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Aggregatibacter actinomycetemcomitans on gram-negatiivinen bakteeri ja yksi
parodontiittia aiheuttavista bakteereista. Se muodostaa biofilmin ientaskuun
hampaan pinnalle ja aiheuttaa tulehduksen, joka tuhoaa hampaiden tukikudoksia.
Bakteerin ulommalla solukalvolla on HofQ-proteiini, joka todenndkoisesti
kuljettaa DNA:ta solukalvon ldpi ja emHofQ on siitd N-terminaalinen solukalvon
ulkoinen osa. Ulommalla solukalvolla on myds lipopolysakkarideja (LPS), jotka
koostuvat lipidistd ja pitkdstd polysakkaridiketjusta. Polysakkaridissa on
toistojakso, O-antigeeni, jonka rakenne méérad bakteerin serotyypin.

Tutkimuksen tavoite oli selvittdd, voisiko LPS:114 ja HofQ:lla olla merkitysta IL-
8:n sisddnotossa bakteerisolun sisddn. HofQ:sta tutkittiin sen solukalvon ulkoista
osaa, emHofQ:ta. emHofQ:sta tuotettiin kolmea muokattua proteiinia, joissa oli
muutettu aminohappoja kahdesta silmukasta (K134-K139, D164-S167). Nami
kaksi silmukkaa muodostavat pinnan, johon IL-8:n arveltiin sitoutuvan.
Sitoutumiskokeilla testattiin IL-8:n ja IL-1B:n sitoutumista emHofQ-proteiiniin ja
IL-8:n sitoutumista LPS:n eri serotyyppeihin

Sitoutumiskokeet  osoittivat, ettd IL-8 ja IL-1f  sitoutuvat A.
actinomycetemcomitansin emHofQ-proteiinissa kahden silmukan (K134-K139,
D164-S167) muodostamaan pintaan. Lisédksi eri kantojen LPS:iin IL-8 sitoutuu
eri voimakkuuksilla. Sitoutumisen voimakkuus ei ollut riippuvainen serotyypista
tai epdpuhtautena olevien proteiinien tai DNA:n méérista.

Tulosten perusteella ndyttdd siltd, ettd LPS saattaa konsentroida IL-8:a solun
pinnalle, josta HofQ siirtd4 sitd kalvojen véliseen tilaan.

Asiasanat: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, emHofQ, interleukiini-8.
LPS, sytokiini
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LYHENTEET

BSA naudan seerumin albumiini (engl. bovine serum albumin)
DNA deoksiribonukleiinihappo
EMSA elektroforeettinen liikkumisen muuttumismaaritys (engl. electrophoretic

mobility shift assay)
EuLISA europiumvalitteinen immunomaaritysmenetelma (engl. europium-linked
immunosorbent assay)
flp fimbriaalinen pieni proteiini (engl. fimbrial low-mol. weight protein)
HACEK ryhma gram-negatiivisia endokardiittia aiheuttavia, suun patogeenisia

bakteereita

IFN-y interferoni-y, sytokiini

IL interleukiini, sytokiiniryhma

IPTG isopropyyli-B-D-tiogalaktopyranosidi

Kq dissosiaatiovakio

kDa kilodalton, molekyylimassayksikko, 1 Da=1,66053886-1027 kg

LA Luria agar, kasvatusalusta

lac laktoosi-promootteri, aktivoidaan IPTG:lla

LB Luria broth, kasvatusmediumi

LPS lipopolysakkaridi

MHC antigeenia esitteleva solun pintaproteiini (engl. major histocompatibility
complex)

NK-solu luonnollinen tappajasolu (engl. natural killer cell)

PBS fosfaattipuskuroitu suolaliuos (engl. phosphate buffered saline)

PGA poly-N-asetyyliglukosamiini

RANKL osteoklastien erilaistumiseen vaikuttava tekija (engl. receptor activator

of nuclear factor-kB ligand)

SDS natriumdodekyylisulfaatti (engl. sodium dodecyl sulfate)
SOC (engl. super optimal broth with catabolic repressor)

B kasvatusmediumi (engl. Terrific broth)

Th T-auttajasolu (engl. T helper cell)

TNF-a tuumorinekroositekija-a (engl. tumor necrosis factor a)



Treg T-saatelijasolu (engl. T regulatory cell)
TSA kasvatusalusta (engl. tryptic soy agar)

2xTY kasvatusmediumi (engl. Yeast Extract Tryptone)



1. KIRJALLISUUSKATSAUS

1.1 Parodontiitti

Parodontiitti on suun kiinnityskudosten sairaus (kuva 1). Sen oireita ovat veren
vuotaminen ienkudoksesta, kipu, ikenien vetdaytyminen ja hampaiden I6ystyminen.
Ndistd seuraa parodontiittisen ientaskun kehittyminen. (Henderson ym. 2010)
Parodontiittia edeltdava, lievin iensairauden muoto on ientulehdus, jossa hampaan
pinnalla esiintyva biofilmi aiheuttaa tulehduksen. Maailmanlaajuisesti yli puolet
ihmisista karsii ientulehduksesta. lentulehdusta seuraa alveoliluun ja sidekudoksen
havidminen, jolloin kyse on parodontiitista. (Pihlstrom ym. 2005) Ruotsissa ja USA:ssa
tehdyissa tutkimuksissa parodontiittia esiintyi noin puolella aikuisvdestdsta ja Saksassa
Iahes kaikilla. Maailmanlaajuisesti vakavaa parodontiittia arvioidaan esiintyvan 11 %:lla
maailman vaestosta. (Slots 2017) Parodontiitille altistavat mm. tupakointi, ylipaino ja

ikdantyminen (Hajishengallis 2014).
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Kuva 1 Parodontiitti verrattuna terveeseen kudokseen. Parodontiitissa hampaan pinnalla on bakteerien
muodostama hammasplakki eli biofilmi, joka aiheuttaa ikeniin tulehduksen. Tulehduksesta seuraa hampaan
kiinnityskudosten ja luun hajotus ja hampaan I8ystyminen. Kuva piirretty (Darveau 2010) mukaan.

Parodontiittia aiheuttavat useat bakteerit yhdessa. Ne muodostavat biofilmin

hampaan pinnalle, ientaskuun. (Pihlstrom ym. 2005; Henderson ym. 2010;



Hajishengallis 2014) Hampaan pinnalla esiintyvada hammasplakkia kutsutaan biofilmiksi.
lentaskussa esiintyva bakteeribiofilmi aiheuttaa isannassaan tulehduksen, joka tuhoaa
hampaiden tukikudoksia. Proteolyyttisid, kudoksia tuhoavia entsyymeja vapauttavat
seka bakteerit ettd isantd. (Pihlstrom ym. 2005) Sairauden myohaisessd vaiheessa
osteoklastit hajottavat luuta. Hoitamattomana parodontiitista voikin seurata jopa
hampaiden menetys. (Hajishengallis 2014) Parodontiittia aiheuttavista bakteereista
monet ovat gram-negatiivisia ja anaerobisia. Parodontiitissa usein esiintyvia
bakteereita ovat mm. Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythensis ja Treponema denticola

(Pihlstrom ym. 2005; Henderson ym. 2010; Hajishengallis 2014).

Parodontiitti edesauttaa myds muissa kuin suun sairauksissa. Tallaisia ovat
ateroskleroosi, sydansairaudet, diabetes, rasvamaksa, nivelreuma ja
raskauskomplikaatiot. (Henderson ym. 2010; Komazaki ym. 2017) Parodontiitin hoito

vahentaa diabeteksen haitallisia vaikutuksia (Graziani ym. 2017).

Parodontiittia voidaan hoitaa kirurgisesti, kirurgittomin menetelmin ja suuhygieniasta
huolehtimisella. (Graziani ym. 2017) Parodontiitin hoidon pohjan luo suuhygieniasta
huolehtiminen eli hampaiden ja hammasvalien huolellinen puhdistus ja
fluorihammastahnan kaytté. Se ei kuitenkaan yksindan riita parodontiitin
pysdyttamiseen. Hammaslaakarin vastaanotolla biofilmia ja hammaskivea voidaan
poistaa hampaan pinnalta ja ientaskusta mekaanisesti raaputtamalla. Kirurgisia
toimenpiteitd voidaan kayttaa apuna silloin, jos ikenien tulehtunut pehmytkudos estaa
pdasyn hampaan juureen. Kun pehmytkudos on pois tieltd, saadaan biofilmi ja
hammaskivi poistettua ja hampaan harjaus onnistuu paremmin. Kliinisten
toimenpiteiden jalkeiselld suuhygienialla on suuri merkitys hoidon onnistumiselle, silla
bakteerien kolonisaatio hampaiden pinnalla alkaa pian toimenpiteiden jalkeen
uudelleen. Tupakointi paitsi altistaa parodontiitille, my6s heikentda hoitojen
onnistumista merkitsevasti tupakoimattomiin verrattuna. Myods vylipaino heikentaa

parantumista kirurgittomien toimenpiteiden jalkeen. (Graziani ym. 2017)



1.2 Biofilmi

Biofilmi (kuva 2) on bakteerien kasvuymparistd. Biofilmin kuivamassasta usein vain alle
10 % on itse mikrobeja. Bakteerien lisaksi biofilmissa on bakteerien erittamia
komponentteja kuten proteiineja, DNA:ta ja sokerimolekyyleja. Myds isantdorganismi
saattaa erittda biofilmiin materiaalia ja materiaalia vapautuu biofilmiin myds solujen
hajotessa. Biofilmin mikrobit voivat kayttaa biofilmin molekyyleja ravinnoksi ja DNA:ta
horisontaaliseen geeninsiirtoon. Biofilmin  sisdltamat biopolymeerit pitavat
bakteerisolut toistensa laheisyydessda, mikda mahdollistaa bakteerisolujen valisen

kommunikoinnin. (Flemming ja Wingender 2010) Biofilmi voi muodostua seka elaville

ettd elottomille pinnoille (Hall ja Mah 2017).

\\\

A Y "*%  BIOFILMI KOOSTUU
‘ ﬁ Bakteereista (~10%)
®

%, DNA:sta

Polysakkarideista

Ineista

Kuva 2 Bakteeribiofilmi. Bakteeribiofilmi koostuu bakteereista ja niiden erittimistéd komponenteista. Biofilmissd on
bakteereita vain noin 10 % ja niitd voi olla montaa eri lajia. Bakteerien lisdksi biofilmissé on DNA:ta, polysakkarideja
ja erilaisia proteiineja. Jos kyse on patogeenisesta biofilmistd, on biofilmissd sekd bakteerien ettd isdntdorganismin
erittdmdd materiaalia.

Biofilmissa eldad useita mikrobilajeja yhdessa ja Ihmisten suussa esiintyy noin 700 eri

bakteerilajia. (Kolenbrander ym. 2010)

Biofilmissd eldavat bakteerit ovat vapaana liuoksessa eldvida bakteereita
vastustuskykyisempia antimikrobisille molekyyleille kuten antibiooteille. (Hall ja Mah
2017) Biofilmi haittaa antimikrobisten aineiden tunkeutumista biofilmiin. (Costerton
ym. 1999; Llama-Palacios ym. 2017) Syyna on se, etta bakteeribiofilmin soluvaliaineen
polymeerit hidastavat diffuusiota ja kaikkien aineiden liikkuminen biofilmissd on
hitaampaa kuin vedessa. Antibiootin biofilmiin tunkeutumiskyky riippuu seka
antibiootista ettd biofilmistd, johon se on tunkeutumassa. Antimikrobinen aine
saatetaan my0s tehda vaarattomaksi biofilmin uloimmissa kerroksissa ennen kuin se
kulkeutuu diffuusiolla syvemmalle biofilmiin. N&in kay esimerkiksi reaktiivisille

oksidanteille, mika saattaa selittda fagosyyttisten solujen kykenemattomyyttd tuhota
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biofilmin organismeja. (Costerton ym. 1999) Biofilmin soluviliaine suojaa myods

immuunisoluilta (Lewis 2008).

Biofilmi on bakteerille erilainen kasvuympadristd verrattuna vapaana liuoksessa
elamiseen. Biofilmissd elaminen vaikuttaakin proteiinien tuotantoon. Biofilmissa
bakteerilla on hitaampi aineenvaihdunta, joten aineenvaihduntaan, biosynteesiin ja
kuljetukseen liittyvia proteiineja tuotetaan vdahemman ja immunogeenisia ja
virulenssia aiheuttavia proteiineja puolestaan tuotetaan enemman kuin liuoksessa
elavilla bakteereilla. (Llama-Palacios ym. 2017) Biofilmin bakteerisolut kasvavat ja

jakaantuvat hitaammin kuin liuoksessa eldvat bakteerisolut (Lewis 2008).
1.3 Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, aiemmalta nimeltddan Actinobacillus
actinomycetemcomitans, on ihmisilla ja muilla kadellisilla esiintyva gram-negatiivinen
suun patogeeni. Se kasvaa parhaiten aerobisessa ymparistdssa, jossa on hiilidioksidia
5-10 %. Se on sauvabakteeri, tosin lyhyissa kasvatuksissa bakteeri esiintyy usein
pyoredssa muodossa. A. actinomycetemcomitans on yksi parodontiittia aiheuttavista
bakteereista ja on usein aiheuttamassa nimenomaan taudin vakavaa muotoa.

(Henderson ym. 2002, 2010)

A. actinomycetemcomitans on yksi HACEK-ryhman bakteereista. Ryhman nimi tulee
sithen kuuluvien sukujen alkukirjaimista. Sukuja ovat Haemophilus, Aggregatibacter,
Cardiobacterium, Eikenella ja Kingella. Ne ovat kaikki gram-negatiivisia, hitaasti
kasvavia bakteereita, jotka kolonisoivat suuonteloa. Ne voivat aiheuttaa ihmiselld

tulehduksellista endokardiittia eli sydanlappien tulehdusta. (Paturel ym. 2004)

A. actinomycetemcomitans kolonisaatio vaikuttaa diabeteksen ja alkoholista
riippumattoman rasvamaksan syntyyn. Potilailta mitattujen anti-Aa IgG vasta-aineiden
maara seerumissa korreloi positiivisesti viskeraalisen eli vatsaontelossa esiintyvan
rasvan maaran, plasman insuliinin maaran paastossa ja insuliiniresistenssin kanssa.

(Komazaki ym. 2017)

Yksi tarkeimmista A. actinomycetemcomitansin virulenssimekanismeista on sen kyky

tarttua tiukasti pinnoille (esim. hammas, lasi tai muovi) ja toisiinsa. lman tata kykya ne



eivat pystyisi kolonisaatioon. Juuri eristetyt kannat muodostavat agarille pienia,
tiukasti tarttuvia (karkeat), tahden muotoisia pesakkeitd. Kasvatusliuoksessa ne
tarttuvat tiukasti astian pohjaan tai toisiinsa. Adheesiosta vastaavat pitkat fibrillit, jotka
koostuvat 6,5 kDa Flpl-proteiineista (engl. fimbrial low-mol. weight protein).
Tarttumiselle tarked geeniklusteri on tad (engl. tight adherence), joka koodaa Flpl:n
eritysjarjestelmaa. Laboratorio-olosuhteissa A. actinomycetemcomitans muuttaa
fenotyyppidaan ja menettdaa kykynsa tarttua pintoihin ja muodostaa agarille helposti

irtoavia (sileitd) pesakkeitd. (Henderson ym. 2002)

A. actinomycetemcomitansilla on myds muita virulenssitekijoita. Na&aita ovat
esimerkiksi LPS (lipopolysakkaridi) ja toksiinit kuten leukotoksiinit ja CDT (engl.
cytolethal distending toxin). Bakteerit kuten kaikki eldaman muodot tarvitsevat
selviytyakseen rautaa. A. actinomycetemcomitansilla esiintyykin rautaa sitovia
proteiineja, joilla on my6s havaittu olevan virulenttisia ominaisuuksia.
A.actinomycetemcomitans vaikuttaa myds isannan kudoksiin edistamalla osteoklastien
toimintaa ja estamalld osteoblastien aktivaatiota. Jotkut kannat kykenevdt myds
tunkeutumaan isdnnan soluihin (Henderson ym. 2010). Eri A.
actinomycetemcomitansin kantojen valilla on n.16% ero perimdssdadn ja ne eroavat
my0Os tuottamiensa virulenssitekijoiden osalta (Poulsen ym. 1994; Kittichotirat ym.

2016). Toiset kannat ovatkin virulentimpia kuin toiset.

Osa A. actinomycetemcomitans kannoista on luontaisesti kompetentteja eli kykenevia
ottamaan sisddansa DNA:ta. Kompetentteja kantoja on serotyypeissa a, d ja e. (Fujise

ym. 2004; Kittichotirat ym. 2011)

1.4 Luonnollinen kompetenssi

Kompetenttius tarkoittaa sita, ettd bakteeri kykenee ottamaan ymparistéstaan DNA:ta
ja liittdmaan sen osaksi perimdansa. Tatda tapahtumaa kutsutaan myo0s
transformaatioksi tai horisontaaliseksi geeninsiirroksi. (Seitz ja Blokesch 2013; Munita
ja Arias 2016) DNA:n rekombinaatio bakteerin genomiin voi tapahtua vain jos
genomissa on liitettavan DNA:n kanssa tarpeeksi identtistd sekvenssia. Horisontaalista
geeninsiirtoa voidaan kayttda vahingoittuneen genomin korjaamiseen tai bakteerin

evoluutioon. (Veening ja Blokesch 2017) Transformaation, jossa solu ottaa



ulkopuoleltaan paljasta DNA:ta, lisdksi tapoja solun ulkopuolisen DNA:n
vastaanottamiselle on virusvalitteinen transduktio ja bakteerien ”seksi” eli konjugaatio.
Horisontaalinen geeninsiirto on tarkein bakteerien evoluution ajaja. (Munita ja Arias

2016)

Horisontaalisen geeninsiirron avulla esimerkiksi vastustuskyky antibiooteille siirtyy
bakteerilta toiselle ja on tullut maailmanlaajuiseksi ongelmaksi. WHO onkin nimennyt
mikrobien  vastustuskyvyn antibiooteille yhdeksi 2000-luvun vakavimmista

terveysuhista (Munita ja Arias 2016)

Ympdristossd oleva DNA on usein pilkkoutunutta, jolloin sitd ei voida liittda osaksi
perimda. Se on myds usein perdisin luonnonvalinnan kautta kuolleista bakteereista,
joiden DNA sisaltdaa keskimadardista enemman mutaatioita eikd sen liittdmisesta
perimdan ole bakteerisolulle hyotya. Luonnollista kompetenssia voidaan kayttaa
geneettisen muuntumisen lisdaksi ravinnon hankintaan. Bakteerisolun sisddn otettua
DNA:ta voidaan hyodyntaa kierrattamallda nukleotidit bakteerisolun omaan DNA-
synteesiin tai kdyttdd metaboliaan (Veening ja Blokesch 2017). Kuvassa 3 on

yhteenveto horisontaalisesta geeninsiirrosta.

aineenvaihduntaan

Integraatio
perimaan
Kayttd

materiaalina

Kuva 3 Horisontaalinen geeninsiirto. Horisontaalisessa geeninsiirrossa DNA-palanen otetaan solun ulkopuolelta
sisdpuolelle. Sisddn otettu DNA voidaan liittdd perimddn jos genomista I6ytyy liitettévin DNA:n kanssa tarpeeksi
identtistd sekvenssid. Sisdidn otettu DNA voidaan myds hajottaa ja kdyttdd joko materiaalina uuden DNA:n
muodostamiseen tai kdyttdd aineenvaihdunnassa. Gram-negatiivisilla bakteereilla on kaksi solukalvoa, joten myds
DNA:n sisddnotto on kaksivaiheinen.
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Useat ympadriston tilat voivat aktivoida bakteerin ottamaan DNA:ta solun ulkopuolelta.
Tallaisia ovat muun muassa ympariston korkea solutiheys, pH:n muutos,
replikaatiostressi ja jotkin antibiootit. Jotkin bakteerit voivat myos erittda aineita, jotka
tappavat muita bakteereita, jos niilla ei ole mekanismeja suojautua ndita aineita
vastaan. Talléin vapautuva DNA ei ole vield pilkkoutunut ja sisdltda useita geeneja ja
genomisia saarekkeita, jotka saalistajasolu voi liittda genomiinsa. (Veening ja Blokesch

2017)
1.5 HofQ ja DNA:n sisdanotto

HofQ on A. actinomycetemcomitansilla ulommalla solukalvolla esiintyva Sekretiini-
perheen kanavaproteiini, joka todenndkdisesti kuljettaa DNA:ta bakteerin ulomman
solukalvon lapi sisaan. Sekretiinit ovat superperhe homo-oligomeerisia, tynnyrimaisia
kanavaproteiineja. (Tarry ym. 2011) HofQ:lle 16ytyy homologeja monilta muilta gram-
negatiivisilta bakteereilta, mika osoittaa DNA:n sisddanoton eli horisontaalisen
geeninsiirron  tarkeyden  bakteereille  (Palchevskiy ja  Finkel 2006). A.
actinomycetemcomitansin HofQ:n homologeja gram-negatiivisilla bakteereilla ovat
HofQ esim. Echerichia colilla, ComE esim. Haemophilus influenzaella ja PilQ esim.

Neisseria gonorrhoeaella. (Palchevskiy ja Finkel 2006; Tarry ym. 2011)

A. actinomycetemcomitansilla, kuten muillakin gram-negatiivisilla bakteereilla, on kaksi
solukalvoa, sisempi ja ulompi, joten myds DNA:n sisddanotto soluun on kaksivaiheinen
(Zijnge ym. 2012). HofQ on 12-14 monomeerin muodostama kanava ulommalla
solukalvolla. Sen solukalvon ulkoisen osan (engl. extra-membranous domain, emHofQ)
on todistettu sitovan DNA:ta (Tarry ym. 2011). Tama viittaa siihen, ettd HofQ-proteiini
osallistuu DNA:n sisdanottoon (Tarry ym. 2011) kuten homologit muilla gram-
negatiivisilla bakteereilla (Palchevskiy ja Finkel 2006). HofQ:n siirrettya DNA:n kalvojen
viliseen tilaan Com-proteiinikompleksi yhdessa PilABCD-kompleksin kanssa siirtaa
DNA:n edelleen kalvojen valisestd tilasta bakteerisolun sisdan (Zijnge ym. 2012).

Kuvassa 4 on kuva koneistosta, jolla DNA otetaan solun sisaan.
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Kuva 4 HofQ:n merkitys DNA:n sisénotossa A.actinomycetemcomitansilla. HofQ siirtdé DNA:n solun
ulkopuolelta kalvojen viliseen tilaan, josta Com- ja Pil-proteiinikompleksit siirtédvét ne edelleen solun sisddn.
Tarkkaa mekanismia ei tunneta. Punainen nuoli kuvaa DNA:n reittid solun sisédn. Kuva piirretty Zijnge ym.,
(2012) mukaan

1.6 Sytokiinit

Sytokiinit eli tulehduksenvalittdjaaineet ovat isannan, esim. ihmisen erittamia
glykoproteiineja. Ne saatelevat immuunipuolustuksen toimintaa. Sytokiineilla solut
voivat viestid laheisille soluille (parakriininen viestintd), kaukana oleville soluille
(endokriininen viestintd) ja itselle (autokriininen viestintd). Sytokiinit voivat aiheuttaa
isdnndssa kudostuhoa, jos reaktio taudinaiheuttajaan tai muuhun tulehdusreaktion
laukaisevaan tekijaan on liian voimakas. Ndin kdy myds parodontiitissa. Toisaalta jotkut
sytokiinit suojelevat kudoksia. Jotkin l3adkeaineista kohdistavatkin vaikutuksensa
vahingollisiin sytokiineihin. (Garlet 2010; Holdsworth ja Can 2015; Groeger ja Meyle
2019) Luukatoa esiintyy tulehduksessa, jos tulehdusta edistavat sytokiinit padsevat

kudokseen luun l3helle tarpeeksi suuressa konsentraatiossa. Tulehdusta estavilla
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sytokiineilla on pédinvastainen vaikutus. (Cochran 2008) Sairauden seurauksen maaraa
tasapaino tulehdusta edistdvien ja estavien sytokiinien vaikutusten valilla (Dinarello

2000). Eri sytokiineja tuotetaan eri valkosoluissa (Akdis ym. 2016).

IFN-y (interferon-gamma) on 20-25 kDa kokoinen dimeerinen proteiini. IFN-y aktivoi
fagosyyttiset solut kuten makrofagit (Garlet 2010; Dembic 2015a). Se edesauttaa
tulehduksellisten sytokiinien tuotantoa ja aiheuttaa siten tulehdusreaktion A.
actinomycetemcomitansin ~ seurauksena. IFN-y:aa  esiintyy  suuria  maaria
parodontiittisissa taskuissa (Garlet 2010). IFN-y:aa tuottavat Thl-solut ja NK-solut
(Dembic 2015a; Akdis ym. 2016). IFN-y saa aikaan TNF-a:n (eng. tumor necrosis factor -
alpha) ja IL-1B:n (eng. interleukin -1 beta) tuotannon (Garlet 2010). Eri tutkimuksissa
on saatu ristiriitaisia tuloksia siitd, stimuloiko IFN-y osteoklastien muodostusta
aiheuttaen kudostuhoa vai estddko se osteoklastien toimintaa (Cochran 2008; Garlet

2010). Parodontiitissa IFN-y estaa osteoklastien muodostusta (Graves 2008).

TNF-a on 17 kDa kokoinen proteiini. Se esiintyy liuoksessa paaosin homotrimeerina,
jonka koko on 52 kDa. Trimeerinen muoto TNF-a:sta on noin 8 kertaa niin aktiivinen
kuin monomeerinen muoto. (Smith ja Baglioni 1987) TNF-a on Th1-solujen tuottamaa
(Dembic 2015b). TNF-a on merkittava luukatoa aiheuttava sytokiini parodontiitissa

(Graves 2008).

Interleukiineja (IL) on seka kudostuhoa edistavia (IL-8, IL-6 ja IL-1B) ettad hidastavia (IL-
10) (Cochran 2008; Garlet 2010). Interleukiineja tuotetaan monissa eri soluissa, niin

valkosoluissa kuin kudostenkin soluissa (Dembic 2015c; Akdis ym. 2016).

IL-10 on homodimeeri, jonka koko on 18 kDa (Dembic 2015c). Yksi monomeeri
muodostuu kuudesta a-kierteesta. IL-10:td tuottavat monet solut kuten Thl-, Th2-,
Th17- ja Treg- solut, makrofagit, monosyytit ja B-solut. (Trivella ym. 2010) IL-10 on
tulehdusta estava sytokiini. Se tukahduttaa tulehdusta edistavien sytokiinien TNF-a,
IFN-y, IL-1B, IL-6 ja IL-8 tuotannon. (Dinarello 2000; Walter 2014; Dembic 2015c¢) IL-10
edistdd T-lymfosyyttien erilaistumista Th2-soluiksi ja estdaa Thl-solujen kehitysta
(Dembic 2015c). IL-10 estdad yhdessd IFN-y:n kanssa osteoklastien muodostusta

parodontiitissa (Graves 2008).
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IL-8 on pieni, n. 84 kDa kokoinen sytokiini/kemokiini. Se koostuu lyhyestda N-
terminaalisesta osasta, kolmesta B-laskoksesta ja C-terminaalisesta a-kierteesta
(Baggiolini ja Clark-Lewis 1992; Dembic 2015d). IL-8 sitoutuu reseptoriinsa
monomeerind, mutta muodostaa helposti myds dimeereja, varsinkin korkeissa
pitoisuuksissa  (Fernando ym. 2004). IL-8:a tuotetaan  monissa  niin
immuunipuolustuksen kuin muissakin elimistdn soluissa, suussa myods odontoplasteissa
ja keratinosyyteissa (Levin ym. 1999; Akdis ym. 2016; Groeger ja Meyle 2019). IL-8 on
tulehdusta edistava sytokiini (Dinarello 2000), jonka tuotto liittyy vahvasti kudoksissa
esiintyvaan infektioon ja tulehdukseen (Huang ym. 1999). IL-8 on suun terveydelle
tarked kemokiini. Se auttaa immuunisoluja siirtymaan ienkudokseen ja auttaa niita
tarttumisessa. Se myos auttaa kudosten uudelleenmuodostumisessa ja verisuonten
muodostumista  (Groeger ja Meyle 2019). Terveessd ikenessa IL-8:n
konsentraatiogradientti johdattaa fagosyyttiset solut kohti ientaskua, mutta
parodontiittisessa kudoksessa tama mekanismi on hairiintynyt (Tonetti ym. 1994,

1998).

IL-6 on yksiketjuinen sytokiini, joka on 21-28 kDa kokoinen glykoproteiini. Se on
rakenteeltaan neljan pitkdan a-kierteen muodostama nippu. (Ataie-Kachoie ym. 2014)
IL-6 on tulehdusta edistava sytokiini. Se edistaa B-solujen ja Th1l7- ja Th22-solujen
kehitysta ja jakautumista. (Dembic 2015c¢; Akdis ym. 2016) Tulehdusta edistavien
vaikutusten lisaksi IL-6:lla on my0ds tulehdusta estavia vaikutuksia (Ferguson-Smith ym.
1988). IL-6:ta tuottavat muun muassa Th2-solut, monosyytit, makrofagit ja
keratinosyytit (Dembic 2015e; Groeger ja Meyle 2019). IL-6 aiheuttaa luun hajotusta

parodontiitissa (Graves 2008).

IL-1B tuotetaan inaktiivisessa muodossa ja aktivoidaan katkaisemalla kaspaasi-1:lla.
Aktiivinen IL-13 monomeeri on kooltaan 17 kDa ja on prekursorin C-terminaalisessa
padssa. (Hailey ym. 2009) IL-1B:aa tuottavat ainakin makrofagit ja keratinosyytit
(Dembic 2015c¢; Groeger ja Meyle 2019). IL-1B saa aikaan tulehdusta edistavien
proteiinien tuotannon ja Th17-solujen tuotannon ja edesauttaa IL-10 tuottoa (Akdis

ym. 2016).
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Kuten edelld nahtiin, sytokiinit jaetaan tulehdusta edistaviin ja estaviin. Sytokiinit myos
vaikuttavat toisten sytokiinien tuotantoon. Kuvassa 5 on yhteenveto tassa pro gradu

tutkielmassa kasitellyista sytokiineista.

SYTOKIINIT TULEHDUKSESSA

TULEHDUSTA TULEHDUSTA
EDISTAVAT ESTAVAT
SYTOKIINIT SYTOKIINIT

@-\@

O
Ku 00//

ha10|tus

Kuva 5 Sytokiinit tulehduksessa. Eri sytokiineilla on eri tehtdvid tulehduksessa. Osa edistdd tulehdusta kun taas osa
estdd sitd. Sytokiinit vaikuttavat toistensa expressioon. Kuvassa sininen viiva merkitsee estdvdd vaikutusta, kun taas
punainen nuoli merkitsee edistdvdéd vaikutusta. Tarpeeseen ndhden liian suuresta tulehdusreaktiosta seuraa
kudostuhoa.

1.7 Immuunireaktion alkaminen ja sytokiinien merkitys siina

Immuunireaktio alkaa kun kudoksessa esiintyy bakteerien aiheuttamia vaurioita ja
dendriittisolu esittelee pinnallaan uutta peptidid. Naiivi lymfosyytti tunnistaa
dendriittisolun esitteleman peptidin ja aktivoituu, jos muut tekijat kuten Th-solujen
antamat signaalit ja sytokiinit suosivat aktivoitumista. Dendriittisolu tuottaa
interleukiineja, jotka voivat auttaa lymfosyyttia jakaantumaan. (Garlet 2010; Dembic

2015f)

Lymfosyytteja on B- ja T-lymfosyytteja. T-lymfosyytit ovat aluksi naiiveja, mutta voivat
jakaantua erityyppisiksi T-lymfosyyteiksi. Eri T-lymfosyytteja ovat Thl, (T-auttaja 1,
engl. T helper 1) Th2, Th9, Th17, Th22 ja Treg (T- saatelija, engl. T regulatory). Eri

lymfosyytit tuottavat eri sytokiineja. Thl solut erittavat sytokiineja IL-2 ja IFN-y ja Th2
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solut sytokiineja IL-3, IL-4. IL-5, IL-6, IL-10 ja IL-13. Th9-solut puolestaan tuottavat IL-
9:33, Thl7 solut IL-17:ta ja Th22-solut IL-22:ta. Thl-solut usein edesauttavat
tulehdusreaktiota ja liittyvat myos kudostuhoon kun taas Th2-solut estdvat

tulehdusreaktiota. (Garlet 2010; Dembic 2015f)

Treg-solut ovat kehittyneet normaaleista T-soluista, jotka ovat siirtyneet lepotilaan
lilan aikaisin. Ne eivat enda kykene auttamaan naapurisoluja kasvussa ja kehityksessa

vaan painvastoin tukahduttavat niita. (Dembic 2015f)

T-lymfosyytit tuottavat sytokiineja. Mutta sytokiinit myos sdatelevat T-lymfosyyttien
toimintaa (taulukko 1). Sytokiinit IL-2, IL-12, IL-18, IL-27 ja IFN-y vaikuttavat naiivien T-
lymfosyyttien kehitykseen Thl-soluiksi. Sytokiini IL-4 puolestaan vaikuttaa Th2-solujen
kehitykseen, sytokiinit IL-2, IL-4 ja TGF-B Th9 solujen kehitykseen ja TGF-B, IL-6, IL-1, IL-
21 ja IL-23 Th17 solujen kehitykseen. Th22 solujen kehitysta edistavat IL-2, IL-6 ja TNF.
Treg solujen kehitykseen ja selviytymiseen puolestaan vaikuttavat TGF-B, IL-10 ja IL-2.

(Dembic 2015e; Deng ym. 2017)

Taulukko 1 T-soluihin liittyvdt sytokiinit. Sytokiinit auttavat T-solujen erilaistumisessa. Erilaistuneet T-solut
puolestaan tuottavat lisGd sytokiineja. Taulukossa keskelld ndkyy T-solutyyppi. Solutyypin vasemmalla puolella
ndkyvdt sytokiinit jotka edesauttavat naiivin T-solun erilaistumista kyseiseksi solutyypiksi. Solutyypin oikealla
puolella puolestaan ndkyvdt sen tuottamat sytokiinit.

Erilaistumiseen

valkuttavat sytokilnit Solutyyppi Tuotetut sytokiinit

IL-2, IL-12, IL-18, IL-27 ja .

IFNy - Thl - IL-12 ja IFN-y
IL-3, IL-4, IL-5,

L4 : Th2 : IL-10, IL-13

IL-2, IL-4 ja TGF-B ) Tho ) IL-9

TGF-B, IL-6, IL-1, IL-21 ja

IL-23 —) Th1l7 ) IL-17

IL-2, IL-6 ja TNF ) Th22 ) IL22

TGF-B, IL-10 ja IL-2 —) Treg —) IL-10 ja TGF-B

Dendriittisolut  esittelevat  antigeeneja =~ MHC-molekyyleihin ~ (engl.  major
histocompatibility complex) liittyneend. MHC molekyyleja on kahta eri tyyppia, | ja Il.

Fagosytoidut antigeenit ja niiden peptidit dendriittisolu esittelee tyypin I MHC-
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molekyylissa. CD4 T-solut tunnistavat tyypin Il ja CD8 T-solut tunnistavat tyypin | MHC-

molekyyliin liittyneet peptidit. (Dembic 2015f)

Suussa on dendriittisolujen lisaksi myds muita soluja, jotka pystyvat esittelemaan
antigeeneja. lkenien epiteelissd on Langerhanssin soluja. Ne esittelevat antigeeneja
tyypin Il MHC-molekyyliin liitettyna. Syvemmalla ienkudoksessa on muita antigeeneja

esittelevia soluja. (Hovav 2014; Wilensky ym. 2014)
1.8 Gram-negatiivisen bakteerin solukalvon rakenne

Gram-negatiivisen bakteerin solukalvo (kuva 6) koostuu kahdesta lipidikaksoiskalvosta,
sisemmasta ja ulommasta solukalvosta. Ndiden kalvojen valiin jaa kalvojen valinen tila,
jossa sijaitsee peptidoglykaanitukiranka. (Bertani ja Ruiz 2018) Peptidoglykaani on
polysakkaridiketju ja gram-positiivisilla bakteereilla se on solun uloin kerros. Gram-
negatiivisilla soluilla esiintyy peptidoglykaanitukirangan paalla viela ulompi solukalvo.

(Rajagopal ja Walker 2017; Bertani ja Ruiz 2018)

Ulompi solukalvo on asymmetrinen kalvo, jonka periplasminen puoli koostuu
fosfolipideistd ja solun ulkoinen puoli suurimmaksi osaksi lipopolysakkarideista (LPS).
Lipopolysakkaridit koostuvat lipidiosasta ja siihen liittyneesta polysakkaridiketjusta. Ne
muodostavat solun pinnalle polysakkaridikapselin, jota voidaan ajatella viela yhtena

solukalvon kerroksena. (Benso 2017)

Ulomman solukalvon tehtava on kontrolloida liukoisten aineiden kulkua sisdan ja ulos
solusta (Benso 2017). Ulomman solukalvon ansiosta gram-negatiiviset bakteerit ovat
gram-positiivisia bakteereita vastustuskykyisempia antibiooteille (Lewis 2008; Hall ja
Mah 2017). Lipidien ja LPS:n lisdksi solukalvolla esiintyy proteiineja. Osa proteiineista
ulottuu lapi koko ulomman solukalvon kun taas osa on solukalvoon liittyneena
ulottumatta kuitenkaan kalvon ldpi. Osa proteiineista on kanavaproteiineja, jotka

kuljettavat molekyyleja solukalvon lapi. (Raetz ja Whitfield 2002; Smith ym. 2015)
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Kuva 6 Gram-negatiivisen bakteerin solukalvon rakenne. Gram-negatiivisella bakteerilla on kaksi solukalvoa, sisempi
ja ulompi. Solukalvojen vilissé on peptidoglykaanitukiranka. Ulomman solukalvon ulompi lipidikerros muodostuu
LPS:std.

1.9 LPS

LPS on valttamaton gram-negatiivisille bakteereille. Se muodostaa ensimmaisen linjan
puolustuksessa ulkoisia uhkia vastaan. Sen muodostama paksu, hydrofiilinen rakenne
ja negatiivinen varaus estdavat monia pienia, hydrofobisia molekyyleja lapdisemasta

solukalvoa. Naistd osa on antimikrobisia molekyyleja. (Bertani ja Ruiz, 2018)

LPS muodostaa gram-negatiivisen bakteerin uloimman kerroksen. Se on solun pinnan
molekyyli, joka koostuu lipidiosasta (lipidi A) ja polysakkaridiosasta (kuva 7).
Polysakkaridiketju jaetaan ydinosaan ja O-antigeenitoistojaksoon (Masoud ym. 1991;
Miller-Loennies ym. 2003; Bertani ja Ruiz 2018). Ydinosa koostuu Kdo-yksikoista (engl.
3-deoxy-D-manno-oct-2-ulosonic acid), heptooseista ja heksooseista (Heinrichs ym.

1998; Bertani ja Ruiz 2018).

Lipidi A on glykosamiinifosfolipidi ja se muodostaa suuren osan gram-negatiivisten
bakteerien ulomman solukalvon ulommasta lipidikerroksesta. Eri bakteerilajeilla lipidi
A:n rakenteessa on pienia eroja. Glukosamiinirakenteeseen on eri lajeilla liittynyt eri
rasvahappoja ja fosforyloinnissa voi olla vaihtelua. Eroja on myds amiinien maarissa ja
glukosamiiniin joillain lajeilla kiinnittyneissd sokerirakenteissa. (Masoud ym. 1991;
Raetz ja Whitfield 2002; Bertani ja Ruiz 2018) A. actinomycetemcomitansin lipidi A
koostuu 1,6-glukosamiini disakkaridista, jonka molempiin sokereihin on liittyneena

fosforiryhmat ja rasvahappoja. A. actinomycetemcomitanssilla yleisimmassa lipidi A:n
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rakenteessa on suoraan sokerimolekyyleihin liittyneend yhteensd nelja 3-
hydroksimyristiinihappoa molempien sokerien 3-hiiliin ja aminoryhmiin. Ensimmaisen
sokerin rasvahappojen 3-hiiliin on liittyneend vielda kaksi myristiinihappoa
esterisidoksella. Sokeri on s0020 resrefama, jonka 6-hiileen polysakkaridiketju on Kdo-
yksikdiden valitykselld liittynyt. Rasvahappojen paikat A. actinomycetemcomitansin
lipidi A:ssa saattavat vaihdella. Lisaksi Lipidi A:ssa esiintyy jonkin verran myds

palmitiinihappoa. (Masoud ym. 1991)

Ydinosa koostuu Kdo vyksikoistd, heptooseista ja heksooseista. Kdo tai joissain
tapauksissa sen johdannainen Ko (engl. D-glycero-D-talo-oct-ulosonic acid) on ainoa
molekyyli, joka loytyy kaikista LPS:n ydinosista (Raetz ja Whitfield 2002). Se jaetaan
sisempdan ja ulompaan ydinosaan. Sisemman ydinosan rakenne on hyvin
konservoitunut, mutta ulommassa ydinosassa on enemman vaihtelua. Escherichia
colilla on Kdo-yksikdihin liittyneena kahden heptoosin ketju, joista toisen sivuketjuna
on kolmas heptoosi. Ndama kolme heptoosia muodostavan sisemman ytimen. Ulompi
ydinosa sisaltaa heksooseja, kuten glukooseja ja galaktooseja seka heptoosin. (Bertani
ja Ruiz 2018) Ydinosaan voidaan myos liittda fosforiryhmia ja muita sokereita
(Heinrichs ym. 1998; Raetz ja Whitfield 2002). A. actinomycetemcomitansilla
ydinosassa esiintyy D-glukoosia, D-galaktoosia, D-glycero-D-manno-heptoosia ja L-
glycero-D-manno-heptoosia (Masoud ym. 1991; Perry ym. 1996a). LPS:n ydinosan
jalkeen on O-antigeenitoistojakso (Raetz ja Whitfield 2002; Bertani ja Ruiz 2018). O-
antigeenitoistojakso  on  polysakkariditoistojakso, jonka rakenne  maaraa
A.actinomycetemcomitansin LPS:n serotyypin (Perry ym. 1996b, a; Kaplan ym. 2001;
Takada ym. 2010).
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Kuva 7 LPS:n rakenne. LPS-koostuu lipidi A:sta, ydinosasta ja O-polysakkaridista. Lipidi A on glukosamiinifosfolipidi,
joka koostuu A. actinomycetemcomitansilla 1,6-glukosamiini disakkaridista, siihen liittyneistd neljdstd 3-
hydromyristiinihaposta ja niihin liittyneistd kahdesta muyristiinihaposta. Disakkaridin molempiin sokereihin on
liittynyt liséiksi kaksi fosfaattimolekyylid. Lipidi A:han on liittynyt edelleen ydinosa, joka koostuu kahdesta Kdo-
yksikéstd, heptooseista ja heksooseista. Ydinosa jaetaan sisempddn ja ulompaan ydinosaan. Ndistd sisemmdn osan
rakenne on konservoituneempi kuin ulomman ydinosan, jonka rakenne vaihtelee enemmdn niin eri bakteerilajien
vdlilld kuin lajien siséllékin. A. actinomycetemcomitansin ydinosa koostuu D-glukooseista, D-galaktooseista, D-
glycero-D-manno-heptooseista ja L-glycero-D-manno-heptooseista. Ydinosan jilkeen on O-antigeeni, joka on
polysakkaridiketju, joka koostuu oligosakkariditoistojaksosta. LPS:ssé O-polysakkaridin rakenne vaihtelee eniten niin
eri bakteerilajien vdlillé kuin lajien sisdlld eri kantojen vdlillékin. O-polysakkaridin rakenne mdédréd
A.actinomycetemcomitansin serotyypin.
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1.9.1 A. actinomycetemcomitansin LPS:da on seitsemaa eri serotyyppia

A. actinomycetemcomitansia on tunnistettu seitsemaa eri serotyyppia, a-g (Perry ym.
1996b, a; Kaplan ym. 2001; Takada ym. 2010). Lisdksi on serotyypittomia kantoja
(Kanasi ym. 2010). Serotyyppi madritetdadan serotyyppispesifisella PCR:lld tai
immunoblottauksella kayttden serotyyppispesifisia vasta-aineita (Kaplan ym. 2001;

Kanasi ym. 2010).

Eri alueilla parodontiittipotilailta eristetyissa naytteissa esiintyy
A.actinomycetemcomitanssin eri serotyyppeja eri suhteissa. Suomessa esiintyy eniten
serotyyppia c (36 %), seuraavaksi eniten serotyyppid b ja kolmanneksi serotyyppia a.
Neljdd muuta serotyyppid esiintyy huomattavasti vihemman. (Pietidinen ym. 2018)
Yhdysvalloissa esiintyy puolella potilaista serotyyppida c, neljasosalla serotyyppi a,
serotyyppia b oli kolmanneksi eniten ja loppuja serotyyppeja esiintyy huomattavasti
vihemman (Chen ym. 2010a) Aasialaisilla esiintyy paljon muualla harvinaisia
serotyyppeja. Korealaisilla esiintyy eniten serotyyppia c (60 %) ja seuraavaksi eniten
yleensa harvinaista serotyyppid d (20 %) (Kim ym. 2009). Japanilaisilla puolestaan
esiintyy eniten yleensd harvinaista serotyyppia e (47 %), seuraavaksi eniten
serotyyppia c (41 %) ja kolmanneksi eniten serotyyppid d (25 %) (Yoshida ym. 2003).
Yksil6llda on usein vain yhden serotyypin infektio, mutta on mahdollista ettd samalla
yksilolla on myos useiden serotyyppien A. actinomycetemcomitanseja (Yoshida ym.

2003; Chen ym. 2010a; Pietidinen ym. 2018).

O-antigeenitoistojakson rakenne maaraa A. actinomycetemcomitansin serotyypin. O-
antigeeni on sakkariditoistojakso, usein disakkariditoistojakso. (Perry ym. 1996a, b;
Kaplan ym. 2001; Takada ym. 2010) Kuvissa 8 ja 9 nakyy eri serotyyppien rakenteet.
Toistojakso koostuu yleensa kahdesta sakkaridista kuten serotyypeilld a, c, e ja g.
Naihin saattaa olla liittyneena joko N-asetyyliryhma, kuten serotyypilld a, tai kolmas
sokeri, kuten serotyypeilld b ja f. Ainoastaan d-serotyypilla on rakenteessaan
trisakkariditoistojakso, johon on vield liittynyt sivuketjuna neljds sokeri. Kaikkien
serotyyppien LPS:issd esiintyvat sokerit ovat kuusihiilisida pyranooseja, eli
rengasmuodossaan esiintyvia sokereita. (Perry ym. 1996b, a; Kaplan ym. 2001; Takada

ym. 2010)
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Kuva 8 Serotyyppien a-d rakenteet. Kuvassa on serotyyppien a-d O-polysakkaridien rakenteet. Rakennekuvan
alapuolella on ilmoitettu yksinkertaisemmassa muodossa rakenteessa esiintyvit sokerit ja niiden liittyminen

toisiinsa.
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Kuva 9 Serotyyppien e-g rakenteet. Kuvassa on serotyyppien e-g O-polysakkaridien rakenteet. Rakennekuvan
alapuolella on ilmoitettu yksinkertaisemmassa muodossa rakenteessa esiintyvdt sokerit ja niiden liittyminen
toisiinsa.

a-serotyypin disakkariditoistojakso koostuu kahdesta a-D-6 deoxytalopyranoosista,
jotka ovat liittyneet toisiinsa 1->3- ja 1->2-sidoksilla. Naistd ensimmaisessa esiintyy
myoOs asetylaatiota 2-hiilessa. (Perry ym. 1996b) Serotyypilld b toistojakso muodostuu
o-D-fucopyranoosista ja a-D-rhamnopyranoosista, jotka ovat liittyneet toisiinsa 1->3 ja
1->2 sidoksilla. Rhamnoosin 3-hiileen on liittynyt 1-hiilestdaan kolmas monosakkaridi, B-
D-N-asetyyligalaktosamiini. (Perry ym. 1996a) Serotyypilld c puolestaan toistojakson
muodostaa kaksi a-L-6-deoxytalopyranoosia, jotka ovat liittyneet toisiinsa 1->2- ja 1-
>3-sidoksilla. Serotyyppi d:n toistojakso on muita serotyyppeja pidempi. Se koostuu -
D-glukopyranoosista, B-D-mannopyranoosista ja a-D-mannopyranoosista, jotka ovat

liittyneet toisiinsa 1->3, 1->4 ja 1->4 sidoksilla. B-D-mannopyranoosin 3-hiileen on
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liittynyt 1-hiilestadan neljas monosakkaridi, a-L-Rhamnopyranoosi. Serotyyppi e koostuu
o-D-N-asetyyliglucosamiinista ja a-L-rhamnopyranoosista, jotka ovat liittyneet toisiinsa
1->4 ja 1->3-sidoksilla. (Perry ym. 1996b) Serotyyppi f koostuu kahdesta a-L-
rhamnopyranoosista, jotka ovat liittyneet 1->2 ja 1->3 sidoksilla toisiinsa. Jalkimmaisen
2-hiileen on liittynyt 1-hiilestdaan kolmas sokeri, B-D-N-asetyyligalaktosamiini. (Kaplan
ym. 2001) Serotyyppi g muodostuu a-D-glycopyranoosista ja a-L-rhamnopyranoosista,

jotka ovat liittyneet toisiinsa 1->3 ja 1->4 sidoksilla toisiinsa (Takada ym. 2010).

1.9.2 LPS:n rooli infektiossa

Bakteerin pinnalla esiintyva LPS on merkittdvassa roolissa infektiossa. LPS indusoi
tulehdusta edistavien sytokiinien tuotannon monissa ihmisen soluissa. (Levin ym.

1999; Diaz-Zuhiga ym. 2014, 2015; Yang ym. 2019)

Odontoplastit ovat ensimmadisia suun soluja, jotka kohtaavat suun patogeenit.
Echerichia colin LPS:11a tehdyssa tutkimuksessa LPS sai aikaan sen, ettd odontoplastit

aktivoituivat tuottamaan tulehdusta edistavaa kemokiinia IL-8. (Levin ym. 1999)

Hiirikokeissa LPS:n on todettu ientaskuun annosteltuna aiheuttavan ienten
vetdytymisen. LPS ei kuitenkaan aiheuttanut tulehdusta ikeniin. Tutkimuksessa
kaytetty LPS oli todennakoéisesti P. gingivaliksen, mutta sitd ei tutkimuksessa

yksiselitteisesti kerrottu. (Scanu ym. 2019)

LPS saa aikaan osteoklastien jakautumisen ja aiheuttaa siten luun hajotusta.
Osteoklastien jakaantumisen aktivoi nimenomaan LPS:n lipidi A, jonka rakenne on
hyvin konservoitunut ja parodontiitissa sekda P. gingivalis, P. intermedia ja A.
actinomycetemcomitans voivat aktivoida tdman jakaantumisen. (Ito ym. 1996) B-solut
aiheuttavat luukatoa, mutta myos T-solut pystyvat edistamaan LPS:n indusoimaa luun

hajotusta B-solujen puuttuessa (Garlet 2010).

Luun hajotuksen lisdksi LPS aktivoi myos padinvastaisen tapahtuman. NG2*-solut ovat
multipotenteja eli ne voivat jakaantua sekd adiposyyteiksi eli rasvasoluiksi etta
odontoplasteiksi. LPS-induktion seurauksena ihmisen hampaan ytimen NG2*-solujen
lisdantyminen, liikkuminen ja odontoplastinen jakautumiskyky lisdantyvat.
Odontoplastit muodostavat uutta hammasta, joten ne auttavat hammasvaurion

korjaamisessa. (Bleicher 2014; Yang ym. 2019)
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LPS:lla ja nimenomaan LPS:n O-polysakkaridilla on tarkead rooli leukotoksiinien
erityksessa. Ehja O-polysakkaridi on tarkea Tol-C riippuvaisen leukotoksiinien
erityskoneiston toiminnalle. A. actinomycetemcomitansin b-serotyypilld tehdyssa
tutkimuksessa O-polysakkaridin muuttaminen, niin etta siita puuttuivat D-GalpNAc ja
L-Rhap, vaikutti leukotoksiinien eritykseen. O-polysakkaridin muokkaamisella oli vain
pieni vaikutus ulomman solukalvon kalvoproteiinien, kuten TolC:n, maaraan.
Membraaniin liittyvien leukotoksiinien maara kasvoi ja bakteerien kasvatusmediumin

leukotoksiinien maara puolestaan vaheni muokkaamisen seurauksena. (Tang ym. 2012)

Eri rakenteiden myo6ta eri serotyyppien valilla on eroa myos siind miten ne vaikuttavat
ihmisen immuunisoluihin. Serotyypit a-c ovat kaikkein yleisimmat (Henderson ym.
2010). Niista b-serotyyppi on kaikkein aggressiivisin ja aiheuttaa usein suurimman
vasteet ihmisen immuunisoluissa (Diaz-Zufiga ym. 2014, 2015, 2017; Alvarez ym. 2015;

Melgar-Rodriguez ym. 2016).

Suomen vdestdssa tehdyssa tutkimuksessa potilailla, joilla oli serotyypin b tai ¢ A.
actinomycetemcomitans, esiintyi muita serotyyppeja enemman sepelvaltimotautia ja
oli todenndkodisemmin merkittdva ahtauma valtimossa. (Pietidinen ym. 2018) Samassa
tutkimuksessa havaittiin A. actinomycetemcomitansin maaran syljessa ja ikenen
alapuolella, hampaan vieressa (subgingivaalisessa tilassa) olevan korkein potilailla,
joilla oli serotyypin c infektio. Seerumissa olevien A. actinomycetemcomitans
spesifisten IgA ja IgG tyypin vasta-aineiden maarat olivat suurimmat potilailla, joilla oli

serotyypin b tai c infektio. (Pietidinen ym. 2018)
1.9.3 LPS:n eri serotyyppien aiheuttama vaste ihmisen eri immuunisoluissa

Eri T-lymfosyytit tuottavat eri transkriptionsaatelijoita ja interleukiineja. (Dembic
2015f) Naiden maaria mittaamalla voidaan selvittad, onko kyseista solutyyppia lasna eli
onko kyseinen solutyyppi aktivoitunut bakteerin vaikutuksesta (Diaz-Zuniga ym. 2014,

2015, 2017; Alvarez ym. 2015).

Kun dendriittisoluja tai dendriittisoluja yhdessd naiivien T-lymfosyyttien kanssa
arsytetdan serotyypeilld a-c, ne tuottavat Thl-soluihin liittyvid sytokiineja sekd Thil
transkriptionsdatelijaa, T-bet. Vaikutus on havaittavissa sekd bakteereilla ettd LPS:ll3

stimuloiduissa soluissa. LPS saa siten aikaan naiivien T-lymfosyyttien muuttumisen
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Th1-soluiksi. Serotyypilld b on serotyyppeja a ja c tilastollisesti merkitsevasti suurempi

vaikutus. (Diaz-Zufiga ym. 2014, 2015; Alvarez ym. 2015)

Kun naiiveja T-lymfosyytteja arsytetdan LPS:lla yhdessa dendriittisolujen kanssa, Th2
liittyvda sytokiinia IL-4 tuotetaan hieman indusoimattomia enemman. Th2
transkriptionsaatelijan GATA3:n maadrissa puolestaan ei havaittu muutosta.
Serotyyppien valilla ei ollut havaittavissa merkittavia eroja. LPS voi siis mahdollisesti
saada aikaan pienen Th2 solujen lisdantymisen. (Alvarez ym. 2015; Diaz-Zuiiga ym.

2015)

Arsytettdessd dendriittisoluja eri serotyyppien bakteereilla tai LPS:illd ne eivit tuota
Th9 liittyvia sytokiineja. Kun naiiveja T-lymfosyytteja puolestaan arsytetaan yhdessa
dendriittisolujen kanssa eri serotyypeilld, tuottavat T-lymfosyytit b-serotyypilla
indusoitaessa IL-9:43 merkitsevasti indusoimattomia ja muilla serotyypeilla indusoituja
soluja enemman. Vaikutus oli havaittavissa seka bakteereilla ettd LPS:|1a indusoitaessa.
Serotyypin b LPS auttaa siis hieman Th9-solujen muodostumista. (Diaz-Zuiiga ym.

2017)

A. actinomycetemcomitansin ja sen LPS:n serotyypit a-c saavat dendriittisolut ja
dendriittisolujen kanssa stimuloidut naiivit T-lymfosyytit tuottamaan Th17-soluihin
liittyvida sytokiineja seka Th17 transkriptionsaatelijaa RORC2:sta. Serotyypilla b
stimuloitaessa vaikutus on merkitsevasti muita serotyyppeja suurempi. LPS-
indusoinnin seurauksena naiivit T-lymfosyytit siis jakautuvat Th17 soluiksi. (Diaz-Zuiiga

ym. 2014, 2015; Alvarez ym. 2015)

Dendriittisolujen ja naiivien T-lymfosyyttien ja dendriittisolujen yhdessa indusoiminen
A. actinomycetemcomitansin tai sen LPS:n serotyypeillda a-c lisdada Th22 liittyvien
sytokiinien maaraa. Erityisen merkittava sytokiinien tuotannon lisdys on serotyypilla b
ja ero serotyyppeihin a ja c onkin tilastollisesti merkitseva. Naiivit T-lymfosyytit siis

erilaistuvat Th22-lymfosyyteiksi LPS:n vaikutuksesta (Diaz-Zufiga ym. 2017)

Treg solujen transkriptionsdatelijaa Foxp3 ja Treg liittyvaa sytokiinia IL-10 tuotetaan
serotyypeilld a-c indusoiduissa soluissa vain vdahdan enemman kuin indusoimattomissa
soluissa. LPS-stimulaatio ei siis juurikaan lisaa Treg-lymfosyyttien maaraa (Alvarez ym.

2015; Diaz-Zuiiga ym. 2015)
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T-lymfosyytit tuottavat sytokiinien lisdksi my®ds monia kemokiineja ja niiden
reseptoreita vastauksena stimulaatioon A. actinomycetemcomitansin eri serotyypeilla.
Kemokiinien ja niiden reseptorien maarat lisddntyivat erityisesti serotyypilla b
stimuloitaessa. Poikkeuksen muodostivat CCL1 ja CCR3, joita tuotettiin eniten
serotyypin a stimulaatiossa. Osaan tutkittujen kemokiinien ja niiden reseptorien
maariin LPS-stimulaatio ei vaikuttanut eika eri serotyyppien valilla ollut merkittavia

tilastollisia eroja. (Alvarez ym. 2015)

A. actinomycetemcomitansin serotyypit a-c saavat aikaan myds osteoklastien
aktivoitumisen immuunisolujen valityksella. LPS-stimulaation seurauksena Th17-solut
tuottavat enemman RANKL:a (engl. receptor activator of nuclear factor-kB ligand), joka
osallistuu  osteoklastien erilaistumiseen ja aktivoitumiseen. Serotyypilla b
stimuloitaessa RANKL tuotto oli merkitsevasti suurempi kuin serotyyppien a ja c

stimulaatiossa. (Melgar-Rodriguez ym. 2016)

Infektoivan A. actinomycetemcomitansin serotyyppi saattaa vaikuttaa myos muisti T-
solujen syntymiseen. Melgar-Rodriguez ym., (2016) tekemassa tutkimuksessa I6ytyi
parodontiittipotilailta useimmin serotyypille b reaktiivisia muisti T-soluja. Tutkimuksen
potilasmadara oli kuitenkin niin pieni, ettd tuloksista ei voi vetda varmoja

johtopaatoksia. (Melgar-Rodriguez ym. 2016)

Samalla yksilolla voi olla yhden serotyypin infektion sijasta useiden serotyyppien
infektio. Voisi ajatella, ettd tama mahdollisesti lisdisi infektion aiheuttamaa
immuunivastetta. N&in ei kuitenkaan valttamattd ole. Rojas ym., (2018) tekemassa
tutkimuksessa tutkittiin A. actinomycetemcomitansin serotyyppien a-c vaikutusta
dendriittisolujen erittdmien sytokiinien ja kemokiinien maaraan. Tutkimuksessa
havaittiin, ettd serotyyppi a alentaa serotyypin b aiheuttamaa immuunivastetta.
Vaikutus havaittiin sekad LPS- ettd bakteeristimulaatiossa. Serotyypilld ¢ ei havaittu
vastaavaa. Tutkimuksen mukaan nayttdisi silta ettd serotyyppi a aktivoi Th2-

lymfosyyttivasteen ja estda Th1/Th17-vastetta. (Rojas ym. 2018)

Tarkemmat tiedot immuunisolujen LPS-stimulaation seurauksena tuottamista

sytokiineista, kemokiineista ja muista proteiineista nakyy taulukossa 2. Yhteenvetona
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voidaan todeta, ettd LPS-saa aikaan naiivien T-lymfosyyttien muuttumisen Th1, Th17 ja

Th22 lymfosyyteiksi, mutta ei juurikaan aktivoi Th2, Th9 ja Treg erilaistumista.
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Taulukko 2 Eri solujen aiheuttamat LPS vasteet. Taulukossa on vedetty yhteen eri solujen tuottamat vasteet, jotka
ne tuottavat LPS-stimulaation seurauksena. Eri tutkimuksissa on saatettu kdyttdd stimulaatioon joko eri
serotyyppien LPS:dd ja/tai A. actinomycetemcomitansia

ala-
solutyyppi | sytokiini/proteiini | muutos | serotyyppi tutkimus
a tyyppl c d e f
b
odontoplastit IL-8 + E. coli (Levin ym. 1999)
IL-1B, IL-12, IFN-y,
+ b,a,c
TNF-a (Th1)
Diaz-Zudi .2014
IL-6, IL-23 (Th17) + b, a, c (Diaz-zdiiga ym. 2014)
dendriittisolut
endriittisolu IL-10 (Treg) 0
IL-4, TGF-B (Th9) 0
(Diaz-zuafiiga ym. 2017)
IL-6, TNF-a (Th22) + b,a,c
IL-1B, IL-12, IFN-y,
Thl + b,a,c (Diaz-Zufiga ym. 2015)
TNF-a, (ts) T-bet
Tha IL-4 pieni + a,b,c (Diaz-ZGRiga ym. 2015)
(ts) GATA3 0 (Diaz-zGfiiga ym. 2015)
Th9 IL-9 pieni + b (Diaz-Zufiga ym. 2017)
IL-6, IL-17A, IL-21,
+ b,a,c (Diaz-Zafiga ym. 2015)
IL-23, (ts) RORC2
Th1l7
(p) RANKL (Melgar-Rodriguez ym.
) + b,a,c
(osteoklastit) 2016)
T-lymfosyytit | Th22 IL-22 + b, a,c (Diaz-zufiga ym. 2017)
(yhdessa . . .
dendriittisolujen Treg IL-10, (ts) Foxp3 pieni + a,b,c (Diaz-Zufiiga ym. 2015)
kanssa) CCL2, CCL3, CCL5,
CCL20 ja CCL28 ja
CCR1, CCR2, b
CCRS5, CCR6,
CCR7, CCR9 ja
(Alvarez ym. 2015)
CCR10
CCL1 ja CCR3 a
CCL11, CCL17,
CCL25, CCR4 ja 0
CCR8

a) Tutkimuksessa kdytetty solutyyppi

b) Kdytetyn solutyypin alatyyppi, jos kyseiselld solutyypillé on alatyyppejd, joita tutkimuksessa on tutkittu

¢) Solun tuottamat sytokiini, kemokiini, transkriptionsddtelijd tai muu proteiini. (ts) proteiinin edessd tarkoittaa
transkriptionsdéitelijéid ja (p) muuta proteiinia. Jos proteiinien peréissé on suluissa jokin solutyyppi, tarkoittaa se
solua, jonka kehittymistd/jakautumista kyseinen proteiini edistdd.

d) Muutos, jonka stimulaatio on aiheuttanut (O=ei muutosta, +=lisddntynyt tuotto)

e) Serotyyppi, jolla muutos on havaittu, mikdli tutkimus on vertaillut eri serotyyppejd. Tutkimuksissa on kdytetty
vain serotyyppejd a-c. Mikdli sarakkeessa nékyy useita serotyyppejd joista yksi on lihavoitu, tarkoittaa se sitd, ettd
vaikutus on havaittu kaikilla merkityillé serotyypeilld mutta kyseiselld serotyypillé vaikutus on ollut muita
serotyyppejd tilastollisesti merkitsevdsti suurempi.

f) Tutkimus, jossa vaikutus on havaittu
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1.10 Tyodn tavoitteet

Parodontiitti on vaikea ja monimuotoinen sairaus, jota esiintyy maailmanlaajuisesti
(Pihlstrom ym. 2005). Se ei vaikuta ainoastaan paikallisesti vaan myds systeemisesti
aiheuttaen  yksilossda muun  muassa  sydansairauksien, diabeteksen ja
raskauskomplikaatioiden syntymistda (Henderson ym. 2010; Komazaki ym. 2017).
Taman vuoksi sairauden mekanismien ymmartaminen on tarkeaa, jotta voidaan
kehittdaa parannuskeinoja. A. actinomycetemcomitans on mukana usein nimenomaan
taudin vakavissa muodoissa joten sen tutkiminen voi auttaa meitd saavuttamaan

taman tavoitteen.

Tyon tavoitteena oli selvittda tapoja, joilla bakteerisolu ottaa sytokiineja, kuten IL-8:aa,
sisddnsa ja siten aistii aiheuttamaansa tulehdusta. DNA kuljetetaan bakteerisoluun
todennakoisesti HofQ-proteiinin kautta (Palchevskiy ja Finkel 2006; Tarry ym. 2011), ja
nyt mietittiin, voisiko HofQ osallistua myos sytokiinien sisddnottoon. Haluttiin myos
selvittdd, mihin osaan HofQ-proteiinissa IL-8 sitoutuu ja mitkd ovat sitoutumiselle
merkittdvia aminohappoja. Gram-negatiivisen bakteerisolun pinta on tdynna
lipopolysakkarideja, joten haluttiin myds selvittdd mika niiden vaikutus sytokiinien
sisdanotossa on. IL-8:n sitoutuminen LPS:oli huomattu jo aiemmin ja sitd haluttiin
selvittda lisaa. Tyossa tutkittiin eri sytokiinien sitoutumista eri Aa-kannoista eristettyyn

LPS:aan ja sitoutumisen riippuvuutta LPS:n serotyypista.
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2. MATERIAALIT JA MENETELMAT

2.1 LPS

LPS:3a eristettiin useista eri A. actinomycetemcomitans -kannoista, kuutta eri
serotyyppia, seka vertailun vuoksi myos kahdesta muusta bakteerista E.colista ja
P.aeruginosasta (taulukko 3). Kaytetyt A. actinomycetemcomitans -kannat olivat sileita,
jotta ulkokalvon adheesioproteiineista ei  tulisi  eristettyyn LPS:aan

proteiinikontaminaatiota.

Taulukko 3 Bakteerikannat, joista eristettiin LPS:dd. Tydssd vertailtiin eri A. actinomycetemcomitans -kantoja,
vertailun vuoksi kéytettiin myés P.aeruginosaa ja E. colia.

serotyyppi | kanta viite
D7S Aflpl (Wang ja Chen 2005; Chen ym. 2010b)
a SUNY ab75 |ATCC 43717
SA3138 (Asikainen ym. 1995)
Y4 ATCC 43718
b HK1651 ATCC 700685
S23A (Huang ym. 2013)
NCTC9710 |ATCC33384
C SA1151 (Asikainen ym. 1995)
SA1216 (Asikainen ym. 1995)
q SA492 (Saarela ym. 1992)
075U (Claesson ym. 2017)
e 173 (Hoglund Aberg ym. 2013)
f Tr.GU 17-4 | (Kanasi ym. 2010)
P.aeruginosa ATCC 27853
E.coli XL1-Blue Agilent Technologies, #200249

2.1.1 LPS:n eristys

Aggregatibacter actinomycetemcomitansia kasvatettiin TSA-maljoilla (3,7 % (w/v)
tryptone soy agar (LAB), 0,3 % (w/v) agar (LAB)), joissa 5 % (v/v) defibrinoitu lampaan
veri kynttildpurkissa, vahahappisissa olosuhteissa, 37 °C:ssa kolme paéivaa.
P.aeruginosa (ATCC 27853) ja E.coli (XL1-Blue) bakteereita kasvatettiin TSA+lampaan
veri -maljoilla yksi padiva 37 °C:ssa. Solut kerattiin ja suspensoitiin 24 ml:aan PBS:aa (2,7
mM KCl, 1,8 mM KH,PO, 140 mM NacCl, 10 mM Na;HPOa, pH 7,4). Solut hajotettiin jailla

sonikoimalla (12 um amplitudi, 5x30 s tai kunnes solut olivat silmdamaardisesti
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hajonneet). Hajoamattomat solut ja liukenematon solujate sentrifugoitiin pohjaan
(1700 g, 20 min, +4 °C - +10 °C). Supernatantista ultrasentrifugoitiin kalvot pohjaan
100 000 g 1 h, +4 °C-+10 °C, 50.2Ti roottori (Optima™ L-90K Ultracentrifuge, Beckman
Coulter)). Kalvot (pelletti) kasiteltin 45 ml 1 % N-Lauroyl-sarcosiinilla
huoneenlammaossa 1-2 h. Ulommat solukalvot ultrasentrifugoitiin pohjaan 100 000 g, 1

h, +4 °C- +10 °C, 50.2Ti roottori).

LPS saatiin erilleen ulommasta solukalvosta 800 ul:lla hajotuspuskuria (5 % (v/v) 2-
merkaptoetanoli, 2 % SDS (w/v), 10 % (v/v) glyseroli, 0,125 M Tris-HCl, pH 6.8)
inkuboimalla naytetta 100 °C:ssa, 10 min tai kunnes pelletti oli kokonaan liuennut.
Proteiinit pilkottiin proteinaasi K:lla (100 pg/ml (Thermo Scientific) 60 “C:ssa 90 min).
LPS:33 puhdistettiin viela saostamalla: Suspensioon lisattiin 1/10 tilavuutta 3 M
natrium asetaattia, pH 5.2 ja saostettiin LPS 2x tilavuutta jadkylmaa etanolia (ETAX A)
yli yon -20 °C:ssa. Sentrifugoitiin 16 000 g, 10 min, +4 °C. Liuotettiin pelletti 800 ul:aan
50 mM Tris-HCI, 100 mM natrium asetaatti, pH 8.0 ja saostettiin LPS 2x tilavuutta
jadkylmaa etanolia (ETAX A) 20 min, -80 °C:ssa. Sentrifugoitiin 16 000 g, 10 min, +4 °C.
Kuivattiin pelletti Speedvacilla (V-AL, 30 °C). LPS-pelletti liuotettiin steriiliin MQ-veteen.

Sailytettiin LPS:44 -20 °C:ssa.

Mitattiin LPS pitoisuudet ToxinSensor™ Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kitilla
(GenScript). Reaktiotilavuus mittauksissa puolitettiin, laimennosten tekoon kaytettiin
tavallisia eppendorf-putkia ja standardisuorana kaytettiin 0-0,25 Eu/ml. Jatkossa LPS:Ila
tehtdviin kokeisiin laimennoksia laskettaessa LPS-pitoisuuksia verrattiin NCTC9710-
kannasta eristettyyn LPS:3dn, joka oli jokaisessa pitoisuusmittauksessa mukana. Talla

pyrittiin minimoimaan eri mittauskertojen valisen vaihtelun vaikutusta.

LPS-eristyksista ajettiin SDS-geeli, jotta nahtiin mahdolliset epapuhtaudet LPS:ssa ja
LPS:n puhdistuminen eri vaiheissa. Keitettiin ndytteita SDS-naytepuskurissa (62,5 mM
Tris-HCl pH 6.8, 2 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) glyseroli, 0,01 % (w/v) bromofenoli sininen,
0,1 % (v/v) 2-merkaptoetanoli) 100 °C:ssa 5 min. Naytteet ajettiin Criterion™ Precast
Gel 4-20 % Tris-HCl (BioRad) -geelilld. Ajopuskurina kaytettiin 25 mM Tris, 192 mM
glysiini ja kokostandardina PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo

Scientific) (0,5 ul). Geelia ajettiin 100 V 10 min ja 180V 1 h.
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Varjattiin geeli hopeavarjayksella huoneenlammdssa, 40 rpm tasoravistelussa.
Proteiinit kiinnitettiin geeliin kiinnitysliuoksella (29 % (v/v) etanoli, 10 % (v/v)
etikkahappo) 1-18 h. Geelid huuhdeltiin 19 % (v/v) etanolilla 15 min ja MQ-vedelld 15
min. Geeli herkistettiin varjaykselle herkistysliuoksella (1,2 mM Na;S;03:5H,0) 1,5 min,
minka jalkeen geelid huuhdeltiin MQ:lla 2x20 s. Geelia varjattiin hopealiuoksella (11,8
mM hopeanitraatti) 30 min ja huuhdeltin MQ:lla 20 s. Geeli kehitettiin
kehitysliuoksella (217 mM K,COs, 60 pM Na3S5,03.5H,0, 0,0259 % (v/v) formaldehydi),
kunnes geeli oli varjaytynyt sopivan tummaksi. Varjdytyminen pysaytettiin
pysdytysliuoksella (413mM Trizma base, 2,5 % (v/v) etikkahappo) 2 min ja lopuksi
geelid huuhdeltiin MQ-vedelld 2 x 10 min.

2.1.2 |IL-8 tuotto

IL-8:a tuotettiin His-hdannallisena. Histidiinihdntaa tarvitaan seka puhdistuksessa etta
sitoutumiskokeissa. IL-8 tuotossa ja puhdistuksessa oli ongelmia, joten sita jouduttiin
tuottamaan ja puhdistamaan useita kertoja ja samalla optimoimaan. Tehtiin
esikasvatukset siirrostamalla pesake E.coli BL21(DE3)RIL IL-8/pET15b -soluja LA-
maljalta 5ml:aan 2xTY-mediumia (1,6 % (w/v) tryptoni, 1,0 % (w/v) hiivauute, 86 mM
NaCl) +ampisillliini 100 pg/ml +kloramfenikoli 30 pg/ml. Kasvatetaan yli yon 30 °C:ssa.
Lisattiin 2,5-5 ml y/y kasvatusta /500m| TB-mediumia (1,2 % (w/v) tryptoni, 2,4 % (w/v)
hiivauute, 0,4 % (v/v) glyseroli, 17 mM KH;PQOa, 72 mM K;HPOQ4) + ampisilliini (100
ug/ml) + kloramfenikoli (30 pg/ml). Kasvatettiin 37 “C:ssa, 250 rpm kunnes A(600 nm) =
1,2. Plasmidin sisdltdman lac (laktoosi) -promootterin ansiosta IL-8:n tuotto saatiin
indusoitua 1 mM IPTG:lld (isopropyyli-B-D-tiogalaktopyranosidi). Tuotettiin IL-8:a
ensimmaisilla kerroilla 30 °C:ssa 250 rpm 3,5 h ja viimeisessd tuotossa
huoneenlammaossa, 250 rpm, 6 h. Sentrifugoitiin solut pohjaan (JA-10-roottori, 6000

rpm, 10 min, +4 °C). Kaavittiin solut talteen ja pakastettiin -20 °C:ssa.

2.1.3 IL-8 puhdistus

IL-8 puhdistettiin nikkeliaffiniteettikromatografialla ja kokoerottelukromatografialla.
Solut suspensoitiin A-puskuri (20 mM Naz;HPO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidatsoli, pH
7,5-8) + 10mM MgCl; + 0,2 mM PMSF + 1 pg/ml DNAasi |. Hajotettiin solut

sonikoimalla. Sonikoinnissa kaytettiin ensin soniprep 150 (MSE) -sonikaattoria ja pienta
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karkea (5x15 s, 1 min tauoin, 10 um amplitudi) ja seuraavissa puhdistuksissa 100 Watt
Ultrasonic disintegrator (MSE) -sonikaattoria ja keskikokoista karked (4x30 s, 1 min
tauoin, n. 12 um amplitudi). Solujatteet sentrifugoitiin pohjaan (JA-20-roottori, 32000
g, 10 min, +4 °C) ja supernatantti suodatettiin 0,45 um suodattimella. Puhdistettiin N-
His IL-8 ensin nikkeliaffiniteettikromatografialla (HisTrap™ HP 5ml (GE Healthcare)).
Nayte ajettiin pylvadseen ja sita pestiin A-puskurilla (pH ensimmaisissa puhdistuksissa
7,5, seuraavissa 8). Puhdistuksen protokollaan lisattiin ensimmadisten puhdistusten
jalkeen pesu 5%:lla B-puskurilla (20 mM NazHPOa4, 300 mM NaCl, 500 mM imidatsoli,
pH 7,5), jolloin imidatsoli oli 44mM. N-His IL-8 eluoitiin pylvaasta 60 %:lla B-puskurilla
(308 mM imidatsoli). Eluutiofraktioiden tilavuus oli 3 ml. Nikkeliaffiniteetti-fraktioita
konsentroitiin Amicon® Ultra 15 Ultracel®-3K konsentraattorilla ja konsentroitu nayte
suodatettiin 0,45 pm:n suodattimella. Puhdistuksen viimeinen vaihe tehtiin
kokoerottelukromatografialla (HiLoad™ 26/600 Superdex™ 200pg (GE Healthcare),
eluutio 1 CV PBS).

Puhdistuksesta ajettiin SDS-geeli, jotta nahtiin missa kokoerottelufraktioissa ja
paljonko IL-8:aa oli. Naytteitd keitettiin SDS-ndytepuskurissa 100 °C:ssa 5 min.
Kokostandardina oli PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) ja
ajopuskurina 25 mM Tris, 192 mM glysiini, 0,1 % SDS. Ajettiin 4-20 % Tris-HCI geelilla
(Bio-Rad) 100 V 10 min, 180 V 1 h. Geeli varjattiin Bio-Safe™ Coomassie G-250 Stain
(Bio-Rad) wvarilla. Konsentroitiin  viimeisestd puhdistuksesta fraktiot, jotka
kokoerottelukromatografian ja geelin perusteella sisalsivat I1L-8:aa, Amicon® Ultra 15
Ultracel®-3K konsentraattorilla. Puhdas proteiini jaettiin eriin ja pakastettiin -80

°C:seen.

Proteiinipitoisuus maaritettiin Lowry-menetelmallda (Lowry ym. 1951). BSA:sta tehtiin
(engl. bovine serum albumin) standardit 0-150 pg/ml ja IL-8:sta 1/50 ja 1/100
laimennokset. Yhdistettiin 1:1 CTC liuosta ja néaytettd/standardia, jolloin
reaktioliuoksessa oli 2,5 % (w/v) NaxCOs, 0,025 % CuSOs - 5 H;0, 0,025 %
kaliumtartraatti, 0,2M SDS, 2,5% (w/v) SDS. Pidettiin huoneenldammdssa 10 min.
Lisattiin 1:4 20 % Folin-Ciocalteu reagenssia (Merck) niin etta pitoisuus reaktiossa oli 4
%. ja reaktiotilavuus 500 pl. Vortexoitiin valittémasti ja pidettiin huoneenlammaossa 30
min. Pipetoitiin ndytteitd ja standardeja kuoppalevylle 200 pl/kuoppa ja jokaista
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naytetta kaksi rinnakkaista. Mitattiin absorbanssi A(750nm). Laskettiin naytteiden

proteiinipitoisuudet vertaamalla absorbansseja standardisuoraan.

2.1.4 LPS:n epapuhtauksien maaritykset

Maaritettiin proteiiniepdapuhtaudet LPS:issa Lowry-menetelmalla kuten IL-8:n pitoisuus
tuotossa. Tehtiin LPS:std 1/10 laimennokset. Reaktiotilavuus standardeilla 500 pl ja
LPS-naytteillda 250 pl. Standardeista pipetoitiin kuoppalevylle kaksi rinnakkaista ja LPS-
naytteitd yksi rinnakkainen. Mitattiin absorbanssi A(750nm). Laskettiin naytteiden

proteiinipitoisuudet vertaamalla absorbansseja standardisuoraan.

Maaritettiin PGA-epapuhtaudet LPS:ssa Congo redilla. Paallystettiin 96-kuoppalevyn
kuopat poly-L-lysiinilla (Sigma) 1 pg/kuoppa PBS:ssa huoneenlammassa yli yon ja +4
°C:ssa 3-4 paivaa. Kuopat pestiin 3x PBS:Ila, minka jalkeen kuopat paallystettiin poly-L-
lysiiniin sitoutuvalla LPS:Ila PBS:ssd, 37 °C:ssa, 1 h. Poistettiin kuopista LPS-
paallystysliuos ja lisattiin 100 pl 1 % Congo red dye (Sigma) -varid. Inkuboitiin
huoneenlamma®ssa 2 min. Pestiin 2 x 200 ul MQ:lla. Irrotettiin sitoutunut vari 150 pl:lla
50 % DMSO (Sigma) huoneenlammossa 1 h. Mitattiin A(405nm) Multiscan GO -
levylukijalla 100 pl:sta DMSO:ta.

Ajettiin 1% agaroosigeeli LPS-naytteistd, jotta ndhtiin, onko LPS:issa DNA:ta. Naytteet
olivat naytepuskurissa (Orange DNA loading buffer (Thermo Scientific)) sellaisina
laimennoksina, ettd kaikkia LPS:ia on saman verran geelilld, laimein ndyte oli
laimentamattomana. Kokostandardina oli O’GeneRuler™ 1kb DNA Ladder ready-to-use
(Thermo Scientific). DNA saatiin nakyviin Midori Green Advance DNA Stain (NIPPON
Genetics) -varilla. Ajettiin TAE-puskurissa (40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM
etikkahappo) 1 h 85 V. Kuvattiin geeli UV-valolla. Tarkat DNA-pitoisuudet LPS:issa

maaritettiin NanoDrop-laitteella.

2.1.5 IL-8/IL-1B /IFN-y — LPS EMSA

LPS:ien vuorovaikutusta eri sytokiinien kanssa testattiin EMSA:lla (engl. electrophoretic
mobility  shift assay). LPS:ia (1/50 laimennos) inkuboitiin  sytokiinien

(rekombinanttisesti tuotetut IL-8 ja IL-1B 1ug/reaktio, kaupalliset IL-1B (ReliaTech
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GmbH, cat. 400-002-DC) ja IFN-y (ReliaTech GmbH, cat. 100-039) kanssa ja ilman
sytokiineja. Sytokiineista tehtiin myos reaktiot ilman LPS:ia. Reaktiopuskurina oli 50 %
PBS (kaupalliset sytokiinit olivat valmiiksi eri PBS:ssd kuin mitd muissa reaktioissa
kaytettiin) ja reaktiotilavuus 6 pl. Naytteita inkuboitiin huoneenlammaossa 1 h, minka
jalkeen naytteisiin lisattiin natiivindytepuskuri (31,25mM Tris-HCI, pH 6,8, 18,75 % (v/v)
glyseroli, 0,005 % Orange G) ja ndytteet ajettiin Criterion™ Precast Gel 4-20 % Tris-HCI -
geelilld (BioRad). (Ajopuskurina 25 mM Tris, 192 mM glysiini ja kokostandardina
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) (0,5 pl). Ajettiin 100 V 10

min ja 180 V 1 h.) Geeli varjattiin hopeavarjaykselld, kiinnitys geeliin tehtiin yli yon.

2.1.6 LPS—IL-8 EuLISA

IL-8:n sitoutumista LPS:aan tutkittiin EuLISA:lla (europiumvalitteinen
immunomaaritysmenetelma, engl. europium-linked immunosorbent assay). Kuopat
paallystettiin poly-L-lysiinilla (Sigma) 1 ug/kuoppa PBS:ssd huoneenlammadssa yli yon ja
+4 °C:ssa 3-4 pdivaa. Kuopat pestiin 3x PBS:lld, minkad jalkeen kuopat paallystettiin
poly-L-lysiiniin sitoutuvalla LPS:lla PBS:ssa (kontrolleihin PBS), 37 °C:ssa, 1 h. Kuopat
pestiin 3x PBS-T:lla (PBS + 0,05 % Tween-20). Tyhjat sitoutumispaikat taytettiin 200
pl:lla Alternative block solutionia (BB5, ImmunoChemistry) huoneenlammadssa yli yon.
Pestiin kuopat 3x PBS-T:lld. Kuoppiin lisattiin N-His IL-8 (0-46 uM), joka sitoutuu
LPS:3an Delfia Assay bufferissa (Perkin Elmer) +4 “C:ssa yli yon. Kutakin pitoisuutta oli
kaksi rinnakkaista. Kuopat pestiin 3x PBS-T:lla. Sitoutuminen karakterisoitiin Delfia Eu-
N1-Anti-6xHis vasta-aineella 500 ng/ml Delfia Assay Bufferissa inkuboimalla
huoneenlammdssa 1 h. Pestiin kuopat 3x PBS-T:lld. Fluoresenssi saatiin 100 pl:lla Delfia
Enhancement solutionia (Perkin Elmer) pitamalla huoneenlammdssa 5 min.
Aikaerotteinen fluoresenssi mitattiin (Europium) Victor®rv 1420 Multilabel Counter

(Perkin Elmer) -levylukijalla. Jokaisesta LPS:sta toistoja tehtiin kolme ja BSA:sta 15.

2.2 Muokatut emHofQ -proteiinit

2.2.1 Kloonaus ja transformaatio tuottokantaan

Tilattiin emHofQ geenit, joissa oli muokattu kahdesta silmukasta (silmukat L1 ja L2)

aminohappoja (L1: H136A, F137A, K139A, L2: D165A, R166A, L1L2: H136A, F137A,
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K139A, D165A, R166A). Jatkossa lyhenteelld emHofQmut viitataan kaikkiin kolmeen
muokattuun emHofQ-proteiiniin, emHofQL1 tarkoittaa proteiinia, jonka silmukasta 1
on muokattu aminohappoja ja niin edelleen. emHofQmut tuotettiin
histidiinihannallisina.  Histidiinihantaa tarvitaan sekda puhdistuksessa etta
sitoutumiskokeissa.  Geeniplasmidit transformoitiin  E.coli XL1-Blue soluihin
elektroporaatiolla (0,04 ng DNA:ta/ul bakteereita, elektroporaatio 1250 V, 5 ms).
Bakteereita pidettiin SOC-mediumissa (0,5 % (w/v) hiivauute, 2 % (w/v) tryptoni, 10
mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl;, 10 mM MgS0Qa4, 20 mM glukoosi) 37 °C:ssa, 250
rom, 1 h, jonka jalkeen bakteerit maljattiin LA (1 % (w/v) tryptoni, 0,5 % (w/v)
hiivauute, 86 mM NaCl, 1,6 % (w/v) agar) +ampisilliini (100 ug/ml) -maljoille ja

kasvatettiin 37 °C:ssa yon yli.

Plasmidia tuotettiin lisaa siirrostamalla steriilisti maljalta pesdke 5 ml:aan LB-mediumia
(1 % (w/v) tryptoni, 0,5 % (w/v) hiivauute, 86 mM NaCl) +ampisilliini (100 pg/ml) ja
kasvattamalla yli yon 37 °C:ssa, 250 rpm. Kasvatuksista sentrifugoitiin solut pohjaan
(5000 rpm, 10 min, +4 °C) ja plasmidit eristettiin GenelET plasmid Miniprep Kitilla
(Thermo Scientific), eluutio 35 pul MQ-vettd. Geenit ja pET36b-plasmidit digestoitiin
Ndel ja Xhol -katkaisuentsyymeilld [50 ng DNA/ul, FD Ndel (Thermo Scientific) FD green
bufferissa (Thermo Scientific), reaktiotilavuus 40 pl], 37 °C:ssa yon yli. Lisattiin FD Xhol
(Thermo Scientific) ja katkaistiin 37 °C:ssa 4,5 h). Katkaistut geenit ja plasmidi
eristettiin ajamalla ne 1 %:lle agaroosigeelille. DNA saatiin ndkyviin Midori Green
Advance DNA Stainilla (NIPPON Genetics), kokostandardina oli O’GeneRuler™ 1kb DNA
Ladder ready-to-use (Thermo Scientific) ja ajo-olosuhteet 85 V 1 h 20 min. Geenit ja
pet36b-plasmidi eristettiin geeliltd GenelET Gel Extraction Kitillda (Thermo Scientific),
inkubaatio tehtiin 65 °C:ssa 10 min ja DNA eluoitiin 30 pul MQ-vetta. Digestoitu pET36b
plasmidi defosforyloitiin FastAP Thermosensitive alkaline Phosphatasella (Thermo
Scientific) 37 °C:ssa 30 min, reaktiotilavuus oli 20 ul reaktio pysaytettiin 75 °C:ssa 5

min).

Katkaistut emhofQ-geenit liitettiin pET36b-plasmidiin T4 DNA ligaasilla (Thermo
Scientific), reaktiotilavuus oli 20 pl, katkaistua geenid kaytettiin 0/75/100 ng,
katkaistua ja defosforyloitua pET36b kaytettiin 50 ng ligation bufferissa (Thermo
Scientific). Inkuboitiin huoneenldammadssa 4 h. Inaktivoitiin 65 °C:ssa 10 min.
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Ligaatioseos transformoitiin E.coli XL1-Blue soluihin elektroporaatiolla (25 pl soluja, 1
pl DNA:ta) 1250 V, 5 ms, minka jalkeen lisattiin 500 pl SOC-mediumia. Inkuboitiin 37
‘C:ssa, 250 rpm 1 h ja maljattiin LA +kanamysiini (30 upg/ml) -maljoille.
Transformantteja kasvatettiin 37 °C:ssa yli yon. Valikoiduista pesdkkeista tehtiin
esikasvatukset ja plasmidineristykset kuten edellda. Tarkastettiin kloonauksen
onnistuminen tekemallda 7 pl:n testireaktiot, joista katkaistiin plasmidi Xhol:lla ja
Ndel:lla ja ajamalla ndytteet agaroosigeelilla. Plasmidia kdytettiin reaktiossa 400-500
ng, restriktioentsyymit Xhol ja Ndel FD green bufferissa. Katkaistiin 37 °C:ssa 2,5 h.
Ajettiin digestiondytteet 1 % agaroosigeelilld, jossa Midori Green, 85 V, 1 h,
kokostandardina kaytettiin O’GeneRuler™ 1kb DNA Ladder ready-to-use (Thermo

Scientific). Kloonauksen onnistuminen varmistettiin vield sekvensoinnilla.

Transformoitiin emHofQ-mut/pET36b-plasmidit E.coli tuottokantaan BL21(DE3)RIL: 50
ul soluja, 1 ul plasmidia, pidettiin jdilla 15 min, transformoitiin 42 “C:ssa 2 min, lisattiin
1ml SOC-mediumia ja inkuboitiin 1 h 37 °C:ssa, 250 rpm. Maljattiin solut LA

+kanamysiini (30 pg/ml) +kloramfenicoli (30 pug/ml) -maljoille ja kasvatettiin 37 °C:ssa

yli yon.
2.2.2 emHofQ tuottotestaukset

Testattiin emHofQmut tuottoa eri olosuhteissa, jotta saataisiin selvitettya sopivat
olosuhteet proteiinin tuottoon. E. coli BL21(DE3)RIL pET36b/emHofQmut soluja
esikasvatettiin LB + kanamysiini (30 pug/ml) + kloramfenikoli (30 pg/ml) -mediumissa 30
°C:ssa, 250 rpm yli yon. Testikasvatukset tehtiin lisdamalla esikasvatuksia 2xTY ja TB —
mediumeihin. Mediumeihin lisdttiin kanamysiini (30 pg/ml) ja kloramfenicoli (30
ug/ml). Bakteereita kasvatettiin 30 “C:ssa kunnes A(600nm) oli 2xTY-kasvatuksissa n.
0,6 ja TB-kasvatuksissa 0,6-1,2. Proteiinien tuotto saatiin indusoitua plasmidin
sisaltaman lac-promootterin ansiosta 1 mM IPTG:Il4. Proteiineja tuotettiin ravistelussa
250-300 rpm 30 °C:ssa n. 3 h tai 16 "C:ssa yli yon. Kasvatuksista tehtiin naytteet, jotka
ajettiin geelilld, jotta nahtiin, kuinka hyvin proteiineja oli tuottunut ja olivatko ne
liukoisessa muodossa. Kasvatuksista tehtiin 3 ml:n naytteet, joista sentrifugoitiin solut
pohjaan (5900 g, 15 min). Pelletti liuotettiin 300 pl:aan PBS:33 ja hajotettiin solut

sonikoimalla (10 um amplitudi, 3x5 s, 1 min tauoin). Sentrifugoitiin solujatteet pohjaan
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(13400 g, 3 min). Tehtiin geelindytteet seka pelleteistd, ettd supernatanteista.
Keitettiin ndytteita SDS-naytepuskurissa 100 °C, 5min ja ajettiin 4-20 % Tris-HCI
Criterion™ Precast Gel (Bio-Rad) -geelilld 10 min 100 V ja 1 h 180 V. Kokostandardina
oli PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) ja ajopuskurina 25
mM Tris, 192 mM glysiini, 0,1 % SDS. Geeli varjattiin Bio-Safe™ Coomassie G-250 Stain
-varilla ohjeen mukaan. Epadiltiin sonikoinnin onnistumista, joten liuotettiin 16 °C-
kasvatusten pelletit uudelleen 300 pl:aan PBS:33. Hajotettiin solut uudelleen
sonikoimalla (12 um amplitudi, 3x10 s, 1min tauoin). Ndytteet sentrifugoitiin ja ajettiin

geeli kuten edella.
2.2.3 emHofQ tuotto

Esikasvatusten perusteella emHofQ-mut tuotto-olosuhteiksi valittiin 2xTY-mediumi ja
16 °C. Tehtiin esikasvatukset siirrostamalla pesdke BL21(DE3)RIL pET36b/emHofQmut -
maljalta 5x5 ml:aan 2xTY + kanamysiini (30 pg/ml) + kloramfenicoli (30 pg/ml) -
mediumia ja kasvatettiin yli yén 30 °C:ssa, 250 rpm. Siirrostettiin 48 ml yli yon -
kasvatusta 2400 ml:aan 2xTY-mediumia +kanamysiini (30 ug/ml) +kloramfenikoli (30
ug/ml). Kasvatettiin 30 °C:ssa, 250 rpm kunnes A(600nm)=0,8. Proteiinien tuotto
indusoitiin 1 mM IPTG:lI3 ja kasvatettiin 16 “C:ssa, 250 rpm yli yon. Sentrifugoitiin solut
pohjaan (JA-10 roottori, 4000 g, 4 °C, 10 min). Pakastettiin solut -20 °C.

2.2.4 emHofQ puhdistus

Solut suspensoitiin A-puskuriin (pH 8,0, 20 ml/10 g soluja) +10 mM MgCl,, 0,2 mM
PMSF + 1 pug/ml DNase . Solut hajotettiin sonikoimalla (12 um amplitudi, 6x30 s, 1 min
tauoin, jailla). Solujatteet sentrifugoitiin pohjaan (JA-20 roottori, 32000 g, 10 min, +4
°C). Supernatantti suodatettiin 0,45 um ja puhdistettiin Ni-affiniteettikromatografialla
[pestiin A-puskurilla ja 5 % B-puskurilla (44 mM imidazoli) ja eluoitiin 50 % B-puskurilla
(260 mM imidazoli)]. Proteiinieluutiota konsentroitiin  10K-konsentraattorilla
(Amicon®Ultra-15 Ultracel®-10K tai Vivaspin Turbo 10K MWCO) kunnes V=10 ml ja

suodatettiin nayte 0,45um.

Proteiini puhdistettiin viela kokoerottelukromatografialla [HiLoad™ 26/600 Superdex™
200pg (GE Healthcare), eluutio 1 CV PBS]. Ajettiin puhdistuksesta SDS-geeli samalla
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tavoin kuin IL-8 puhdistuksestakin ja konsentroitiin fraktiot (Amicon®Ultra-15
Ultracel®-10K -konsentraattori), joissa geelisuodatuskuvaajan ja geelin mukaan on
emHofQ:ta. Jaadytettiin proteiinit erissda nestetypessd ja pakastettiin -80 °C:seen.

Mitattiin proteiinipitoisuudet Lowry-menetelmalla.

2.2.5 IL-8/IL-1B —emHofQ EuLISA

IL-8:n ja IL-B:n sitoutumista villityypin emHofQ-proteiiniin ja emHofQmut-proteiineihin
testattiin  EuLISA madritykselld. Kuopat paallystettiin  BSA:lla/IL-8:lla/IL-1B:lla 1
ug/kuoppa PBSN:ssa (PBS + 0,05 % natriumatsidi) huoneenlammadssa yli yon. Pestiin
kuopat 3x PBS:lla. Taytettiin tyhjat sitoutumispaikat kuopissa 200 ul Alternative block
solutionilla (BB5, ImmunoChemistry) huoneenlammadssa yon yli. Pestiin kuopat 3x PBS-
T:1la (PBS + 0,05 % Tween-20). Kuoppiin lisattiin emHofQ (0-2000 nM), joka sitoutuu
BSA:han/IL-8:aan/IL-1B:aan Delfia Assay bufferissa (Perkin Elmer), 50 pl/kuoppa +4
°C:ssa yli yon. Rinnakkaisia oli kullakin emHofQ-pitoisuudella BSA:han yksi ja IL-
8:aan/IL-1B:aan kaksi. Villityypin emHofQ oli aiemmin rekombinanttisesti tuotettua
proteiinia. Kuopat pestiin 3x PBS-T:ll4. Sitoutuminen karakterisoitiin Delfia Eu-N1-Anti-
6xHis vasta-aineella (Perkin Elmer) 500 ng/ml Delfia Assay Bufferissa 50 pl/kuoppa.
Vasta-aine sitoutui emHof-Q-proteiinin histidiinihdntddan huoneenldammodssa 1 h.
Kuopat pestiin 3xPBS-T:Ila. Fluoresenssi saatiin 100 ul:lla Delfia Enhancement
solutionia (Perkin Elmer) antamalla reaktion tapahtua huoneenlammdssa 5 min.
Aikaerotteinen fluoresenssi (Europium) mitattiin Victor3rm 1420 Multilabel Counter
(Perkin Elmer) -levylukijalla. Toistoja tehtiin kutakin emHofQ-pitoisuutta kohti IL-8:lla
3-6 ja IL-1B:lla kolme.
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3. TULOKSET
3.1LPS

3.1.1 IL-8:n tuottoa ja puhdistusta optimoitiin

IL-8:n tuottoa ja puhdistusta optimoitiin, jotta IL-8:a saatiin puhdistettua tarpeeksi
kokeita varten. IL-8:n tuottolampoétilaa laskettiin, jotta proteiini tuottuisi paremmin
liukoisessa muodossa. Sonikaattoria ja sonikointiaikoja muutettiin, jotta saatiin solut
paremmin hajotettua. Talldin suurempi osa tuotetusta proteiinista vapautui liuokseen
ja saatiin puhdistettua. N-His-hannallinen IL-8 puhdistettiin liukoisten proteiinien
osasta nikkeliaffiniteettikromatografialla ja kokoerottelukromatografialla. Puhdistusta
optimoitaessa nikkeliaffiniteettikromatografian sitoutumispuskurin pH:ta nostettiin
sen varmistamiseksi, etta histidiinihanta olisi negatiivisesti varautunut ja IL-8 sitoutuisi

pylvadseen.

3.1.2 EMSA osoitti, ettd LPS vuorovaikuttaa IL-8:n ja IFN-y:n kanssa

Sytokiinien sitoutumista eri A. actinomycetemcomitans -kannoista eristettyihin LPS:iin
testattiin aluksi EMSA:lla (elektroforeettinen liikkumisen muuttumismaaritys, engl.
electrophoretic mobility shift assay). LPS:3a ja sytokiinia (IL-8/IL-1B/IFN-y) inkuboitiin
vhdessa ja erikseen, minka jalkeen ajettiin natiivigeelielektroforeesi. Geeliltd nahtiin,
vaikuttavatko molekyylit toistensa ajautumiseen geelilld. LPS on suurikokoinen
molekyyli, joka ei juurikaan ajaudu yksinaan natiivigeelille. Kuvasta 10 a nahdaan, etta
IL-8 saa LPS:n ajautumaan geelille kun muuten se jaa kaivon pohjalle, samanlainen
vaikutus havaittiin myos IFN-y:lla (kuva 11). IL-1B:lla (kuva 10 b ja c) samanlaista
vaikutusta ei havaittu. Tama kertoo siitd, ettd IL-1B ei vuorovaikuta LPS:n kanssa
merkittavasti, mutta IL-8 ja IFN-y vuorovaikuttavat. IL-8 ja IFN-y eivat nakyneet
varjayksessd, mutta niiden vaikutus on selvda. EMSA-geeli on natiivigeeli eli molekyyleja
ei denaturoida. Tall6in molekyylien ajautumiseen geelilla vaikuttaa koon lisdaksi myds
esimerkiksi varaus. Tama tarkoittaa sitd, ettd ndytteessda ollut sytokiini saattaa
kulkeutua eri kohtaan kuin koon perusteella voisi odottaa. IL-8:n sitoutumista LPS:adn

tutkittiin vield tarkemmin EuLISA:lla.
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Kuva 10 EMSA-geelit ndyttdvdt sytokiinien vuorovaikutuksen LPS:n kanssa. Sytokiinin sitoutuminen saa LPS:n, joka
muuten jdd suurimmaksi osaksi kaivon pohjalle, ajautumaan geelille Kuvassa ylhddlld  nédkyy A.
actinomycetemcomitans -kanta, josta LPS on eristetty ja kannan alapuolella ndkyy, onko ndytteessd ollut LPS:dé tai
sytokiinia. Ndytteitd on inkuboitu tunnin ajan, antaen sytokiineille aikaa sitoutua, ennen kuin ne on ajettu geelille.
Geeliltd a) ndhdddn, ettd IL-8 sitoutuu eri kannoista eristettyyn LPS:ddn. Geeleiltd b) ja c) ndhdddn, ettd IL-18 ei
juurikaan sitoudu LPS:déin vaan ajautuu yksindén geelille. Geelillé ¢ on kuitenkin havaittavissa pientd sitoutumista.
Geelilld b on kdytetty itse rekombinanttisesti tuotettua IL-18:aa ja geelilld ¢ kaupallista rekombinanttista IL-18:aa.
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Kuva 11 EMSA-geelit ndyttdvdt sytokiinien vuorovaikutuksen LPS:n kanssa. Sytokiinin sitoutuminen saa LPS:n, joka
muuten jdd suurimmaksi osaksi kaivon pohjalle, ajautumaan geelille Kuvassa ylhéddlld nédkyy A.
actinomycetemcomitans -kanta, josta LPS on eristetty ja kannan alapuolella nékyy, onko ndytteessd ollut LPS:dd tai
sytokiinia. Ndytteitd on inkuboitu tunnin ajan, antaen sytokiineille aikaa sitoutua, ennen kuin ne on ajettu geelille.
Geeliltd ndhdddn, ettd IFN-y sitoutuu LPS:ddn ja saa sen ajautumaan geelille.

3.1.3 EuLISA osoitti IL-8:n sitoutuvan LPS:aan

IL-8:n sitoutumista LPS:3an testattiin EuLISA-analyysilld. Pohja paallystettiin poly-L-
lysiinilla, johon negatiivisesti varautunut LPS sitoutui. Kontrollissa pohjalla oli
ainoastaan poly-L-lysiini. LPS:3an sitoutuu His-hdannallinen IL-8. Sitoutuneen IL-8:n
maard saadaan selville histidiiniin sitoutuvalla europium-leimatulla vasta-aineella.
EuLISA-kuvaajista (kuva 12) ndhdaan, ettd IL-8 sitoutuu eri LPS:iin eri voimakkuuksilla.
LPS:t jaettiin Kq-arvon perusteella IL-8:a hyvin sitoviin (K¢ < 5 uM) ja huonosti sitoviin
(Kg > 5 uM). Kg-arvoja verratessa taytyy huomioida se, ettd edes IL-8:a hyvin sitovien
Kg-arvot eivat kerro tiukasta sitoutumisesta. Kg-arvot on listattu taulukkoon 4. Kgy-
arvoista nahdaan, etta IL-8:n sitomisen voimakkuus oli riippumatonta LPS:n

serotyypista.
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Kuva 12 |IL-8:n sitoutuminen eri LPS:in (EuLISA). Sitoutumiskuvaajat IL-8:n sitoutumisesta eri A.
actinomycetemcomitanskannoista eristettyihin LPS:iin. LPS:t jaettu a) voimakkaisiin sitojiin (Ks < 5 uM) ja b)
heikkoihin sitojiin (K4 > 5 uM). Kuvassa c) kontrollin ja kahden verrokkina olleen eri lajin LPS:n sitoutumiskdyrdt. N=3
(kontrollilla N=15)
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Taulukko 4 Eri LPS:ille EulLISA:sta saadut dissosiaatiovakio (Ks) ja sitoutumismaksimi (vmax). Kannat jaettu
voimakkaisiin sitojiin (Kq < 5 uM) ja heikkoihin sitojiin (K4 > 5 uM) sekd verrokkeihin P.aeruginosa ja E.coli.

kanta Kq (IJ.M) Vmax
st cSA1216 1,2+0,3 |1,24+0,06 x1076
st b S23A 2,4+0,6 |1,40+0,08 x10"6
st a D7S Aflpl 2,840,6 |1,51+0,07 x10"6
stel73 3,84#1,3 [1,42+0,02 x10"6
st d SA492 4,0+1,3 |0,7620,07 x1076
stbY4 4,1+0,8 |1,6840,08 x1076
stc 1151 4,2+1,4 |0,4740,05 x1076
std O75U 4,6+1,2 |1,0240,08 x1076
stfTr.GU 17-4 4,9+1,3 |1,440,1 x1076
st a SUNY ab75 6,940,7 |[1,31+0,04 x10"6
st a SA3138 7,810,9 |[1,22+0,05 x10"6
st b HK1651 17,3+3,2 |1,3%0,1 x1076
st c ATCC33384 17,4+2,0 |1,15+0,06 x1076
P.aeruginosa 11,3£3,0 |1,040,2 x1076
E.coli 17,4+4,8 |1,1+0,2 x1076

3.1.4 LPS:n epapuhtaudet eivat vaikuttaneet IL-8:n sitomisen voimakkuuteen

LPS:sta mitattiin epapuhtauksia, jotka mahdollisesti voisivat sitoa IL-8:aa eristyksissa
LPS:n sijasta. LPS:ista ajettiin agaroosigeeli (kuva 13 a), jotta nahtiin oliko naytteissa
DNA-epdpuhtauksia. Koska DNA:ta havaittiin, nadytteista mitattiin vield tarkat DNA-
pitoisuudet. Naytteistd mitattiin myos proteiini- ja PGA-pitoisuudet. Proteiini- ja DNA-
pitoisuudet mitattiin suoraan eristetysta LPS:std ja niiden maarat laskettiin /kuoppa.
Pitoisuuksista piirrettiin kuvaajat (kuvat 13 b ja 14 a ja b), joissa x-akselilla on
EuLISA:sta saatu Kg-arvo ja y-akselilla epapuhtaus ng/kuoppa. Kuvaajat piirrettiin DNA-
ja proteiinipitoisuuksista yhdessd ja erikseen. Kuvaajista laskettiin Spearmanin
jarjestyskorrelaatiokerroin  ja  p-arvo. Tilastollisten analyysien  perusteella

epadpuhtauksilla ei ollut merkitysta sitomisen voimakkuuteen (p > 0,05).

45



46 250

b) 4000 r.=0,279
p=0,314
0
3000
g
o
[*]
&
2000
z 0
[a]
g
0
1000
§o [0}
o
oo © )
° o
t’ll 5 10 15 20

Ky

Kuva 13 LPS:ien DNA-epdpuhtaudet. Kuvassa a) on eri A.actinomycetemcomitans-kannoista eristetyt LPS:t ajettu
agaroosigeelille, jotta ndhtdisiin, onko eri LPS:issé DNA-epdpuhtauksia. Kuvassa b) on verrattu LPS:ien DNA-
pitoisuuksia EuLISA:sta saatuihin Kq-arvoihin. Kuvaajasta on laskettu Spearmanin jirjestyskorrelaatiokerroin (rs) ja p-
arvo. Kuvien perusteella DNA:n mddrd ei korreloi EuLISA:sta saatujen Kg-arvojen kanssa (p>0,05). DNA-
epdpuhtauksien mddrd ei siten vaikuttaisi selittévdn sitoutumisen voimakkuuden vaihteluita.
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Kuva 14 LPS:ien epdpuhtauksien mddrd verrattuna EullSA:sta saatuihin Kg-arvoihin. Kuvaajista on laskettu
Spearmanin jérjestyskorrelaatiokerroin (rs) ja p-arvo. Kuvassa a) on proteiinien mddrié verrattu EuLISA:sta saatuihin
Kd-arvoihin. Kuvassa b) on laskettu yhteen proteiinien ja DNA:n mddrdt ja verrattu niitd EuLISA:sta saatuihin Kg-
arvoihin. Kuvien perusteella epdpuhtauksien mddrd ei korreloi EuLISA:sta saatujen Kg-arvojen kanssa (p>0,05).
Epdpuhtauksien mdédrd ei siten vaikuttaisi selittdvén sitoutumisen voimakkuuden vaihteluita.

PGA-pitoisuudet laskettiin paallystamalld kuoppalevy LPS:lld samalla tavalla kuin
EuLISA:ssa ja mittaamalla sitten PGA-pitoisuus Kongo Redin avulla. Talla tavalla saatiin
tietas, paljonko PGA:ta oli mittauksessa lasna. Tuloksena ei saatu taustasta poikkeavia
arvoja, joten tuloksista voitiin paatelld, ettd PGA:ta ei ollut naytteissa niin paljoa, etta

se olisi vaikuttanut tuloksiin.
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3.2 emHofQ

emHofQ-proteiini on histidiini-hdnnallisena 20 kDa proteiini, Se on ulkokalvon HofQ-
proteiinin N-terminaalinen, solukalvonulkoinen osa. Kuvassa 15 on proteiinin
kolmiulotteinen rakenne. Rakenteeseen on merkitty aminohapot, jotka tyossa
tutkituissa muokatuissa proteiineissa on muutettu alaniiniksi. Aminohappoja on
kahdessa eri silmukassa. Muokattuja proteiineja on kolme kappaletta, niistd yhdessa
on muutettu silmukan 1 aminohapot (H136, F137, K139), toisessa silmukan 2
aminohapot (D165, R166) ja kolmannessa molempien silmukoiden aminohapot (H136,

F137, K139, D165, R166).

©Martin Hogbom

Kuva 15 emHofQ-proteiinin rakenne. Kuvassa ndkyy emHofQ:n rakenne ja proteiinin ne aminohapot, jotka
vaihdettiin alaniineiksi IL-8 sitoutumiskokeita varten. Muokatut aminohapot sijaitsivat kahdessa eri silmukassa.
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3.2.1 emHofQ-proteiineja paatettiin tuottaa 16 °C:ssa 2xTY-mediumissa

Muokattujen emHofQ-proteiinien tuottoa testattiin eri olosuhteissa, jotta saatiin
selville missa olosuhteissa proteiinia tuottuu liukoisena eniten. Testattavina oli kaksi
eri tuottolampdtilaa, 30 °C ja 16 °C, ja kaksi eri mediumia, 2xTY ja TB. Soluja
kasvatettiin ensin samalla tavalla, kunnes ne saavuttivat tavoiteabsorbanssin, minka
jalkeen proteiinien tuotto indusoitiin IPTG:ll4. Indusoinnin jalkeen solut siirrettiin
oikeaan tuottolampdtilaan, jossa niita kasvatettiin eri ajan riippuen lampétilasta.
Kasvatuksista otettiin naytteet, joista solut sentrifugoitiin erilleen ja suspensoitiin
pieneen maaraan PBS:3a. Solut hajotettiin sonikoimalla ja solujatteet sentrifugoitiin
pohjaan. Valmistettiin geelindytteet sekad pelletistd ettd supernatantista ja ajettiin
naytteet SDS-geelille (kuva 16). Geeliltd nadhtiin, oliko proteiini tuottunut liukoisena,
jolloin se I6ytyy supernatantista, vai liukenemattomassa muodossa, jolloin proteiini
loytyy pelletista. Geeleilta nahtiin, ettd molemmissa tuottolampdtiloissa tuotettu
proteiini 16ytyi pelletista, eli se olisi tuottunut liukenemattomana. Epailtiin kuitenkin
solujen hajotuksen onnistumista, silla siind oli aiemminkin ollut ongelmia. Hajotettiin
16°C:ssa kasvatetut solut uudelleen kadyttden toista sonikaattoria ja pidempaa
sonikointiaikaa. Fuugattiin jalleen solujatteet pohjaan ja ajettiin geeli samalla tavalla
kuin aiemminkin. Nahtiin, ettad talla kertaa proteiinia 16ytyi supernatantista varsinkin

2xTY-mediumkasvatuksista. Paatettiin tuottaa proteiinia 16°C:ssa, 2xTY-mediumissa.
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Kuva 16 muokattujen emHofQ-proteiinien tuottotestaukset eri Idmpdtiloissa. Kaikissa kolmessa geelissd on sama
ndytejdrjestys. Kahdesta ensimmdisessd geelissd ndhdddn, ettd emHofQ (kDa) on jddnyt pellettiin, eikd ole
liukoisena kuten pitdisi. Epdiltiin syy voisi olla tuotto-olosuhteitten sijasta solujen hajotuksessa, joten hajotettiin 16

°C -ndytteet uudelleen ja ajettiin geelille. Tdlld kertaa emHofQ Idytyi liuoksesta varsinkin 2xTY-medium -
kasvatuksissa.
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3.2.2 emHofQ-proteiineja saatiin puhdistettua hyvin puhtaana

emHofQ-proteiinia tuotettiin recombinanttisesti E.coli soluissa His-hannallisena. Solut
kerattiin sentrifugoimalla ja hajotettiin sonikoimalla. Solujatteet sentrifugoitiin erilleen.
Proteiini puhdistettiin supernatantista nikkeliaffiniteettikromatografialla (kuva 17 a) ja
kokoerottelukromatografialla (kuva 17 b). Puhdistuksista ajettiin SDS-geeli (kuva 18 a),
jotta nahtiin, kuinka proteiini puhdistui ja missa geelisuodatusfraktioissa tuotettu
proteiini on ja kuinka paljon proteiinia tuottui. Kuvissa 17 a ja b ja 18 a on emHofQ L1-
proteiinin puhdistus. Kahden muun muokatun proteiinin puhdistus eteni vastaavasti.
Geeliltd (kuva 18 a) ndahdaan, ettad proteiinia tuottui hyvin ja sen maara ja puhtaus
kasvavat fraktioissa puhdistuksen edetessa fraktiosta B8 fraktioon C1. Puhdistuksesta
konsentroitiin fraktiot B1, C1 ja C2. Geelilla (kuva 18 b) on puhdistetut proteiinit.
Nahdaan, ettd proteiini saatiin puhdistettua hyvin puhtaana. Puhdistettujen

proteiinien proteiinipitoisuus maaritettiin Lowry-menetelmalla.
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Kuva 17 EmHofQ-L1-proteiinin puhdistus. emHofQ-L1 puhdistettiin

nikkeliaffiniteettikromatografialla (kuva a) ja kokoerottelukromatografialla (kuva b).
Kaarisululla on merkitty fraktiot, jotka sisdlsivit emHofQ-L1 proteiinia ja otettiin talteen.
Muokattujen proteiinien emHofQ-L2 ja emHofQ-L1L2 puhdistus eteni hyvin samalla tavalla ja
kuvaajat ndyttivdt samankaltaisilta.
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Kuva 18 muokattujen emHofQ-proteiinien puhdistus. Geelilld a) ndkyy, miten emHofQ-L1 on puhdistunut
puhdistuksen edetessd. Geelilld b) ndkyvdt puhdistetut proteiinit. Geeliltd ndhdddn, ettd proteiinit on saatu
tuotettua hyvin puhtaina.

3.2.3 EuLISA osoitti emHoQmut sitoutuvan villityyppid huonommin sytokiineihin

IL-8:n ja IL-1B:n sitoutumista villityypin emHofQ-proteiiniin ja muokattuihin emHofQ-
proteiineihin testattiin EuLISA-analyysin avulla. Pohja paéllystettiin hannattomalla,
rekombinanttisesti E. colissa tuotetulla IL-8:lla/IL-1B:lla, jonka pinnalle emHofQ-
proteiinit sitoutuivat. Sitoutuneen emHofQ:n maara madritettiin  emHofQ:n
histidiinihdntaan sitoutuvalla Europium-leimatulla vasta-aineella ja aikaerotteisella
fluoresenssilla. Tuloksista piirrettiin  sitoutumiskdyrat emHofQ:n konsentraation
suhteen. Havaittiin, ettd villityypin emHofQ sitoutui IL-8:aan voimakkaammin kuin

muokatut proteiinit, muokattujen proteiinien valilla sitoutumisessa ei ollut paljon eroja
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(kuva 19, taulukko 5). Sama vaikutus havaittiin emHofQ:n sitoutumisessa IL-1B:aan
(kuva 20, taulukko 6). emHofQ:n sitoutuminen IL-1B:aan oli kuitenkin ylipaansa

heikompaa kuin IL-8:aan.
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Kuva 19 emHofQ:n sitoutuminen IL-8:aan ja BSA-kontrolliin. Kuvaajasta ndhdddn, ettd
emHofQ sitoutuu IL-8:aan. Villityypin emHofQ sitoutuu IL-8:aan muokattuja proteiineja
paremmin. N=3-6

Taulukko 5 EmHofQ:n IL-8:aan sitoutumisen K4 ja vmex-arvot. Taulukosta ndhdddn, ettd
villityypin emHofQ sitoutuu paremmin IL-8:aan kuin muokatut emHofQ:t. Muokattujen
proteiinien vilillé ei ole suuria eroja sitoutumisessa.

Kg (NnM) | SD(Kqg) (NM) | Vimax SD(Vmax)

emHofQ wt 44 8 930 000 70 000

IL-8 emHofQ L1 190 60 | 1000000 | 200 000
emHofQ L2 110 20 900 000 80 000

emHofQ L1L2 150 20 | 1000000 30000
emHofQ wt 220 60 550 000 9 000

BSA emHofQ L1 1200 500 700 000 | 300000
emHofQ L2 500 100 520 000 90 000

emHofQ L1L2 1000 400 500 000 | 200 000
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Kuva 20 emHofQ:n sitoutuminen IL-18:aan ja BSA-kontrolliin. Kuvaajasta ndhdddn, ettd emHofQ
sitoutuu IL-18:aan. Villityypin emHofQ sitoutuu IL-18:aan muokattuja proteiineja paremmin. N=3

Taulukko 6 emHofQ:n IL-18:aan sitoutumisen K4 ja vmex-arvot. Taulukosta ndhdddn, ettd villityypin
emHofQ sitoutuu paremmin IL-18:aan kuin muokatut emHofQ:t. Muokattujen proteiinien vilillé ei ole
suuria eroja sitoutumisessa.

Ka (nM) | SD(Kq) (NM) | Vmax SD(Vmax)
emHofQ wt 90 170 900 000 | 600 000
IL-1p emHofQ L1 450 160 | 1100000 | 300000
emHofQ L2 330 70 | 1000000 | 200000
emHofQ L1L2 440 70 | 1000000 | 100000
emHofQ wt 470 160 910 000 60 000
BSA emHofQ L1 1700 500 | 1000000 | 300000
emHofQ L2 860 540 800 000 | 300000
emHofQ L1L2 1600 300 | 1000000 | 100000
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4. TULOSTEN TARKASTELU

4.1 LPS

Lipopolysakkaridi (LPS) on gram-negatiivisen bakteerin, kuten A.
actinomycetemcomitansin, pinnan molekyyli, joka koostuu Lipidi A:sta ja
polysakkaridista, joka jaetaan ydinosaan ja O-antigeenitoistojaksoon. (Raetz ja
Whitfield 2002; Bertani ja Ruiz 2018) LPS muodostaa bakteerisolun uloimman
kerroksen, joten ei liene kovin yllattavaa, etta se on tarked molekyyli infektiossa. Se
aktivoi monet elimiston solut tuottamaan sytokiineja ja saa aikaan isdanndn
immuunivasteen aktivoinnin (Levin ym. 1999; Diaz-Zuihiga ym. 2014, 2015, 2017;
Alvarez ym. 2015)

Tassa tyossa testattiin eri sytokiinien sitoutumista A.actinomycetemcomitansin eri
kantojen ja serotyyppien LPS:iin seka EMSA:lla etta EuLISA:lla. EMSA-geeleiltad nahtiin,
ettd IL-8 ja IFN-y sitoutuivat LPS:dan, mutta IL-1B ei. Tdma saattaa johtua varauksista.
LPS on sen sisdltamien fosfaattiryhmien takia negatiivisesti varautunut neutraalissa
pH:ssa. IL-8 ja IFN-y puolestaan ovat positiivisesti varautuneita (teoreettiset pl:t ovat
9,0 ja 9,5 (ExPASy ProtParam tool)) ja sitoutuvat LPS:dan. IL-1B on negatiivisesti

varautunut (teoreettinen pl on 5,1) eikd todenndkdisesti sen vuoksi sitoudu LPS:aan.

IL-8:n sitoutumista eri LPS:iin tutkittiin tarkemmin EuLISA:lla. IL-8 sitoutui eri
voimakkuuksilla eri Aa-kantojen LPS:iin, sitoutumisen voimakkuus oli kuitenkin
riippumatonta LPS:n serotyypista. LPS:t jaettiin kahteen ryhmaan sen mukaan, miten
voimakasta sitoutuminen oli: hyvin IL-8:aa sitoviin (Kg < 5 uM) ja heikosti LPS:aa sitoviin
(K > 5 uM). LPS:t selvasti sitoivat IL-8:aa, mutta eivat erityisen voimakkaasti.
Ensimmaisessa ryhmassa on kaikkia kuutta eri serotyyppida ja jalkimmaisessa
serotyyppeja a-c. Ensimmaisessa ryhmassa LPS:dan sitoutuvan IL-8:n maara (vmax)
vaihteli kuitenkin huomattavasti. Eniten IL-8:aa sitova LPS Y4 (st b) sitoi 3,5 kertaa
enemman IL-8 kuin vahiten sitova LPS 1151 (st c). Vmax oli myOs serotyypista

rippumaton.

Koska sitoutumisen voimakkuus vaihteli huomattavasti kannasta toiseen, mutta oli

serotyypista riippumatonta, selvitettiin muita tekijoita, jotka voisivat vaikuttaa
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sitoutumiseen. LPS:n epdpuhtauksista selvitettiin proteiinien, DNA:n ja PGA:n
(Isopropyl B- D -1-thiogalactopyranoside) pitoisuudet. PGA-madarityksestd ei saatu
mitattavia arvoja ja IL-8:n sitoutumisen voimakkuus oli riippumatonta proteiinien ja
DNA:n maarasta, joten epaselvaksi jai, mika tekija sitoutumiseen vaikutti. Tulokset
kuitenkin puoltavat johtopddtosta, ettda sytokiineista ainakin IL-8 sitoutuu A.
actinomycetemcomitanssin LPS:3an. Se, mista sitoutumisen voimakkuus riippuu, ei
selvinnyt. Mahdollisesti LPS konsentroi sytokiineja, ainakin IL-8:aa, bakteerisolun
pinnalle. IL-8 sitoutuu LPS:3an sellaisella voimakkuudella, ettd LPS pystyy

luovuttamaan IL-8:n eteenpain bakteerisolun sisdaan kuljetettavaksi.

4.2 LPS:n eristysmenetelma ja pitoisuuden maaritysmenetelma olivat mahdollisia

virheldhteita LPS-tyossa

LPS EuLISA:ssa eri LPS:t sitoivat IL-8:a eri voimakkuuksilla, jotka eivat kuitenkaan olleet
riippuvaisia epapuhtauksina olevien DNA:n, proteiinien tai PGA:n maarista eikd LPS:n
serotyypista. Ongelmallista oli, ettd eristetyt LPS:t ylipaataan sisalsivat merkittavia
maaria epapuhtauksia. LPS:n pitoisuutta oli myos vaikea maarittda luotettavasti ja

toistettavasti.

4.2.1 LPS:n eristysmenetelmaa pitdaa kehittda

LPS EuLISA:ssa oli ongelmia, jotka saattavat johtua menetelmastd, jolla LPS:da
eristettiin. LPS:dan jai melko paljon epapuhtauksia, jotka mahdollisesti vaikuttavat
tuloksiin. Sitoutumiskokeen tulokset eivat korreloineet epapuhtauksien pitoisuuksien
kanssa, mutta niiden vaikutusta ei silti voi sulkea kokonaan pois. Etenkdan kun tulokset

eivat riippuneet myoskaan millaan tavalla LPS:n serotyypista.

Menetelmad on muokattu aiemmin julkaistusta menetelmasta (Paju ym. 2000).
Kaytetyssd menetelmdssda epapuhtautena olevat proteiinit pyrittiin  hajottamaan
proteinaasi K:lla. Tastd huolimatta niitd oli vield eristetyssa LPS:ssakin. Taytyisi siis
miettia miten niistd péadsisi paremmin eroon. Ratkaisu voisi olla esimerkiksi
proteinaasikasittelyn pidentdminen. Proteiinien hajotusta voisi parantaa myos

proteinaasien maaraa lisadamalla, mutta talloin saatettaisiin pahimmassa tapauksessa

56



pahentaa ongelmaa, jos kdytetytyista proteinaaseista ei paasta puhdistuksessa eroon

vaan ne jadvat valmiiseen tuotteeseen.

LPS:ssa oli epdpuhtautena myds DNA:ta. Epdpuhtautena oleva DNA paatyy myos
sitoutumiskokeisiin, silla sekd DNA ettd LPS ovat negatiivisesti varautuneita niiden
sisaltamien fosfaattiryhmien takia ja sitoutuvat positiivisesti varautuneeseen poly-L-
lysiiniin, jolla kuopat paallystettiin. DNA:sta voisi yrittdda pdadsta eroon DNAaasi
kasittelylla. Kaytetyssa menetelmassa LPS:a3a puhdistettiin lopuksi saostamalla samalla
menetelmalld, jota kdytetddn DNA:n saostamiseen (Ip ym. 2014), joten tama vaihe ei

edesauta DNA:sta eroon padsemista.

Saostusmenetelmadn sijasta voidaan LPS:n puhdistamiseen kayttaa geelisuodatusta
(Perry ym. 1996a). Geelisuodatuksella paastdisiin todennakdisesti hyvin eroon
epdpuhtauksista. Hankaluutena tdassa menetelmassa olisi mahdollisesti se, ettda LPS:3a
joutuisi puhdistuksen aikana enemman hukkaan, jolloin |Idhtémateriaalina kaytettavia
bakteereja tdytyisi kasvattaa enemman, jotta saataisiin sama madra LPS:aa. Sileita
A.actinomycetemcomitanskantoja pystyttdisiin kasvattamaan maljojen sijasta my0s
liuoksessa, jolloin niiden kasvattaminen suurissa maarissa olisi helpompaa. Liuoksessa
elavilla bakteerisoluilla on kuitenkin erilainen aineenvaihdunta biofilmissa eldviin
bakteereihin verrattuna (Llama-Palacios ym. 2017). Taten ei voi tietdd, miten

liuoksessa elaminen vaikuttaa normaalisti pinnoilla elavan bakteerin ulkoasuun.

4.2.2 LPS:n pitoisuuden madritys ei ollut toistettava

Mahdollinen selitys eri LPS:ien kyvylle sitoa IL-8:a voisi olla siind, etta eri LPS:ia oli
kuopan pohjalla eri verran, silla LPS:n pitoisuus oli vaikea maarittaa. LPS:n pitoisuus
maaritettiin endotoksiinimenetelmalld, joka mittaa LPS:n lipidiosan konsentraatiota.
LPS-pitoisuuden maarityksen toistettavuudessa oli ongelmia, samalle LPS:lle saatiin

jostain syysta eri mittauskerroilla eri pitoisuus.

Ongelmallista maarityksessa oli se, ettd menetelma LPS:n pitoisuuden maarittdmiseen
perustuu lipidi A:n pitoisuuden mittaamiseen. Koska O-polysakkaridin pituus saattaa
vaihdella huomattavasti eri LPS:lld, (Bertani ja Ruiz 2018) ei O-polysakkaridin maaraa
eri ndytteissa pystytty menetelmalld maarittamaan. Vaikka eri LPS:1l3 olisi sama lipidi A

-konsentraatio, saattaa LPS:n maara painoyksikodssa vaihdella. Meidan tutkimuksemme
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tavoite oli vertailla nimenomaan eri serotyyppien valisia eroja eli O-polysakkaridien
merkitysta sitoutumiselle. Ongelmallista oli myds se, ettd menetelmad oli luotu
epdpuhtautena olevan LPS:n maarittamiseen ja oli siten todella herkka. LPS:ista taytyi
tehda pitkat laimennossarjat, joiden tekemiseen kaytetyn kaupallisen reagenssisarjan
endotoksiinittomat putket eivat riittdneet, joten maarityksid saattoivat hairita
laimennossarjoihin  kaytettyjen putkien mahdollisesti sisdltamat endotoksiinit.
Menetelma oli myds suunniteltu paljon pienemmille ndaytemaarille kuin mihin meilla
oli tarvetta. On myds mahdollista, ettd inkubaatioajat, jotka menetelméassa olivat
tarkkaan maaritellyt, olivat todellisuudessa eri pituisia eri naytteille, johtuen
inhimillisesta tekijasta. Riippuen siita kuinka herkkda menetelma on inkubaatioaikojen
vaihtelulle saattaa tama selittda tulosten heikkoa toistettavuutta. Jos tutkimuksia siis
jatkettaisiin, olisi tarkeda pyrkia 16ytamaan tarkoitukseen paremmin soveltuva LPS:n

maaran mittausmenetelma.

LPS:n tarkalla pitoisuudella ei toisaalta valttamatta ole merkitysta tuloksiin. EuLISA:ssa
pyrittiin kdyttamaan ylimaaraa LPS:aa, jolloin ylimaarainen LPS huuhtoutui pois, eika
erot kuopan pohjalla olevan LPS:n maarassa valttamatta ole yhta suuret kuin liuosten
LPS-pitoisuuksissa. Ei ole kuitenkaan keinoa varmistua tassa. LPS sitoutuu huonosti
kuopan pohjalle, joten kuopan pohja paallystettiin poly-L-lysiinilla. LPS sitoutuu kuopan

pohjalla olevaan poly-L-lysiiniin (Péterfi ja Kocsis 2000).

4.3 emHofQ

Aggregatibakter actinomycetemcomitans on luontaisesti kompetentti eli kykeneva
ottamaan sisdansa DNA:ta. Aiemmin on havaittu, ettd HofQ on homologiensa tavoin
merkittavassa roolissa DNA:n sisddanotossa siirtamalla DNA:ta ulomman solukalvon lapi
kalvojen valiseen tilaan (Palchevskiy ja Finkel 2006; Tarry ym. 2011). Mietittiin, voisiko
HofQ kuljettaa myo6s sytokiineja sisdan joko yhdessa DNA:n kanssa tai yksin ja siten
auttaa bakteerisolua aistimaan isdanndssaan aiheuttamaa tulehdusta. Paatettiin tutkia

IL-8:n ja IL-1B:n sitoutumista emHofQ:hun.

Ryhmassamme oli jo aiemmin tehty alustavia sitoutumiskokeita ja selvitetty cross-

linkkauksella emHofQ:n kohta joka olisi Iahella sitoutumiskohtaa (Ahlstrand ym. 2018).
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emHofQ:sta tehtiin muokattuja proteiineja, joissa muutettiin useita aminohappoja

silmukoista, joiden oli todettu sijaitsevan lahella sitoutumiskohtaa.

emHofQ sitoutui paremmin [L-8:aan kuin IL-1B:aan. Molemmilla sytokiineilla oli
havaittavissa ero sitoutumisessa muokattujen ja villityypin proteiinien valilla.
Tuloksista voitiin paatelld, ettd kahden silmukan muodostama pinta, josta
aminohappoja muutettiin, on todennakdisesti sytokiinien sitoutumiskohta proteiinissa.
Muokattujen emHofQ-proteiinien valilla ei havaittu merkittdavda eroa. Tama saattaa
johtua siitd, ettd silmukat ovat yhteydessa toisiinsa vetysidoksin, niin ettd yhden
silmukan muokkaaminen vaikuttaa toisen rakenteeseen muuttaen mahdollista
sitoutumiskohtaa myods toisessa silmukassa. Sitoutuminen saattaa myoOs tapahtua
molempiin silmukoihin yhta aikaa, jolloin kumman silmukan tahansa muokkaaminen

heikentaa sitoutumista merkittavasti.

4.4 Sytokiinien sisddanoton mahdollinen merkitys bakteereille

Jos bakteerisolut ottavat sytokiineja sisdansda, emme tiedd tarkasti sitd, miten
sisdadnotto tapahtuu. Emme tieda mydskaan sitd, mita sytokiineille tapahtuu
bakteerisolun sisdlla ja mika niiden sisdanoton merkitys bakteereille on. Mahdollisesti
niitd kaytetdan ravintona, kuten sisddnotettua DNA:ta saatetaan kayttdd (Veening ja
Blokesch 2017) tai isanndssa aiheutetun tulehduksen aistimiseen. Sytokiinit toimivat
elimiston immuunipuolustuksen saatelijoind, (Dembic 2015a, ¢, d, b) joten niiden
sisddnotolla saatetaan myods hairitd isanndn viestintdd ja immuunipuolustusta. IL-8
esimerkiksi kutsuu neutrofiilit tulehduspaikalle konsentraatiogradientin avulla (Tonetti

ym. 1998), joten IL-8:n sisddanotto saattaa suojella bakteerisolua fagosytoosilta.
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5. PAATELMAT

Tassa tutkimuksessa osoitettiin, ettd sytokiineista IL-8 sitoutuu LPS:33an, joka on
bakteerisolun ulommalla solukalvolla  esiintyva lipidi ja siihen liittynyt
polysakkaridiketju. Osoitettiin myo6s, ettd sytokiinit IL-8 ja IL-1B sitoutuvat
membraaniproteiini HofQ:n solunulkoiseen osaan, emHofQ. HofQ on ulomman
solukalvon kanavaproteiini, joka kuljettaa DNA:ta bakteerisolun kalvojen viliseen

tilaan ja mahdollisesti my0s joitain proteiineja solukalvon lapi sisdan ja ulos.

Hypoteesina on, ettd LPS keraa sytokiineja bakteerisolun ulkopuolelta solukalvon
laheisyyteen, josta HofQ siirtda ne edelleen periplasmiseen, kalvojen valiseen tilaan,

joko yhdessa DNA:n kanssa tai DNA:sta riippumatta (kuva 21).

Tulevaisuudessa voisi olla hyva tutkia, mita muita sytokiineja tai muita molekyyleja
HofQ mahdollisesti siirtda bakteerisolun ulkopuolelta sisdan periplasmiseen tilaan ja
mika merkitys LPS:Ila prosessissa on. Lisaksi voitaisiin tutkia, mitka proteiinikoneistot
siirtavat sytokiinit edelleen periplasmisesta tilasta sisemman solukalvon lapi sisalle
bakteerisoluun. Olisi myds mielenkiintoista tietdd mita sytokiineille tapahtuu solun

sisalla ja mika niiden merkitys bakteerisoluille on.

Aihe olisi tarkempien tutkimuksien arvoinen, silla sen ymmartaminen, miten sytokiinit
vuorovaikuttavat bakteerisolujen kanssa, voi auttaa ymmartamaan kuinka bakteerit
onnistuvat suojautumaan isdannan puolustusreaktioilta. Ymmarrys voi auttaa meita
jonain paivana loytamaan tehokkaat hoitokeinot vaikeasti hoidettavissa oleviin

iensairauksiin.
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Kuva 21 Sytokiinien sisé@dnotto gram-negatiivisen bakteerisolun sisédn. LPS konsentroi sytokiineja, josta HofQ siirtdd
ne kalvojen vdliseen tilaan. HofQ siirtdéd sytokiineja joko yksin tai yhdessd DNA:n kanssa. Kalvojen vdlisestd tilasta
sytokiinit siirretdén solun sisdén kdyttden muita koneistoja, mahdollisesti Pil- ja Com-komplekseja. Kuvassa LPS on
yksinkertaisuuden vuoksi kuvattu lyhyempdénd kuin se todellisuudessa esiintyy. Hypoteettinen malli.
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