté (in't Veld, Mannion et
al. 1988). Solun ulkopuolelle eritettynda BPI:114 on myds opsonoiva (Iovine, Elsbach et al.
1997) ja endotoksiinia neutraloiva (Marra, Wilde et al. 1990) vaikutus.

Neutrofiileissd esiintyy myos lukuisia muita hapesta riippumattomia potentiaalisesti
antimikrobiaalisia yhdisteitd ja entsyymejd, kuten laktoferriinid (Caccavo, Pellegrino et
al. 2002), lysotsyymid (Ragland, Criss 2017), azurosidiinia (Soehnlein, Lindbom 2009)
ja kalprotektiinia (Corbin, Seeley et al. 2008). Néistd 10ytyy perusteellisempi listaus
esimerkiksi artikkeleista (Faurschou, Borregaard 2003) ja (Cowland, Borregaard 2016).

3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Materiaalit

Kaliumdivetyfosfaatti (KH2PO4) ja dinatriumvetyfosfaatti (Na2HPO4 - 2H>0), J. T. Baker,
Deventer, Alankomaat.

Tryptoni ja hiivauute, Difco laboratories, Detroit, Michigan.

Ampisilliini, glyseroli, natriumkloridi (NaCl), Natriumhypokloriitti (NaOCl) ja
vetyperoksidi (H20.), Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri.

Myeloperoksidaasi, PLANTA Natural Products, Wien, Itidvalta.

3.2 Puskurit

Luria-Bertani-liuos (LB) (10 g/L tryptoni, 5 g/L hiivauute, 5 g/L NaCl, 100 pg/mL
ampisilliini, pH 7.4)

Fosfaattipuskuri (sis. 77 mM NaCl) valmistettiin sekoittamalla 0.67 mM
kaliumdivetyfosfaattia ja 0.67 mM dinatriumvetyfosfaattia vaihtelevassa suhteessa, jotta
pH:ksi saatiin 5.0 — 7.8.

3.3 Solut

Kokeissa kaytettiin ampisilliiniresistenttejd  E. coli K-12 M72 —soluja, jotka oli
transformoitu Photorhabdus luminescensista eristetyillda lux ABCDE-lusiferaasigeeneilld
pEGFP-plasmidissa (E. coli-lux) (Atosuo, Lehtinen et al. 2013). Syvijaddytettyjd soluja
kasvatettiin yon yli 5 mL:ssa LB-liuosta 250 rpm ravistuksessa 37 °C ldmpétilassa.
Kasvatus lisittiin 200 mL:aan LB-liuosta jossa 100 pg/mL ampisilliinia ja kasvatettiin
250 rpm ravistuksessa 37 °C lampdatilassa, kunnes ODg20 oli 0.4. Solut eristettiin 3000 g

18



sentrifugoinnilla ja resuspentoitiin kymmenesosaan LB-liuosta jossa 25 % glyserolia ja
100 pg/mL ampisilliinia ja pakastettiin -80 °C lampdtilassa.

3.4 Mittaukset

Hidex Chameleon (Hidex, Turku, Suomi) -> MikroWin 2000 (Mikrotek) -> Excel 2010
(Microsoft) -> Origin 8 (OriginLab)

Hidex Triathler LSC
GE ultrospec 7000

Tappokokeet tehtiin seitseméssd eri pH:ssa vililld 5.0 — 7.8 neljdssd eri tilavuudessa
valilla 50 uLL. — 300 pL. Soluja késiteltiin joko vakiokonsentraatiolla tai vakioaineméaaralla
H,0s:ta, NaOCl:44 tai MPO + H20z:ta 40 minuutin ajan. Soluja kéytettiin 10°/ reaktio,
joten bakteeripitoisuus vaihteli vililld 0.3-10° bakteeria / mL (300 uL) — 2.0-10° bakteeria
/ mL (50 pL). Vakiokonsentraatiomittauksissa H>Oz:n pitoisuus oli 100 uM ja NaOCl:n
2 uM. Vakioaineméiramittauksissa kdytetty H2O2:n méaré oli 10 nmol jolloin pitoisuus
vaihteli vélilld 33 uM (300 puL) — 200 uM (50 pL), ja NaOCl:n médéré oli 0.2 nmol jolloin
pitoisuus vaihteli vililld 0.67 uM (300 uL) — 4 uM (50 uL). MPO + H2O>-mittauksissa
MPO:n pitoisuus oli aina vakio 0.67 nM ja H>O::n pitoisuus vaihteli kuten edella.

Reaktiot suoritettiin valkoisessa 96-kuoppalevyssd ja luminesenssi mitattiin 37 °C
lampotilassa Hidex Chameleonilla (Hidex, Turku, Suomi) jota ohjattiin MikroWin 2000
—ohjelmistolla (Mikrotek). Mittauksia tehtiin kaksi rinnakkaista, joiden keskiarvoa
verrattiin pelkéstdén bakteereja sisdltdviin reaktioihin. Luminesenssia mitattiin 0.5
s’kaivo 60 s vilein. Data kisiteltiin Excel 2010:11d (Microsoft) ja kuvaajat piirrettiin
Origin 8:lla (OriginLab). Vastaavat mittaukset tehtiin myds yhden néytteen Hidex
Triathler LSC:11a (Hidex, Turku, Suomi).

4 TULOKSET
4.1 Luminesenssimittaukset

Tutkittavat antimikrobiaaliset yhdisteet liséttiin bakteerisuspensioihin, jotka oli
puskuroitu tiettyyn pH-arvoon. Reaktiot kdynnistettiin lisddmalld joko NaOCl:44 tai
H20::ta, ja luminesenssin laskusta ndhddén aineiden aiheuttama muutos elossa olevien
bakteerien miirdssd (Atosuo, Lehtinen et al. 2013). Vakiokonsentraatioisissa reaktioissa
voidaan ndhdd bakteeripitoisuuden vaikutus tappotehokkuuteen, kun taas
vakioainemddrdn reaktioissa ndhdddn tappavan aineen konsentraation vaikutus
tappotehoon. Vakiokonsentraatioisen NaOCl:n reaktioista (kuva 7) n#dhddin, ettd
pienemmissé tilavuuksissa luminesenssi laskee selvisti suurempia tilavuuksia vihemmaén,
joten bakteeripitoisuuden nousulla on merkittivd NaOCl:n tappotehoa heikentidva
vaikutus, ja suurimmalla bakteeripitoisuudella korkeammissa pH:issa NaOCl;da
sisdltdavit kaivot eivét ole erotettavissa taustakaivoista. NaOCl-pitoisuus taas ei vaikuta
tappotehoon merkittavésti, vaan kaikkien tilavuuksien luminesenssit ovat lahella toisiaan
(kuva 8). Molemmista kuvista ndhdédédn, ettd tappoteho on huomattavasti parempi
matalammissa pH-arvoissa, ja ettd fysiologisessa pH:ssa tappo on melko heikkoa.

19



Vakiokonsentraatioisen H>O»:n reaktioista ndhdédén, ettd reaktiotilavuudesta riippumatta
luminesenssikdyrdt ovat hyvin 1dhelld toisiaan, joten toisin kuin NaOCl:n tapauksessa
bakteeripitoisuudella ei ole merkittdvaa vaikutusta HoO2:n tappoon (kuva 9). Kuvasta 10
taas ndhdddn, ettd pienemmissi reaktiotilavuuksissa eli suuremmilla H>O:-pitoisuuksilla
tappo on selkedsti tehokkaampaa, mikd on jdlleen pdinvastainen tulos NaOCl:44n
verrattuna. Kuvien 9 ja 10 perusteella pH:lla ei ole merkittavaa systemaattista vaikutusta
H>07:n tappotehokkuuteen.

MPO:ta ja H»O::ta vakiokonsentraatiot sisdltdvissd reaktioissa (kuva 11) tappo on
matalammissa pH-arvoissa niin tehokasta ettd bakteeripitoisuuden vaikutusta on vaikea
arvioida, mutta korkeammissa pH:issa bakteeripitoisuudella ei ole vaikutusta
tappotehokkuuteen. Vakiokonsentraatioisen MPO:n ja vakioainemddrdisen H>Oz:n
reaktioissa tappo on matalassa pH:ssa tehokkaampaa, ja konsentraation vaikutusta on
vaikea arvioida; korkeammassa pH:ssa suurempi H»O;-pitoisuus taas parantaa tappoa
(kuva 12).

Vastaavat mittaukset tehtiin my6s manuaalisesti Hidex Triathler LSC:114 (liite 1).
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5.0-7.8. Pidettdessd
bakteeripitoisuuden muuttuessa reaktiotilavuuden mukaan, n#hdddn ettd bakteeripitoisuuden nousu
heikentdd NaOCl:n tappotehoa merkittévisti. B: taustareaktio 50 ul @: taustareaktio 100 pl A:
taustareaktio 200 pul V¥: taustareaktio 300 pl @: tapporeaktio 50 ul, NaOCl1 0,2 uM <« tapporeaktio 100
ul, NaOCl1 0,2 uM P>: tapporeaktio 200 pl, NaOCl 0,2 uM @: tapporeaktio 300 pl, NaOCl 0,2 uM. B
Annosvaste. Tappoprosentti tilavuuden funktiona kussakin pH:ssa 20 minuutin kohdalla.
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Kuva 8. A NaOCI vakioainemaérd, pH 5.0-7.8. NaOCl-konsentraation muutuessa reaktiotilavuuden
mukaan, ndhdéén ettd konsentraatio ei vaikuta merkittdvésti NaOCl:n tappotehoon. B: taustareaktio 50 pl
®: taustareaktio 100 pl A: taustareaktio 200 pl ¥: taustareaktio 300 pl @ tapporeaktio 50 pl, NaOCI 4
uM <« tapporeaktio 100 pl, NaOCl 2 uM P>: tapporeaktio 200 pl, NaOCl 1 uM @: tapporeaktio 300 ul,
NaOCl1 0,67 uM. B Annosvaste. Tappoprosentti tilavuuden funktiona kussakin pH:ssa 20 minuutin kohdalla.
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Kuva 10. A H,O, vakioainemaard, pH 5.0-7.8. H,O»-konsentraation muutuessa reaktiotilavuuden mukaan,
nihddin ettd konsentraation nousu tehostaa H,O»:n tappotehoa merkittivisti. B: taustareaktio 50 pul @:
taustareaktio 100 ul A: taustareaktio 200 pl V¥': taustareaktio 300 pul @ : tapporeaktio 50 pl, HyO2 200 uM
<. tapporeaktio 100 ul, HyO, 100 uM P>: tapporeaktio 200 ul, HyO, 50 uM ®: tapporeaktio 300 ul, H,O,
33 uM. B Annosvaste. Tappoprosentti tilavuuden funktiona kussakin pH:ssa 20 minuutin kohdalla.
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Kuva 11. A H,O, vakiokonsentraatio, MPO vakiokonsentraatio, pH 5.0-7.8. Bakteeripitoisuuden vaikutusta
matalassa pH:ssa on vaikea arvioida, mutta korkeassa pH:ssa bakteeripitoisuudella ei ole vaikutusta
tappotehoon. M: taustareaktio 50 ul @: taustareaktio 100 pul A: taustareaktio 200 ul V¥: taustareaktio 300
ul @ tapporeaktio 50 ul, HO, 100 pM, MPO 0,67 nM €: tapporeaktio 100 ul, H,O, 100 uM, MPO 0,67
nM P>: tapporeaktio 200 ul, H,O, 100 uM, MPO 0,67 nM ®: tapporeaktio 300 ul, H>O, 100 uM, MPO
0,67 nM. B Annosvaste. Tappoprosentti tilavuuden funktiona kussakin pH:ssa 20 minuutin kohdalla.
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Kuva 12. A H,O, vakioainemdiard, MPO vakiokonsentraatio, pH 5.0-7.8. pH 6.4 ja pH 7.0 tulokset
korvattiin Hidex Triathler LSC:n vastaavilla mittauksilla huonon datan vuoksi, miké todennékdisesti johtui
reaktioiden pipetoinnissa tapahtuneista virheistd. H,O,-konsentraation vaikutusta matalassa pH:ssa on
vaikea arvioida, mutta korkeassa pH:ssa korkeampi H,O»-pitoisuus parantaa tappoa. l: taustareaktio 50 pl
®: taustareaktio 100 ul A: taustareaktio 200 pl ¥: taustareaktio 300 ul @ tapporeaktio 50 ul, H,O, 200
uM, MPO 0,67 nM <: tapporeaktio 100 pl, H,O, 100 uM, MPO 0,67 nM P>: tapporeaktio 200 ul, H O,
50 uM, MPO 0,67 nM @: tapporeaktio 300 ul, HO, 33 uM, MPO 0,67 nM. B Annosvaste. Tappoprosentti
tilavuuden funktiona kussakin pH:ssa 20 minuutin kohdalla.
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4.2 Tappo 30 minuutin kohdalla bakteeripitoisuuden funktiona

Konsentraation ja bakteeripitoisuuden vaikutusta eri aineiden tappotehoon on
havainnollista vertailla kuvaamalla tappoprosentti bakteeripitoisuuden funktiona 30
minuutin kohdalla (kuva 13). MPO:ta vakiokonsentraation ja H>O»:ta vakioainemairin
sisdltaviat reaktiot ovat pH 7:std ylospdin hyvin samankaltaisia pelkkdd H»O»:a
vakioainemddridn siséltdvien reaktioiden kanssa, erityisesti Hidex Triathler LSC:1la
tehdyissd manuaalisissa mittauksissa (liite 2), kun taas happamassa pH:ssa MPO:ta
siséltdavé reaktio tehostuu huomattavasti. Tama viittaisi siihen, ettd neutraalissa ja lievisti
emdiksisessd pH:ssa, eli neutrofiilin fagolysosomin fysiologisessa pH:ssa, MPO ei ole
aktiivinen ja tappo on seurausta H>Oz:n vaikutuksesta. Samankaltainen ilmié on
havaittavissa vakiokonsentraation MPO:ta ja H»O;:a sisdltdvien ja vakiokonsentraation
pelkdd H>Ox:a siséltévien reaktioiden valilla.

NaOCLn ja H2O2:n vakiokonsentraatioista ndhdédén, ettd bakteeripitoisuudella ei ole
vaikutusta H>O»:n tappotehoon, kun taas bakteeripitoisuuden nousu heikentdd NaOCl:n
tehoa merkittavasti. NaOCL:n ja H2O2:n vakioainemairistd taas ndhddin, ettd oikealle
kasvava konsentraatio ei vaikuta merkittdvasti NaOCl:n tappotehoon, kun taas H>O2:n
tappo moninkertaistuu.
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Kuva 13. Tappoprosentti 30 min. kohdalla bakteeripitoisuuden funktiona, reaktiotilavuudet kasvavat
vasemmalta oikealle 50 — 300 pl vililld. Vakioainemééran kayrissd konsentraatio kasvaa oikealle, ja niisti
on néhtdvissa ettd konsentraatiolla on suuri vaikutus H>O,-tappoon, kun taas NaOCl-tappoon silld ei ole
merkittdvad vaikutusta. Vakiokonsentraatiokdyristd ndhddén, ettd bakteeripitoisuudella ei ole merkittdvaa
vaikutusta H,O»-tappoon, kun taas NaOCl-tappoa korkeampi bakteeripitoisuus heikentdd. MPO-reaktiot
kayttaytyvat korkeammissa pH:ssa vastaavien pelkkdd H,Oo:ta sisdltdvien reaktioiden kaltaisesti, miké
viittaa siihen ettd korkeassa pH:ssa MPO ei ole aktiivinen ja tappo on H>O,:n aiheuttamaa. l: H,O,
vakioaineméird 10 nmol @: H,O, vakiokonsentraatio 100 uM A : MPO vakiokonsentraatio 0,67 nM, H,O»
vakiokonsentraatio 100 uM ¥: MPO vakiokonsentraatio 0,67 nM, H,O, vakioaineméirad 10 nmol «:
NaOCl vakioaineméiri 0,2 nmol »: NaOCI vakiokonsentraatio 2 pM.
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4.3 Tappo pH:n funktiona

pH:n vaikutus tappoon nikyy kuvasta 14. H>Ox-tappo ei riipu pH:sta, kun taas NaOCI-
tappo on merkittdvisti suurempaa matalassa pH:ssa, kuten myos MPO-tappo.
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Kuva 14. Tappo pH:n funktiona. H,O,-tappo tappo ei ole riippuvaista pH:sta, kun taas NaOCl-tappo
tehostuu merkittdvisti pH:n alentuessa, kuten myods MPO-tappo. M: reaktiotilavuus 50 pl @:
reaktiotilavuus 100 ul A: reaktiotilavuus 200 pl V: reaktiotilavuus 300 pl.
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5 POHDINTA

Synnynniisessd immuunivasteessa priméérisen solullisen vasteen muodostaa neutrofiili,
joka fagosytoi ja tuhoaa infektiivisid mikro-organismeja. Tuhoaminen tapahtuu
altistamalla kohde erilaisille toksisille yhdisteille, jotka voivat saavuttaa korkeita
pitoisuuksia pienessi fagolysosomissa. Tapporeaktiot jactaan usein hapettaviin ja hapesta
riippumattomiin, miké ei kuitenkaan vélttdmattd ole neutrofiilin toiminnan todellisuuden
kannalta mielekis kahtiajako, silld on ilmeisti ettd tappo perustuu useisiin yhtdaikaisiin
reaktoihin, jotka tilanteesta ja infektoivasta organismista riippuen vaikuttavat eri miérin
mutta todenndkdisesti synergisesti (Nauseef 2007, Hurst 2012). Fagolysosomin
ympéristd on kuitenkin hyvin monimutkainen ja kéytettévissa olevat in vivo-menetelmét
asettavat rajoituksia koeasetelmille, joten tapporeaktioiden tutkimus perustuu suurelta
osin yksittdisilld aineilla tehtyihin kokeisiin ja ndiden pohjalta tehtyihin mallinnuksiin.
Paillekkaisistd jdrjestelmistd huolimatta synnynndisen immuunivasteen hapettaviin
reaktioithin perustuva tappo on kuitenkin valttdimétontd ihmisen pitkdn aikavilin
selvidmisen kannalta, mistd kertoo esimerkiksi kroonisen granulomatoosin fataalisuus
ilman hoitoa.

Neutrofiilin fagolysosomin hapettavan tapon paradigma on, ettd reseptorivilitteinen
fagosytoosi johtaa hengitysryOpsdhdykseen, jossa neutrofiilin hapen kulutus kasvaa
dramaattisesti NADPH-oksidaasin aktivoituessa ja muodostaessa superoksidia O;".
Muodostunut superoksidi dismutoidaan vetyperoksidiksi H20, joka edelleen toimii
myeloperoksidaasin substraattina reaktiosarjassa, jossa muodostuu hypokloorihapoketta
HOCI. Ketjun jokaisen vélituotteen on mahdollista toimia hapettimena, ja ne pystyvit
my0s muodostamaan useita sekundaarisia hapettimia. Eri yhdisteiden rooli tapossa
riippuu infektoivasta organismista, esimerkiksi MPO-vajailla soluilla on merkittévasti
alentunut vaste Candida albicansia ja useita muita Candida-lajeja kohtaan, kun taas
Staphylococcus aureuksen tappo on ldhes hdiriotontd (Parry, Root et al. 1981).
Neutrofiilit pystyvét tappamaan myds E. colin ilman NADPH-oksidaasista ja MPO:sta
riippuvaa hapettavaa jirjestelmid (Rosen, Michel 1997). Myo6s kohteen metabolinen tila
vaikuttaa sen alttiuteen eri yhdisteiden aiheuttamalle vahingolle (Bortolussi,
Vandenbroucke-Grauls et al. 1987, Lehrer, Ganz et al. 1988).

Tutkimuksen motivaationa oli tarkastella eroja neutrofiilin hapettavan tapon keskeisten
yhdisteiden vetyperoksidin ja hypokloorihapokkeen vililli gram-negatiivisen
malliorganismin E. colin tapossa. Tama toteutettiin kdyttamalld hyvéksi E. coli K-12 -
soluja, jotka on saatu tuottamaan valoa transformoimalla ne lusiferaasigeeneja sisaltavalla
plasmidilla ja tarkastelemalla muutoksia bioluminesenssissa altistettaessa soluja eri
olosuhteille.

Aineiden vililld oli merkittavia eroja. Vetyperoksidikonsentraation kasvu tehostaa tappoa,
kun taas hypokloriitin konsentraatiolla ei ole merkittdvdd vaikutusta. Riippumattomuus
konsentraatiosta noudattaa nollannen kertaluvun kinetiikkaa, mikd viittaa tapon
perustuvan johonkin saturoituvaan prosessiin. Vakiokonsentraatiomittausten perusteella
bakteeripitoisuuden kasvu heikentdd NaOCl-tappoa selvisti, kun taas H»O»-tappoon
bakteeripitoisuudella ei ole vaikutusta. Korkeamman bakteeripitoisuuden heikentdva
vaikutus NaOCl-tappoon voisi selittyd esimerkiksi jollain bakteerien ryhméviestintdén
perustuvalla tiheydestd riippuvaisella puolustusvasteella tai metabolisella tilalla.
Ryhmiviestintdi on mekanismi, jolla bakteerit voivat sdéddelld geeniekspressiotaan
vasteena muutoksille niiden médrdssid. Se perustuu solujen vapauttamaan kemialliseen
signaaliin, jonka pitoisuus kasvaa bakteeripitoisuuden funktiona, ja joka raja-arvon
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ylitettyddn saa aikaan muutoksen koko populaation geeniekspressiossa, mahdollistaen
koordinoidun kaytoksen. E. colista 10ytyvid ryhmiviestintdjirjestelmid ovat ainakin
LuxI/LuxR-homologeihin perustuva (Lee, Maeda et al. 2009), indolisignalointiin
perustuva (Wang, Ding et al. 2001), LuxS-entsyymin tuottamaan autoindusoija-2:een
perustuva (Surette, Miller et al. 1999) ja mazEF-toksiini-antitoksiini-moduuliin perustuva
(Kolodkin-Gal, Hazan et al. 2007). Eri jarjestelmit séditelevdt satojen eri geenien
ekspressiota (Kalia 2015), jotka osallistuvat lukuisiin prosesseihin, kuten biofilmin
muodostumiseen (Lee, Jayaraman et al. 2007, Li, Attila et al. 2007), ldédkeresistenssiin
(Wei, Lee et al. 2001, Rahmati, Yang et al. 2002, Hirakawa, Inazumi et al. 2005),
solusyklin sditelyyn (Wang, de Boer et al. 1991) ja ohjelmoituun solukuolemaan
(Kolodkin-Gal, Hazan et al. 2007). Jotkin ndisti prosesseista saattavat edistdd bakteerien
selvidmistd NaOClIl-taposta mutta ei H>O»-taposta, miké saattaisi osaltaan selittdd erot
bakteeripitoisuuden vaikutuksessa aineiden tehoon.

[Imi6té, jossa korkeammalla ldhtSbakteeripitoisuudella on heikentdvé vaikutus joidenkin
antimikrobiaalisten  aineiden tehoon kutsutaan inokulaatiovaikutukseksi, ja
ryhmaéviestinnén lisdksi sille on ehdotettu muita selityksid, kuten muutokset bakteerien
metabolisessa tilassa, jokin toksisia aineita harmittomaksi tekevd entsyymivaste, tai
sitoutumiskinetiikka. Monet antimikrobiaaliset aineet toimivat parhaiten logaritmisessa
kasvuvaiheessa olevia bakteereja kohtaan (Eng, Padberg et al. 1991), ja on mahdollista
ettd korkeampi 1dhtopitoisuus nopeuttaa stationaariseen vaiheeseen siirtymisti (Stevens,
Yan et al. 1993). Toisten tutkimusten mukaan l&htopitoisuudella ei kuitenkaan ole
vaikutusta kasvunopeuteen, vaan se vaikuttaa ainoastaan lag-vaiheen kestoon,
korkeampien pitoisuuksien lyhentdessa sitd (Bidlas, Du et al. 2008). Entsyymivasteen
osuutta inokulaatiovaikutukseen on tutkitty eniten [-laktamaaseja tuottavien
bakteerilajien ja B-laktaamiantibioottien kohdalla (Sabath, Garner et al. 1975, Thomson,
Moland 2001, Wu, Chen et al. 2014). IImi6 ei kuitenkaan rajoitu B-laktaameihin, eika
selitd tulosta HOCl:n kohdalla. Useimmilla mahdollisilla selityksilld on tdmén
tutkimuksen yhteydessd myds se ongelma, etti niiden vaikutukset eivdt nékyisi
mittauksissa kdytetyn 30 min sisélld. HOCl:n kohdalla parhaan selityksen tarjoaa
sitoutumiskinetiikkaan perustuva teoria, jonka mukaan vaikutuksen heikkeneminen olisi
seurausta vapaan HOCIl:n méérdn vdhenemisestd sen sitoessa kohteitaan (Abel Zur
Wiesch, Abel et al. 2015). Témén puolesta puhuu myods se, ettd vastaavaa tehon
heikkenemisté ei ollut havaittavissa vakioainemddramittauksissa, jossa hypokloriitti- ja
bakteeripitoisuudet muuttuvat samassa suhteessa tilavuuden muuttuessa. Yksinkertainen
bakteerikonsentraatio ei ole ratkaiseva tekiji, joten mahdollinen bakteerien
ryhmaéviestintddn perustuva vaste ei selitd tulosta. Taten HOCl-tapossa HOCl/solu-suhde
madrdd tappotehon.

pH:lla on merkittdavé vaikutus sekd MPO- ettd HOCl-tappoon, mutta ei H2O>-tappoon.
Vaikutus MPO:sta riippuvaiseen jéarjestelmiin on selitettidvissd sekd MPO:n ettd HOCl:n
ominaisuuksilla. Kloridi-ionin vuorovaikutus yhdiste I:n ferryylihapen kanssa edellyttia
laheisen pKa. 4.0-4.6:n  happo/emés-ryhmén, todenndkoisesti histidiinin, olevan
protonoitunut, ja on edellytys kloridi-ionin tehokkaalle hapettamiselle. Tdten pH:n
noustessa tdmd vuorovaikutus ja vastaavasti halogenaatioreaktio vdhenee (Furtmuller,
Burner et al. 1998). Toisaalta HOCl:n pKa on 7.5 (Morris 1966) ja se ldpéisee solukalvon
vain protonoituneena, joten matalampi pH mahdollistaa intrasellulaaristen kohteiden
tavoittamisen suuremmalla pitoisuudella. Vetyperoksidilla ei ole vastaavia rajoitteita sen
tehon tai solukalvon ldpédisyn suhteen.

Neutrofiilit ovat runsaslukuisin immuunisolu, ja ensimmaéinen vaste infektioita kohtaan.
Antimikrobiaalisen tehtdvin lisdksi ne kuitenkin osallistuvat my6ds muihin prosesseihin
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kuten krooniseen tulehdukseen, kudosvaurioihin ja useisiin tautitiloihin kuten
valtimonkovettumatautiin (Drechsler, Megens et al. 2010, Teng, Maghzal et al. 2017),
haimatulehdukseen (Merza, Hartman et al. 2015, Yang, Meng et al. 2015) ja erityisesti
syopdin (Sionov, Fridlender et al. 2015, Uribe-Querol, Rosales 2015). Pitkdan ajateltiin
neutrofiilin olevan yksinkertainen immuunisolu, joka infektion tapahtuessa aktivoituu,
siirtyy kudokseen, ja tehtivinsa suoritettuaan se lyhyessi ajassa ajautuu apoptoosiin ja
siivotaan pois makrofagien toimesta, mutta kuva neutrofiilin toiminnasta on muuttunut
huomattavasti monimuotoisemmaksi. Ne ovat transkriptionaalisesti oletettua
aktiivisempia, ja huolimatta yksittdisen solun matalasta sytokiinien erityksesti
monosyytteihin, makrofageihin tai lymfosyytteihin verrattuna, neutrofiilien
huomattavasti suurempi lukumééra tekee niiden sytokiininerityksestd merkittavan
(Cassatella 1999, Tecchio, Micheletti et al. 2014). Antimikrobiaalisen vasteen lisdksi ne
kykenevit siirtyméain myos terveisiin kudoksiin ja osallistumaan niiden ylldpitoon
(Casanova-Acebes, Nicolas-Avila et al. 2018). Ne myds vuorovaikuttavat useiden
synnynndisen ja adaptiivisen immuniteetin solujen kanssa, sdddellen positiivisesti tai
negatiivisesti niiden selviytymisti, erilaistumista ja sytokiinineritystd, vahvistaen tai
heikentden immuuniprosesseja (Mocsai 2013, Scapini, Cassatella 2014). Parempi
ymmérrys neutrofiilin fagosomin biokemiasta saattaa auttaa neutrofiilin monien
patologisten ja fysiologisten toimintojen selvittimisessd ja haitallisten vaikutusten
korjaamisessa.
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Kuva 1. A NaOCI vakiokonsentraatio, pH 5.0-7.8. H: taustareaktio 100 ul @: taustareaktio 200 ul A:
taustareaktio 500 ul ¥: taustareaktio 1000 ul @ tapporeaktio 100 pl, NaOCI 0,2 uM 4: tapporeaktio
200 ul, NaOC1 0,2 uM P>: tapporeaktio 500 pl, NaOC1 0,2 uM ®: tapporeaktio 1000 ul, NaOCI 0,2 uM.
B Annosvaste. Tappoprosentti tilavuuden funktiona kussakin pH:ssa 20 minuutin kohdalla.
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Kuva 2. A NaOCl vakioaineméard, pH 5.0-7.8. pH 7.8:n tulokset korvattiin Hidex Chameleonilla
saaduilla vastaavilla mittauksilla. B: taustareaktio 50 ul @: taustareaktio 100 pl A: taustareaktio 200 ul
WV taustareaktio 300 ul @ : tapporeaktio 50 pl, NaOCl 4 uM <«: tapporeaktio 100 ul, NaOCI 2 uM P>:
tapporeaktio 200 ul, NaOCI 1 uM @: tapporeaktio 300 pl, NaOCl 0,67 uM. B Annosvaste.
Tappoprosentti tilavuuden funktiona kussakin pH:ssa 20 minuutin kohdalla.
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Kuva 3. A HO, vakiokonsentraatio, pH 5.0-7.8. M: taustareaktio 50 pl @: taustareaktio 100 ul A:
taustareaktio 200 pl ¥ taustareaktio 300 pl d: tapporeaktio 50 ul, H,O, 100 uM P> tapporeaktio 100
ul, H,0, 100 pM @ tapporeaktio 200 ul, HyO, 100 uM ®: tapporeaktio 300 pl, H,O, 100 uM. B
Annosvaste. Tappoprosentti tilavuuden funktiona kussakin pH:ssa 20 minuutin kohdalla.
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Kuva 4. A H,O; vakioainemiiri, pH 5.0-7.8. H: taustareaktio 50 ul @: taustareaktio 100 ul A:
taustareaktio 200 ul ¥: taustareaktio 300 ul @: tapporeaktio 50 ul, H,O, 200 uM <«: tapporeaktio 100
ul, HoO, 100 uM P> : tapporeaktio 200 pl, HO, 50 uM ®: tapporeaktio 300 ul, H>O, 33 uM. B
Annosvaste. Tappoprosentti tilavuuden funktiona kussakin pH:ssa 20 minuutin kohdalla.
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Kuva 5. A H,O, vakiokonsentraatio, MPO vakiokonsentraatio, pH 5.0-7.8. B: taustareaktio 50 ul @:
taustareaktio 100 pl A: taustareaktio 200 pl V¥ taustareaktio 300 ul @ : tapporeaktio 50 pl, H,O, 100
uM, MPO 0,67 nM 4: tapporeaktio 100 ul, H;O, 100 pM, MPO 0,67 nM P: tapporeaktio 200 pl, H,O,
100 uM, MPO 0,67 nM ®: tapporeaktio 300 ul, HO, 100 uM, MPO 0,67 nM. B Annosvaste.
Tappoprosentti tilavuuden funktiona kussakin pH:ssa 20 minuutin kohdalla.
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Kuva 6. A HO, vakioainemiiri, MPO vakiokonsentraatio, pH 5.0-7.8. H: taustareaktio 50 ul @:
taustareaktio 100 pl A: taustareaktio 200 pl V¥ taustareaktio 300 ul @ : tapporeaktio 50 pl, H,O, 200
uM, MPO 0,67 nM 4: tapporeaktio 100 ul, H;O, 100 pM, MPO 0,67 nM P tapporeaktio 200 pl, H,O,
50 uM, MPO 0,67 nM ®: tapporeaktio 300 ul, H,O, 33 uM, MPO 0,67 nM. B Annosvaste.
Tappoprosentti tilavuuden funktiona kussakin pH:ssa 20 minuutin kohdalla.
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Kuva 1. Tappoprosentti 30 min. kohdalla bakteeripitoisuuden funktiona, reaktiotilavuudet kasvavat
vasemmalta oikealle 50 — 300 pl vililli. l: H,O; vakioainemiérd 10 nmol @: H,O, vakiokonsentraatio
100 uM A : MPO vakiokonsentraatio 0,67 nM, H,O, vakiokonsentraatio 100 upM V¥ : MPO
vakiokonsentraatio 0,67 nM, H,O» vakioaineméird 10 nmol 4: NaOC] vakioaineméairé 0,2 nmol P> :
NaOCl vakiokonsentraatio 2 uM.



