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Tutkimuksen taustaa

Pitk&ketjuisista rasvahapoista peréisin olevien johdannaisten on todettu olevan
merkittdvassa asemassa elimiston tulehdusreaktioiden saatelyssa. On todettu, ettd n—6
perheen rasvahaposta, arakidonihaposta, peraisin olevilla johdannaisilla on enemman
proinflammatorisia vaikutuksia kuin n—3 perheen rasvahapoilla (eikosapentaeenihappo,
dokosapentaeenihappo, dokosaheksaeenihappo). Useissa tutkimuksissa on myds saatu
viitteita, ettda n—3 perheen rasvahapoilla olisi ehkaisevaa vaikutusta sydan- ja
verisuonisairauksissa. Tutkimuksissa on lIdydetty my6s viitteita MMP—9:n mahdollisesta
osuudesta sydantapahtumissa. Tassa tutkimuksessa halusimme selvittaa, vahentaako
seerumittomassa mediumissa, x-vivossa, kasvaneiden ihmisen MonoMac 6 -monosyyttien
inkuboiminen etukateen n—-3 perheen rasvahapoissa arakidonihapon indusoivaa vaikutusta
matriksimetalloproteinaasi 9:n eritykseen.

Tulokset

Havaitsimme, ettd tutkimistamme n—3 perheen rasvahapoista dokosapentaeenihapolla ja
dokosaheksaeenihapolla oli merkittavd MMP—-9:n eritysta vahentava vaikutus, kun soluja
ensin oli inkuboitu 24 h arakidonihapossa. DPA:ssa kasvaneet solut tuottivat MMP—-9:4a
15 % ja DHA:ssa kasvaneet solut 18 % ainoastaan arakidonihapossa kasvaneisiin soluihin
verrattuna. Eikosapentaeenihapossa kasvaneet solut tuottivat MMP-9:8& 94 %
arakidonihapossa kasvaneisiin verrattuna eli vaheneminen oli vain 6 %. Tutkimuksessa
my06s havaittiin, ettd prosessi on hyvin herkka ulkoisille tekijoille, esimerkiksi haihtuminen
ja siitd seuranneet konsentraatioerot tuottivat hyvin erilaisia tuloksia.

Pohdinta

Taman tutkimuksen tulokset viittaavat siihen, ettd kun MonoMac 6 -soluja viljella&an
optimaalisessa kasvuymparistossa, dokosapentaeenihappo (DPA) ja
dokosaheksaeenihappo (DHA) vahentavat merkittavasti arakidonihapon indusoivaa
vaikutusta MMP-9 tuotantoon. Naista DPA:lla oli hieman voimakkaampi vaikutus kuin
DHA:lla. Sen sijaan eikosapentaeenihappo (EPA) ei juuri vahentanyt MMP—-9:n erittymista.
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1.0 JOHDANTO

1.1 Pitkaketjuiset rasvahapot

Linolihaposta (LA 18:2 n—6) muodostuva arakidonihappo (AA 20:4 n-6) seka a-
linoleenihappojohdannaiset (ALA 18:3 n—3) eikosapentaeenihappo (EPA 20:5 n-3),
dokosapentaeenihappo (DPA 22:5 n-3) ja dokosaheksaeenihappo (DHA 22:6 n—3) ovat

elimiston tarkeita monityydyttyméattomia rasvahappoja (PUFA).

Linolihappoa ja a—linoleenihappoa sanotaan usein valttAmattomiksi rasvahapoiksi (EFA),
silla elainsolut eivat kykene syntetisoimaan niitd de novo, vaan ne on saatava ravinnosta
[1]. Thmiset, kuten useimmat muutkin nisakkaat, kykenevat muodostamaan linolihaposta ja
a-linoleenihaposta edella mainittuja johdannaisia eli arakidonihappoa seka
eikosapentaeenihappoa, dokosapentaeenihappoa ja dokosaheksaeenihappoa, vaikka se
on hidasta [2]. Naiden kahden rasvahapon johdannaiset, vaikka eivat varsinaisesti ole
valttamattomia, ovat kuitenkin tarkeassa osassa, silla monet valttamattomien
rasvahappojen biologisista funktioista valittyvat juuri johdannaisten kautta. EFA ja niiden
johdannaiset toimivat muun muassa energianlahteené sekd membraanikomponentteina:
siind missa solujen proteiinit ovat geneettisesti maaraytyneet, solukalvojen sisaltamien
monityydyttymattomien rasvahappojen maara riippuu suuresti dietaarisesta saannista. [3].
Niiden ansiosta muun muassa membraanit ovat juoksevampia. Lisaksi PUFA:lla on myods

inflammaatioita moduloivia vaikutuksia [4].

1.2 Rasvahappojen osuus inflammatorisissa prosesseissa

Tulehdusta valittavat ja saatelevat tekijat ovat eikosanoideja, jotka muodostuvat syklo-
oksygenaasien (COX) ja lipoksygenaasien (LOX) avustuksella 20-hiilisista
monityydyttymattomista rasvahapoista. Tulehdussolut sisaltavét paljon arakidonihappoa,
joka on n—6 perheen PUFA, ja vahemméan n-3 perheen rasvahappoja. Pddasiassa
eikosanoidit ovat siis arakidonihapon metaboliatuotteita, esimerkkeina niistd muun muassa

prostaglandiinit, tromboksaanit, leukotrieenit, lipoksiinit ja hydroksirasvahapot. [3].



Ihmisilla AA:n maéaraan tulehdussoluissa vaikuttaa ruokavalion n—6 perheen
rasvahappojen maara, joka ainakin lansimaisessa ruokavaliossa on kasvanut [3, 5]. Myds
rotilla on saatu vastaavanlaisia tuloksia [6]. Lisadntyneen omega—6-rasvahappojen maara
nostaa myods AA:n pitoisuutta, ja lisdantynyt AA:n pitoisuus taas lisda inflammatoristen
eikosanoidien tuottoa [3, 7] mutta se ei vaikuta tulehduksellisten sytokiinien tuotantoon [7,
8]. Sen sijaan lisdédntynyt n—3 sarjan rasvahappojen kaytto lisda myos tulehdussolujen n —
3 rasvahappopitoisuutta [9, 10, 11]. Molempien rasvahappoperheiden metaboliaa hoitavat
samat entsyymit, kuten esimerkiksi syklo-oksygenaasi (COX) ja lipoksygenaasi-5 (LOX-5),
mutta niiden affiniteetti on suurempi n—3 perheen rasvahapoille kuin n—6 perheen. Mita
enemman n-3 rasvahappoja on kilpailemassa entsyymeista, sitd enemman
inflammatoristen valittdjaaineiden muodostuksessa kaytetaan n—3 perheen rasvahappoja
AA:n sijasta. [12]. Talla on etunsa, silla n—3—johdannaisten eikosanoidien ajatellaan olevan
vahemman inflammatorisia kuin AA:sta peraisin olevien: esimerkiksi AA:sta muodostunut
leukotrieeni B4 (LTB4) on 10-100 kertaa potentimpi, kuin EPA:sta muodostunut leukotrieeni
Bs (LTBs) [13, 14], ja lisdksi AA:sta muodostunut prostaglandiini E; (PGE2) on potentimpi
COX-2-geeniekspression indusoija, kuin EPA:sta muodostunut prostaglandiini Ez (PGEs3)
[15]. Tiedetdadn myds, ettd dokosaheksaeenihaposta muodostuu inflammaation

vaimenemista edistavia resolviineja [12].

Paitsi toimimalla antagonisteina arakidonihapon metaboliassa, n—3 perheen rasvahapoilla
on muitakin anti-inflammatorisia vaikutuksia. w—3 ravintolisd vahensi ihmisen neutrofiilien
ja monosyyttien kemotaksista erilaisia kemoatraktantteja, kuten LTB4:&, bakteeripeptideja
ja ihmisen seerumia, kohtaan. [16, 17, 18, 19]. Liséksi n—3 PUFA:t vahentavat solujen
pinnalla olevien adheesiomolekyylien ekspressiota [20, 21, 22]. N-3 perheen rasvahapoilla
on myo6s anti-inflammatoristen ja immunomoduloivien vaikutusten kautta mahdollisesti
vaikutusta ateroskleroosiin ja sen kliinisiin ilmentymiin, kuten sydaninfarktiin ja

akkikuolemaan, seka muihin metabolisiin sairauksiin [23, 24]



1.3 N-6 ja n—-3 -suhteen vaikutus kardiovaskulaariterveyteen

Suurimmat muutokset ruokavalioomme ovat tulleet agraarikulttuurin kehittymisen myotéa
noin 10 000 vuotta sitten. Koska DNA:n korjausmekanismit ovat hyvat, geenimme eivéat ole
juurikaan muuttuneet sen jalkeen. Taman vuoksi alkuperaiseen ruokavalioon tottunut
kehomme on altis elinymparistomme muutoksille, jotka ovat olleet erityisen merkittavia
viimeisten 150 vuoden aikana. Teollinen vallankumous on vaikuttanut paitsi ravinnon
tuotantoon my6s sen jatkokasittelyyn — nykyaikana sydomamme ruoka eroaa néin ollen
valtavasti siitd ravinnosta, johon kehomme ja geenimme aikoinaan ovat sopeutuneet. Nain
on my6s monityydyttymattdmien rasvahappojen kohdalla. Nykyaikaisessa lansimaisessa
ruokavaliossamme on puutetta n—3 perheen rasvahapoista ja lisdksi n—6-rasvahappojen
suhde n-3-rasvahappoihin on vaaristynyt: sydomassadmme ravinnossa suhde on 15-20/1,
kun taas vapaana luonnossa elavilla elaimilla se on 1/1. [25-28].

N-6 ja n—3 -rasvahapoista on tehty lukuisia tutkimuksia eika tuloksista ole voitu vetaa
kiistattomia johtopaatoksia. Linolihapon (LA) hyddyista 16ytyy julkaisuja 1980-luvulta:
Terveilla eurooppalaisilla miehilla tehdyssa tutkimuksessa havaittiin, ettd korkeampi LA:n
saantia kuvaavan rasvakudoksen LA:n maara yhdistyi pienempaan
koronaaritautikuolleisuuteen [29]. Toisessa tutkimuksessa matala LA:n saanti ruokavaliosta
altisti sydaninfarkteille [30]. Kolmannessa tutkimuksessa seerumin linolihapon todettiin
vahentavan kardiovaskulaarikuolleisuutta sydaninfarktin sairastaneilla keski-ikaisilla
miehilla [31].

Kuitenkin linolihapon (LA) haitoista on 1990-luvulla julkaistu useita tutkimuksia. LDL:n (low
density lipoprotein) hapettuminen lisd& sen aterogeenisyytta verisuonissa: fagosytoivien
solujen reseptorit, jotka eivat havaitse muuttumatonta LDL:a, havaitsevat oksidoituneet
LDL-partikkelit, fagosytoivat ne ja muuttuvat vaahtosoluiksi. Tutkimuksissa on osoitettu,
ettd ruokavalio, jossa oli runsaasti LA:a, lisasi LDL-partikkeleiden LA-pitoisuutta ja herkisti
myos LDL:n hapettumiselle [32, 33]. Samoin Louheranta et al. [34] osoittivat, ettd kun
LA:sta saatavan energian prosenttiosuus nousi alemmasta kvartiilista (2,9 %) ylimpaan
kvartiiliin (6,4 %), samalla lisdantyi myos LDL:n oksidaatio. Hapettunut LDL ja sitd vastaan

muodostuneet vasta-aineet ovat osa ateroskleroottista prosessia [35].

2002 julkaistussa meta-analyysissa, jossa arvioitiin satunnaistettuja kontrolloituja

tutkimuksia, havaittiin, ettd lisaéamalla n—3 -rasvahappojen saantia ruokavaliossa, saatiin
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vahennettya tappavien iskeemisten sydansairauksien riskia seké ékkikuolemia
sepelvaltimotautia sairastavilla henkiloilla [36]. Wheltonin ym. tekemassa epakokeellisia
tutkimuksia arvioivassa meta-analyysissa havaittiin, ett kalan syominen véahensi
merkittavasti riskia saada sepelvaltimotauti [37]. Edellista tulosta tukevat prospektiiviset
kohorttitutkimukset osoittivat, ettd eikosapentaeenihappoa (EPA) ja
dokosaheksaeenihappoa (DHA) siséltavat kalat ja kaladljyt vAhentavat
kardiovaskulaarikuolleisuutta, mutta kasvioljyista peraisin oleva a-linoleenihappo ei ole
yhtéa tehokas kardiovaskulaarikuolleisuuden vahentégja [38]. Edella mainittuja tuloksia tukee
my0s tutkimus vuodelta 2002, jossa n—3 -rasvahappolisa terveellisen ravinnon lisdnéa
suojasi sepelvaltimotaudilta [39]. Erittain laajassa satunnaistettuja kontrolloituja
tutkimuksia ja prospektiivisia kohorttitutkimuksia arvioivassa katsauksessa saatiin
tulokseksi, etta n—3 -rasvahappojen lisaantynyt saanti kalasta tai kaladljya sisaltavista
ravintolisista vahentaa yleisesti kuolleisuutta, sydankuolemia ja akillisia kuolemia seka
mahdollisesti myds aivoverenkiertohairioitd. Samaa vaikutusta ei kuitenkaan havaittu
olevan ravinnosta saatavalla a-linoleenihapolla. Kalaéljyn suojaava vaikutus naytti olevan

vahvempi sekundaari- kuin primaaripreventiossa. [40].

Koska n—6 ja n—3 -rasvahappojen oikeasta suhteesta oli kayty paljon keskustelua,
Britanniassa kaynnistettiin OPTILIP-tutkimus, jossa muista aiemmista tutkimuksista
poiketen annettiin ruokavalio-ohjausta sen sijaan, etta olisi tutkittu vain yhta ruoka-ainetta
tai ravintolisaa. Myos tutkimusryhma oli suurempi kuin muissa tutkimuksissa ja kesto oli
pitkd, 6 kuukautta. Ryhmalla, jonka ravinnossa n—6 ja n—3 -rasvahappojen suhde oli 3:1,
todettiin huomattava vaheneminen seerumin triglyseridi- ja LDL-arvoissa seké aterian
jlkeisessa lipemiassa. Lisdksi heidan ravintonsa n—6 ja n—3 -suhde muuttui selkeasti
edullisempaan suuntaan alkuperdaisesta 6,7:sta 2,9:an. Kontrolliryhmalla tamé suhdeluku
tutkimuksen paatyttya oli noussut 7,1:sta 11,4:4n. Keskimaarin tutkimusryhmiin
osallistuneet henkilot kayttivat n—3 -rasvahappoja 0,5 g/vrk ja jo 6 kuukauden kaytto oli
aiheuttanut merkittavia muutoksia heidan seeruminsa lipideihin. [41].

Ravinnon n—6 ja n—3 -rasvahappojen oikea suhde ei edellisten tutkimusten valossa siis ole
lainkaan merkitykseton. Lansimaissa ihmiset saavat keskimaarin ylimaarin n—6 -
rasvahappoja ja vAhemman n-3 -rasvahappoja. Kuitenkin juuri n—3 -perheen
rasvahappojen on osoitettu lukuisissa tutkimuksissa vahentavan riskia sydan- ja
verisuonisairauksiin seka niista aiheutuviin kuolemiin, joten niiden saantia ravinnosta olisi

lisattava.



1.4 Matriksimetalloproteinaasit

Matriksimetalloproteinaasit, joita kutsutaan myos matriksiineiksi, ovat proteaaseja, jotka
osallistuvat ekstrasellulaarimatriksin (ECM) hajottamiseen [42, 43]. Ekstrasellulaarimatriksi
koostuu solujen ymparilla olevista makromolekyyleista, joilla on tarkeé& rooli, koska ne
muun muassa antavat rakenteellista tukea ymparoimilleen soluille seka varastoivat
biologisesti aktiivisia molekyyleja, kuten kasvutekijoita [43]. Ekstrasellulaarimatriksia
tarvitaan liséksi esimerkiksi kudoksen paranemisen ja uudelleenmuodostuksen
yhteydessa. Normaaleissa olosuhteissa matriksimetalloproteinaasien toiminta on tarkkaan
saadeltya. [42, 43]. Saatelyn menetys voi aiheuttaa monenlaisia tauteja, kuten syopaa,
artriittia, ateroskleroosia ja emfyseemaa [44]. Matriksiineilla on my6s spesifisia
inhibiittoreita, joita kutsutaan metalloproteinaasien kudosinhibiittoreiksi (tissue inhibitors of
metalloproteinases, TIMPS). Ne kontrolloivat metalloproteinaasien aktiivisuutta kudoksissa.
[45, 46].

Matriksimetalloproteinaasit ovat kalsiumista riippuvaisia ja sinkkia sisaltavia
endopeptidaaseja [47]. Niiden perusrakenne koostuu signaalipeptidista, prodomeenista,
katalyyttisestéa domeenista, linkkipeptidisté eli sarana-alueesta ja hemopeksiini-
domeenista. Ne voidaan jakaa substraattispesifisyyden, sekvenssien samankaltaisuuden
ja domeenien jarjestaytymisen mukaan kuuteen eri rynméaan: kollagenaaseihin,
gelatinaaseihin, stromelysiineihin, matrilysiineihin, membraanityyppisiin MMP:hin (MT-
MMPs) ja muihin MMP:hin.

1.5 Matriksimetalloproteinaasi 9

Matriksimetalloproteinaasi 9 (MMP-9), toiselta nimeltd&n gelatinaasi B, on
molekyylikooltaan 92 kD ja kuuluu nimensd mukaisesti gelatinaasien ryhmaan, johon sen
lisdksi kuuluu MMP-2 eli gelatinaasi A. MMP-9 kykenee hajottamaan gelatiinia, tyypin 1V,

V ja VIl kollageeneja, elastiinia ja laminiinia. [48, 49].

MMP-9:n perusrakenne on muiden metalloproteinaasien kaltainen. Signaalipeptidin

jalkeen on prodomeeni, joka koostuu kolmesta a—heliksista ja liitossilmukoista.

Prodomeeni sisaltaa myds kysteiiniosan, joka sitoutumalla entsyymin aktiivisen kohdan

sinkki-atomiin estaa entsyymin ja substraatin kohtaamisen ja nain ollen pitd&d zymogeenin
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inaktiivisena. [50]. Seuraava osa, katalyyttinen domeeni, sisdltad 5—juosteisen —
laskosteisen levyn, kolme a—heliksia ja liitossilmukoita. Katalyyttisen domeenin keskella on
kuitenkin MMP-9:lle ja MMP-2:lle spesifiset kolme jaksoa tyypin Il fibronektiini -domeenia,
jotka ovat vuorovaikutuksessa kollageenien ja gelatiinien kanssa. Katalyyttinen domeeni
sisaltaa yhden katalyyttisen sinkki-ionin, yhden rakenteeseen kuuluvan sinkki-ionin ja
rakennetta stabiloivat kolme kalsiumionia. Se my6s muodostaa entsyymin substraatin
sitoutumiskohdan. [51-53]. Linkkiosan jalkeisessa hemopeksiini-domeenissa
polypeptidiketju on B—laskoksina muodostanut 4—osaisen propellia muistuttavan proteiinin,
joka pysyy koossa yhden disulfidi-sidoksen avulla [54].

Kuten monet muutkin proteaasit, MMP-9 syntetisoidaan pre-proentsyymina.
Translaatiossa signaalipeptidi poistetaan ja muodostuu pro-MMP eli inaktiivinen
zymogeeni. Tassd muodossa MMP eritetdén ulos solusta. Joidenkin
matriksimetalloproteinaasien kohdalla aktivoiminen voi tapahtua intrasellulaarisesti [55],
mutta MMP-9 aktivoidaan solun ulkopuolella. MMP:n aktivaatio vaatii kaksi proteolyyttista
katkaisua: Pro-MMP:n prodomeenista katkaistaan ensin erityisen herkka peptidiosa pois,
mink& vuoksi proteiini menettda stabiilin rakenteensa, jaljelle jaanyt osa paljastuu
proteolyyttiselle entsyymille ja lopullinen aktivoiminen voi tapahtua. TA&méan aktivoinnin
viimeisen vaiheen hoitavat jo kokonaan tai osittain aktivoituneet MMP:t. [56]. Esimerkiksi
plasmiini voi aktivoida Pro-MMP-9:a eli toimia ensivaiheen aktivoijana [57], kuten myo6s
MMP-7 ja MMP-2 [58]. My0s solun pinnalla membraanityypin matriksimetalloproteinaasit
(MT-MMP:t) voivat TIMP:n kanssa yhdessé aktivoida pro-MMP:ja [59].
Zymogeenimuotoista MMP-9:4 kykenee aktivoimaan suoraan ainakin aktivoitu MMP-3.
Lisaksi MMP-3 pystyy aktivoimaan pro-MMP-9:a ep&suorasti aktivoimalla MMP-7:4. [60].

Jalkimmaisen katkaisun jalkeen zymogeenisté tulee aktiivinen entsyymi.

MMP-9: aktiivisuutta voidaan sadadella ainakin kolmessa kohdassa: geenin transkription
tasolla, posttranslationaalisella zymogeenien aktivoinnilla ja MMP:n inaktivoinnin kautta
[61]. Avainasemassa on transkription séately [62]. Normaaleissa kudoksissa MMP:a ei
juurikaan ekspressoidu. Kuitenkin kun oli altistettu soluviljelmissa kasvavia soluja tekijoille,
jotka normaalioloissa tuottaisivat kudoksissa kudosvauriota, todettiin, etta kaikki
soluvilielmissa kasvatetut solut kykenevat sita tuottamaan. [63]. On todettu, etta tietyt
tekijat, kuten esimerkiksi hapettunut LDL [64], tuumorinekroosifaktori—-a (TNF-a) [65] ja
hyperglykemia [66], lisaavat MMP—-9:n erittymista. Sen sijaan esimerkiksi eraat ladkkeet,

kuten statiineista fluvastatiini ja simvastatiini, vahentavat MMP—-9:n eritysta in vitro [67].
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1.6 MMP-9:n yhteys kardiovaskulaariterveyteen

Sepelvaltimoissa tapahtuvan ateroskleroottisen palkin repeama ja sitd seuraava tromboosi
on péaaasiallinen syy akuuttiin koronaaritapahtumaan. Plakin rupturaatiossa aterooman
kroonisella inflammaatiolla on tarkea osuus [68]. Shahin ym. tekemassa tutkimuksessa
osoitettiin, ettd ihmisen monosyyteista peraisin olevat makrofagit indusoivat ihmisten
ateroskleroottisten plakkien sidekudoskaton kollageenin hajotusta [69]. Etenkin plakkien
reunoilla ja makrofageista muodostuneiden vaahtosolujen lahettyvilla on lisdantynyt maara
MMP—-9:84 [70]. Ateroskleroottisissa plakeissa makrofagien lisaksi myos sileat lihassolut
tuottavat MMP-9:44 [71]. Sepelvaltimotautia luonnehtii siis seka valtimon seinaman
inflammaatio etta lisdantynyt MMP—-9:n ekspressio [72, 73]. Temporaaliarteriitissa valtimon
seindmien inflammaatiossa MMP—-9:& on havaittu esiintyvan seindman sisimman
kerroksen elastisen laminan alueella olevissa makrofageissa [74]. Liséksi tulehtuneiden
valtimoiden mediassa on havaittu lisaantynyt MMP—-9:n mRNA:n pitoisuus [75]. Paitsi
paikallisesti myds systeemisesti on voitu havaita kohonneita MMP-9:n tasoja
kardiovaskulaarisairauksiin liittyen: Kalelan ym. tekemassa tutkimuksessa havaittiin, etta
seerumin MMP-9:n taso oli kohonnut henkil6illa, jotka sairastivat sepelvaltimotautia.
MMP-9:n pitoisuudet olivat korkeimmat niill&, joilla oli kolmen suonen tauti verrattuna

yhden tai kahden suonen tautia sairastaviin henkil6ihin. [76]

1.6 Pitk&aketjuisten rasvahappojen ja MMP-9:n vélinen yhteys

Askettain tehdyissa tutkimuksissa on todettu, etta pitkaketjuisista rasvahapoista
arakidonihapolla on vaikutusta solumatriksin gelatiinia pilkkovan matriksimetalloproteinaasi
9:n (MMP-9) ekspressioon. 10 yM arakidonihapon todettiin lisddvan MMP—-9:n erittymista
soluista jo 1 h inkubaation jalkeen ja kasvun jatkuvan ainakin 6 h. Ensimmaisen tunnin
jalkeen ilmeneva MMP-9:n pitoisuuden lisdantyminen johtuu oletettavasti
varastorakkuloiden tyhjentymisesta, mutta tdma ei voi olla syy pidemman aikavalin
lisdantyneeseen pitoisuuteen, vaan ilmidn takana on geeniekspression lisaantyminen.
Muilla pitkaketjuisilla rasvahapoilla eli EPA:lla, DPA:lla ja DHA:lla vastaavaa vaikutusta ei
havaittu. Mydskaan solujen inkuboiminen yhté aikaa sekéa arakidonihapossa ettd EPA-,
DPA- tai DHA-liuoksessa ei saanut AA:n MMP-9:n ekspressiota lisdavaa vaikutusta
haviamaan. [77].



2.0 TUTKIMUSASETELMA

Koska aikaisemman tutkimuksen mukaan solujen inkuboiminen samanaikaisesti seka
arakidonihapossa etta EPA-, DPA- tai DHA-liuoksissa ei saanut AA:n MMP-9:n
ekspressiota lisddvaa vaikutusta haviamaan, oman tutkimukseni tarkoituksena oli selvittaa,
voisiko preinkubaatio edella mainituissa rasvahappoliuoksissa saada taman aikaan.
Yksityiskohtaisemmin sen tarkoituksena oli selvittaa, vahentaako seerumittomassa
mediumissa, x-vivossa, kasvaneiden inmisen MonoMac 6 -monosyyttien inkuboiminen
etukateen n—3 perheen rasvahappoja sisaltavassa mediumissa (EPA, DPA ja DHA)
arakidonihapon indusoivaa vaikutusta matriksimetalloproteinaasi 9:n eritykseen.

3.0 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Reagenssit

Kaikki kaytetyt reagenssit oli hankittu Sigma-Aldrichilta (USA) tai Merckilta (Saksa), ellei

toisin ole mainittu.

3.2 Rasvahapot

Arakidonihappo, eikosapentaeenihappo, dokosapentaeenihappo ja
dokosaheksaeenihappo hankittiin mahdollisimman puhtaina (Cayman Chemical Company,
USA) ja hapettumisen estamiseksi ne sailytettiin -70 °C:ssa. Soluviljelykokeiden

suorittamiseksi rasvahapoista valmistettiin kantaliuokset etanoliin ja kaikissa kokeissa
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rasvahapot laimennettiin X-Vivoon niin, etta rasvahappojen loppukonsentraatioksi

soluviljelymaljalla tuli 10 umol/I.

3.3 Soluviljely

Tutkimuksessa kaytetyt solut olivat ihmisen monosyyttisoluja, MonoMac 6 nimella German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures -yhtiosta hankittuja suspensiossa kasvavia
soluja. Soluja viljeltiin RPMI-1640-mediumissa (PAA Laboratories, Saksa), johon oli lisatty
2 mM L-glutamiinia, 5 ml/l non-essentiaaleja aminohappoja (PAA Laboratories), penisilliinia
(50 1U/ml), 1 mM natriumpyruvaattia, 1 mM oksaloasetaattia, 0,2 U/ml naudan insuliinia
(OPI Media Supplement, Sigma Chemicals Co) ja 10 % kuumassa inaktivoitua
nautaelaimen sikion seerumia (FBS "GOLD”, PAA Laboratories). Soluja kasvatettiin
kostutetussa 5 %:ssa CO;:ssa +37 °C:ssa. Solujen kasvutiheytena pidettiin valmistajan
ohjeen mukaisesti 0,3 -1,0 x10° solua/ml. Uutta mediumia lisattiin kolme kertaa viikossa,
jolloin yksi kolmasosa solususpensiosta korvattiin uudella mediumilla. Viljelmasté erotettu
osuus joko kaytettiin tutkimukseen tai havitettiin. Koetta varten otettu solususpensio
sentrifugoitiin 10 min 1000 rpm CRU-5000 Centrifugella (IEC) ja suspensoitiin uudelleen
seerumittomaan mediumiin, X-Vivo 15:een (Lonza, Belgia), jossa solujen annettiin olla 24

h ennen kokeen aloitusta.

3.31 Koeasetelma 1

Koeasetelmassa 1 X-Vivossa olleet MonoMac 6 -solut laskettiin Burckerin kammiossa
siten, etté lasilla olevasta ruudukosta valittiin satunnaisesti kuusi ruutua, joiden soluméaara
laskettiin ja saaduista tuloksista laskettiin keskiarvo. Keskiarvon mukaisesti otettiin
tarvittava tilavuus X-Vivossa kasvaneita soluja, solut sentrifugoitiin 10 min 1000 rpm ja
liuotettiin uudelleen X-Vivoon siten, ettd konsentraatioksi tuli haluttu 800 000 solua/ml.
Saatua solususpensiota annosteltiin annostelijaa kayttaen 1 ml (noin 800 000 solua/ml)
kahteentoista kuoppaan Nunclon-kasvatusmaljalle (Nunc A/C, Tanska). Nelja kuoppaa
jatettiin kontrollinaytteiksi: kahteen niista lisattiin 100 pl etanolia (EtOH, loppukonsentraatio
10 pM) ja kahteen kontrollikuoppaan (C) lisattiin vain 100 pyl mediumia eli solut saivat
kasvaa omassa normaalissa mediumissaan. Muihin kahdeksaan kuoppaan lisattiin 10 uM
rasvahappoja alla olevan pipetointikaavion mukaan: arakidonihappo (AA),

eikosapentaeenihappo (EPA), dokosapentaeenihappo (DPA) ja dokosaheksaeenihappo
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(DHA) sekoitettiin ensin X-Vivoon, jota lisattiin 100 yl kuoppiin. Kokeet suoritettiin

rinnakkaismaarityksina.

AA AA EPA EPA
100 pl | 200 pl | 100 pl 100 pl
DPA DPA DHA DHA
100 pl | 100 pl | 100 pl 100 pl
EtOH | EtOH | Control | Control
100 pl | 100 pl
Kuva l

Pipetointikaavio.

Taman jalkeen soluja inkuboitiin edell& mainittujen rasvahappojen lasnaollessa 48 h +37
°C:ssa. Inkubaation jalkeen solut kerattiin, sentrifugoitiin 10 min 1000 rpm ja suspensoitiin
uusiin kuoppiin. Seuraavaksi jokaiseen kuoppaan lisattiin 100 pl
arakidonihappolaimennosta ja soluja inkuboitiin tdssa liuoksessa 24 h. Taman jalkeen
seka solut ettd medium keréttiin ja varastoitiin erikseen pakastimeen -18 °C:een

odottamaan proteinaasiaktiivisuusmaaritysta.

3.32 Koeasetelma 1, poikkeava koe

Lisaksi yksi koesarja tehtiin poikkeuksellista koeasetelmaa 1 kayttaen siten, etta
ensimmaisten rasvahappojen inkubointiaika oli 48 h:n sijasta vain 24 h ja liséksi
ainoastaan mediumia ja soluja sisaltavat kontrollikuopat (C) puuttuivat. 24 h:n inkuboinnin
jalkeen koe jatkui koeasetelma 1:n tapaan: solut kerattiin, puhdistettiin ja suspensoitiin

uusiin kuoppiin ja arakidonihappo lisattiin.

3.33 Koeasetelma 2

Koeasetelma 2 oli taysin samanlainen kuin koeasetelma 1, mutta 48 h:n

rasvahappoinkubaation jalkeen soluja ei keratty kuopista. Jokaisesta kuopasta otettiin
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koeputkeen talteen 100 pl mediumia, joka pakastettiin, ja tAméan jalkeen jokaiseen
kuoppaan lisattiin 100 ul arakidonihappolaimennosta. TAméan jalkeen koejarjestely noudatti
ensimmaisen koetavan periaatteita: lisatyn arakidonihapon inkubaatioaika oli 24 h, ja
taman jalkeen seka medium ettd solut kerattiin ja pakastettiin.

3.4 Proteinaasiaktiivisuuden maaritys

Gelatiinizymografia

Soluviljelykokeiden jalkeen keratyista mediumeista maaritettiin matriksimetalloproteinaasi
9:n (MMP-9) aktiivisuus kayttaen gelatiinizymografiaa [78]. Ensimmaisessa vaiheessa
molekyylit erotettiin koon ja varauksen perusteella SDS-
polyakryyliamidigeelielektroforeesilla. Toisessa vaiheessa geelisséa erottuneet entsyymit
aktivoitiin ja niiden aktiivisuus ilmeni geelissa olevan gelatiinin pilkkoutumisesta johtuen
varjaytymattémina raitoina. Geeli koostui kahdesta osasta: 5 mg/ml gelatiinia (Sigma)
sisaltavasta alageelista, jossa proteaasit ajon loputtua aktivoituivat, seka 10 % SDS-
polyakryyliamidi-ylageelistd, jonka kaivoihin naytteet annosteltiin ennen ajoa. Ennen
annostelua mediumnéayte oli laimennettu 1:3 elektroforeesin naytepuskuriin [79]. Naytteet
ajettiin Mini-PROTEAN-laiteella (Bio Rad) erityisessa ajopuskuri-liuoksessa (124 mM Tris-
HCI, 960 mM glysiini, 17 mM SDS, laimennettuna veteen 1:4, pH 8,3) 15 min (150 V)
huoneenlammadssa ja 40 min (200 V) +4 °C:ssa laitteen liiallisen lampenemisen
estamiseksi. Elektroforeesin jalkeen entsyymien alkuperéinen rakenne palautettiin
huuhtelemalla niitd 2 x 30 min 0,25 %:ssa Triton X-100:ssa ja sen jalkeen entsyymit
aktivoitiin inkuboimalla geeleja erityisessa inkubointiliuoksessa (50 mM Tris-HCI, 15 mM
CaCly, 1 uM ZnCl; ja 1 % Triton X-100, pH 7,5) +37 °C:ssa 18 tunnin ajan. Inkuboinnin
aikana entsyymit hajottivat gelatiinia ympariltd&an. Inkuboinnin jalkeen geelit varjattiin 1,5 h
Coomassie Brilliant Blue ® -véariliuoksessa (0,1 % Coomassie Brilliant Blue ® 40 %:ssa
propanoliliuoksessa) ja lopuksi huuhdeltiin varinpoistoliuoksessa (7 % etikkahappoliuos)
vahintaan kolmen tunnin ajan, minka jalkeen entsyymien aktiivisuuden seurauksena

muodostuneet varjaytymattomat kohdat geelista paljastuivat.

3.5 Kuvien analysointi

MMP-9 aktiivisuutta heijastava gelatiinin hajoamisen aste maaritettiin tietokoneella
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kaytettavalla Epson Perfection 3200 Photo scanner -ohjelmalla. Geelit skannattiin Epson
Scan -ohjelmistolla kayttden dia-asetusta ja harmaa skaala -asetusta. Skanneri kalibroitiin
kayttamalla Stouffer Graphic Arts kalibrointitaulukkoa. Kuvat analysoitiin Scion Image -
ohjelmistolla (Scion Corporation). Tiheysarvot linearisoitiin kayttaen Scion Image -
ohjelman Rodbard-funktiota. Kuvista tehtiin digitaalisesti kaanteiset versiot, jotta
analysoinnissa saatavat arvot olisivat positiivisia. Pikselitiheys maaritettiin kunkin MMP-9
raidan alalta. Saadusta absorbanssiin vertautuvasta lukemasta vahennettiin taustan tiheys,
ja saatua arvoa kaytettiin ko. alueen entsyymiaktiivisuuden estimaattina. MMP—9:n
gelatinolyyttisen aktiivisuuden integroidut tiheysarvot on raportoitu pikseli-intensiteetin
tilavuusyksikkéina mm?:a kohden.

3.6 Tilastolliset metodit

Numeeriset arvot taulukoitiin kayttaen Excel-ohjelmaa (Microsoft Office). Jokaisen
koesarjan kahdesta rinnakkaisesta tuloksesta laskettiin keskiarvo, ja naita keskiarvoja
hyvéksi kayttaen laskettiin usean koesarjan keskiarvoja seka erilaisia suhde- ja

vertailulukuja.

4.0 TULOKSET

4.1 Koeasetelma 1

Koeasetelmalla 1 tehtiin useita koesarjoja, joista tahan otetaan kolme tarkasteltavaksi.
Naiden kolmen koesarjan tulosten mukaan arakidonihapolla olisi MMP-9:n erittymiseen
hillitseva vaikutus: kontrollindytteessa (C) MMP-9:n eritys on yli kaksinkertainen AA:on
verrattuna, EPA:n vaikutus on 6,5—kertainen, DPA:n 3,6 -kertainen ja DHA:n lahes 4,6—
kertainen arakidonihappoon verrattuna. Vain etanolia sisaltdneessa kuopassa MMP-9:n

eritys oli pienempi, vain noin 20 % arakidonihapon erityksesta. Kontrollisoluihin verrattuna
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EPA, DPA ja DHA lisasivat MMP-9:n erittymista, AA vahensi sitd 56 % ja etanoli jopa 90

%. Tata havainnollistaa kuva 1.

Suhteellinen MMP-9 aktiivisuus
3,5
3 |
2,5
2
1,5 I
1
0,5 T
. N N o
AA EPA DPA DHA EtOH C
Kuva 1l

Eri rasvahappojen vaikutus AA:n indusoimaan MMP-9:n erittymiseen, kun solut
kesken kokeen kerattiin, fuugattiin ja suspensoitiin uusiin kuoppiin. Vertailuarvona
toimi kontrollindyte, C. Koeasetelmalla 1 tehdyissé koesarjoissa MonoMac 6 -soluja
viljeltiin 48 h eri rasvahapoissa. Taman jalkeen solut kerattiin ja suspensoitiin uusiin
kuoppiin ja 10uM AA:n, EPA:n, DPA:n tai DHA:n lasna ollessa soluja inkuboitiin 24 h,
mediumit kerattiin ja niistd maaritettin MMP—-9:n aktiivisuus gelatiinizymografilla. Kokeet

tehtiin rinnakkaismaarityksina ja toistettiin 3 kertaa.

4.2 Koeasetelma 1, poikkeava koe

Koeasetelmalla 1 tehtiin myds normaalista poikkeava koe, jossa ensimmaisten
rasvahappojen inkubaatioaika oli 48 h:n sijasta vain 24 h. Tassakin kokeessa
arakidonihappo vaikutti vdahemman MMP-9:n eritykseen kuin EPA, DPA ja DHA mutta ero
ei ollut yhta huomattava kuin 48 h inkubaation jalkeen, kuten alla olevasta kuvaajasta kay

ilmi. (Kuva 2).
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Inkubointiajan vaikutus MMP-9:n
erittymiseen

7 .
6
5 L 1
4' B Inkubointi 48h
2 I Inkubointi 24h
2 |
1 ‘ I
. LI | Il B

AA EPA DPA DHA EtOH c
Kuva 2

Inkubointiajan vaikutus MMP-9:n erittymiseen. Koeasetelmalla 1 tehty lyhyempi koe,
jossa MonoMac 6 -solujen inkubaatioaika oli vain 24 h. Kuvassa nakyy eri rasvahappojen
vaikutus MMP-9:n erittymiseen, vertailuarvona toimi arakidonihappo (AA). Saatuja arvoja

verrattiin koeasetelman 1 48 h:n inkubaation jalkeen saatuihin arvoihin.

4.3 Koeasetelma 2, ensimmaiset sarjat

Kuten koeasetelmalla 1, myds koeasetelmalla 2 tehtiin useita koesarjoja. Ensimmaisisséa
sarjoissa solukaapin kosteusolot olivat hairiytyneet ja ilma oli liian kuivaa. Jalkimmaisissa

sarjoissa solukaapin ilmankosteus oli optimaalinen.

Koeasetelman 2 ensimmaisissa sarjoissa tulokset olivat aivan painvastaisia koeasetelman
1 tuloksiin verrattuna. Uudistetussa koeasetelmassa arakidonihappo lisasi eniten MMP—
9:n erittymist&, noin 4,5—kertaisesti kontrollinaytteeseen C verrattuna. DPA:ssa inkuboidut
solut tuottivat toiseksi eniten entsyymi&, noin 3,8—kertaisesti kontrollindytteeseen
verrattuna. Sen sijaan EPA:ssa ja DHA:ssa kasvatetut solut erosivat hieman MMP-9:n
tuotossa kontrollikuopissa C kasvaneista soluista: DPA tuotti 0,94—kertaisesti ja DHA 1,05—
kertaisesti MMP-9:& kontrollisoluihin verrattuna ja molemmat vain noin 20 % verrattuna
arakidonihappoon. Tassa ryhmassa koesarjojen keskinainen vaihtelu oli pient&, mika kay
ilmi alla olevasta kuvasta (Kuva 3). Kuvassa 4 on valokuva talla koeasetelmalla tehdysta
geelista, siind on havaittavissa kuvan 3 tulokset. Naiden kokeiden perusteella EPA vahensi
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arakidonihapon indusoivaa vaikutusta 78 %, DPA 16 % ja DHA 77 %. (Kuva 5)

Suhteellinen MMP-9 aktiivisuus
5
4,5
4 T
3,5
3
2,5
2
1,5
1 e
N W ]
0 T T T T - T 1
AA EPA DPA DHA EtOH C
Kuva 3

Eri rasvahappojen vaikutus AA:n indusoimaan MMP-9:n erittymiseen. Koesarjoissa
AA liséttiin entisiin kuoppiin. Vertailuarvona toimi kontrollinayte, C. Koeasetelmalla 2 tehdyt
ensimmaiset koesarjat, joissa kasvuolosuhteet eivat olleet optimaaliset (haihtuminen ja
sen seurauksena mediumin eri ainesosien konsentraatiomuutokset). MonoMac 6 -soluja
viljeltiin 48 h eri rasvahapoissa, minka jalkeen jokaisesta kuopasta otettiin 100 pl mediumia
talteen. Taman jalkeen jokaiseen kuoppaan liséttiin arakidonihappoa 100 pl ja soluja
inkuboitiin tassa 10uM AA:ssa 24 h, mediumit kerattiin ja niistad maaritettin MMP-9:n
aktiivisuus gelatiinizymografilla. Kokeet tehtiin rinnakkaismaéarityksina ja toistettiin 3 kertaa.
Mediumin haihtumisen aiheuttama muutos tilavuudessa huomioitiin naytevolyymissa.
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Kuva 4

Valokuva koeasetelman 2 geelista, kokeissa soluja ei suspensoitu uusiin kuoppiin
kesken solukokeen ja solujen kasvuolosuhteissa oli haihtumisesta aiheutuneita
eroja saman viljelymaljan eri kuoppien valilla. MMP-9:n aktiivisuutta kuvastaa kunkin

sarakkeen ylin raita.

Keskiarvot verrattuna
arakidonihappoon, AA=1

1,4

08

06

04

0,2 - -

; I BN B B B
EPA DPA DHA

AA EtOH C

Kuva 5

Eri rasvahappojen vaikutus AA:n indusoimaan MMP-9:n erittymiseen. Koesarjoissa
AA liséttiin entisiin kuoppiin. Vertailuarvona toimi arakidonihappo, AA. Koeasetelmalla 2
tehdyt ensimmaiset koesarjat, joissa kasvuolosuhteet eivét olleet optimaaliset
(haihtuminen ja sen seurauksena mediumin eri ainesosien konsentraatiomuutokset).
MonoMac 6 -soluja viljeltiin 48 h eri rasvahapoissa, minka jalkeen jokaisesta kuopasta
otettiin 100 pl mediumia talteen. Taman jalkeen jokaiseen kuoppaan lisattiin
arakidonihappoa 100 pl ja soluja inkuboitiin tassa 10uM AA:ssa 24 h, mediumit keréattiin ja
niista maaritettin MMP—-9:n aktiivisuus gelatiinizymografilla. Kokeet tehtiin
rinnakkaismaarityksiné ja toistettiin 3 kertaa. Mediumin haihtumisen aiheuttama muutos
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tilavuudessa huomioitiin naytevolyymissa.

4.4 Koeasetelma 2, jalkimmaiset sarjat

Myds koeasetelman 2 jalkimmaisissa sarjoissa havaittiin arakidonihapolla olevan
huomattava MMP-9:n erittymista lisaava vaikutus: se oli yli 5—kertainen
kontrollindytteeseen C verrattuna. Toisin kuin edelld, naissa jalkimmaisissa sarjoissa myos
EPA:ssa inkuboidut solut erittivat huomattavasti MMP—-9:4, lahes viisinkertaisesti
kontrollinaytteeseen verrattuna. Sen sijaan DPA:ssa ja DHA:ssa inkuboidut solut estivat
arakidonihapon MMP-9:an kohdistuvaa indusoivaa vaikutusta ja vahensivat myés MMP—
9:n erittymista kontrollisoluihin verrattuna. DHA:n vaikutuksesta MMP-9 eritys palautui
suurin piirtein kontrollisolukon erityksen tasolle (95 % kontrollinaytteen tasosta). DPA:ssa
inkuboitujen solujen MMP-9:n eritys oli 25 % pienempi kuin normaalissa mediumissa
kasvaneiden solujen. Myos tassa ryhmassa koesarjojen keskinainen vaihtelu oli pienta,
minka keskiarvon keskivirhe (Std Err) myos osoittaa (Kuva 6). Kuvassa 7 on valokuva
yhdesta talla koesarjalla tuotetuista geeleista. Verrattuna arakidonihappoon havaittiin, etta
DPA ja DHA vahensivat merkittavasti arakidonihapon indusoivaa vaikutusta MMP-9:n
erittymisessa: kokeen alussa DPA:ssa kasvaneet solut tuottivat MMP-9:4 vain 15 % ja
DHA:ssa kasvaneet solut 18 % ainoastaan AA:ssa kasvaneiden solujen MMP-9-tuottoon
verrattuna. EPA:ssa kasvaneet solut tuottivat MMP—-9:& 94 % AA:n vastaavasta arvosta el
MMP-9:n eritys vaheni vain 6 %. (Kuva 8)
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Suhteellinen MMP-9 aktiivisuus

1 o b [1
0 I I - I I I
DPA DHA

AA EPA EtOH C

Kuva 6

Eri rasvahappojen vaikutus MMP-9:n erittymiseen, kun soluja ei keratty kuopista
kesken solukokeen ja solujen kasvuolosuhteet olivat optimaaliset. Vertailuarvona
toimi kontrollindyte, C. Koeasetelmalla 2 tehdyt jalkimmaiset koesarjat, joissa
kasvuolosuhteet olivat optimaaliset (ei haihtumista). MonoMac 6 -soluja viljeltiin 48 h eri
rasvahapoissa, minka jalkeen jokaisesta kuopasta otettiin 100 pl mediumia talteen. Taman
jalkeen jokaiseen kuoppaan lisattiin arakidonihappoa 100 pl ja soluja inkuboitiin tAssa
10uM AA:ssa 24 h, mediumit kerattiin ja niistd maaritettin MMP—-9:n aktiivisuus

gelatiinizymografilla. Kokeet tehtiin rinnakkaismaarityksina ja toistettiin 4 kertaa.

Kuva 7

Valokuva koeasetelman 2 geelista, kokeissa soluja ei suspensoitu uusiin kuoppiin
kesken solukokeen ja solujen kasvuolosuhteet olivat optimaaliset. MMP—-9:n

aktiivisuutta kuvastaa kunkin sarakkeen ylin raita.
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MMP-9 aktiivisuus verrattuna
arakidonihappoon
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Kuva 8
Eri rasvahappojen vaikutus MMP-9:n erittymiseen, kun soluja ei keratty kuopista
kesken solukokeen ja solujen kasvuolosuhteet olivat optimaaliset. Vertailuarvona

kokeessa toimi arakidonihappo, AA.

4.5 Keskiarvon keskihajonnan vertailu

Jokaisessa koesarjassa oli kaksi vierekkaista kuoppaa, joiden rasvahappokoostumukset
koko kokeen ajan olivat keskendan samanlaiset (rinnakkaismaaritykset). Naista kahdesta
solukuopasta saatiin kaksi eroavaa numeerista arvoa, ja niiden keskiarvoa kaytettiin
kokeen kyseisen rasvahapon arvona. Myos ndille keskiarvoille laskettiin keskiarvon
keskivirhe (Standar Error = Std Err), josta voi paatella koesarjan luotettavuutta. Mita
suurempi keskiarvon keskivirhe on, sita kriittisemmin tulokseen pitaa suhtautua.
Koeasetelmassa 1 keskiarvon keskihajonta oli selvasti suurempaa kuin koeasetelmassa 2.
Alla oleva pylvasdiagrammi havainnollistaa tata seikkaa (Kuva 9). Liséksi kuvassa 10 on
valokuva geelista, jossa jarjestyksessa ensimmaisen Koe 1 rinnakkaismaaritysten

keskinainen vaihtelu kay hyvin ilmi.
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Keskiarvon keskihajonta

3,5
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Koel Koel Koel Koe2 Koe2 Koe2 Koe2 Koe2 Koe2 Koe2
Sarjal Sarjal Sarjal Sarja2 Sarja2 Sarja2  Sarja2

Kuva 9
Solututkimuksissa kaytettyjen keskiarvojen keskihajonta. Mitd suurempi keskivirhe on
sita kriittisemmin tulokseen tulee suhtautua. Suurin variaatio on nahtavissa kolmessa

ensimmaisessa kokeessa.

Kuva 10

Valokuva koeasetelman 1 geelista, jossa solut kerattiin ja suspensoitiin uusiin

kuoppiin kesken solukokeen. MMP-9:n aktiivisuutta kuvastavat ylimmat raidat. Kuvan
geelin tulokset ovat numeerisina arvoina kuvassa 9 (jarjestyksessa ensimmainen Koe 1).
Kuvasta voidaan ndhda yksittaisen kokeen rinnakkaismaaritysten keskinaisen vaihtelu,

joka etenkin AA:n, EPA:n ja DPA:n kohdalla on huomattavaa.
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5.0 POHDINTA

Tekemani tutkimus osoitti, etté arakidonihapon indusoimaan MMP-9:n tuottoon MonoMac
6 -soluissa voidaan vaikuttaa. Kaskadi on herkka paitsi eri rasvahappojen vaikutukselle,
myo6s muille ymparistotekijoille. Tutkimukseni osoittivat, etta kun MonoMac 6 -soluja
viljellaan optimaalisessa kasvuymparistossa, dokosapentaeenihappo (DPA) ja
dokosaheksaeenihappo (DHA) vahentavat merkittavasti arakidonihapon indusoivaa
vaikutusta MMP-9 tuotantoon.

Koeasetelman 1 tuloksiin, jotka ovat ristiridassa aikaisempien tulosten kanssa [51], on
suhtauduttava erittain kriittisesti. Vaikka siihen kuuluneet kolme tutkimusta osoittivatkin,
ettd arakidonihappo ei indusoisi lainkaan MMP—-9:n erittymista vaan olisi painvastoin
rajoittamassa eritysta, muut myéhemmat koesarjani osoittivat taman tuloksen vaaraksi.
Tosin yksittainen solukoe, jossa ensimmaisten rasvahappojen inkubaatioaika oli vain 24 h,
antoi vastaavanlaisia tuloksia, kuin normaalit koeasetelmalla 1 tehdyt solukokeet. Tasta
solukokeesta kay ilmi inkubaatioajan vaikutus lopputulokseen: mitéa pidempi
inkubaatioaika, sita enemman MMP-9:4 erittyy. Kuitenkin edell& mainituissa solukokeissa
on liséksi kiinnitettdva huomio saman koesarjan vierekkaisten rasvahappoarvojen suureen
keskinaiseen vaihteluun. Arvojen ei tulisi juurikaan erota toisistaan, silla kokeen alussa
solut laskettiin ja annosteltiin tarkasti kuoppiin. Taméan jalkeen kuoppiin lisatyt rasvahapot
olivat olleet taysin vastaavia ja myds muut olosuhteet (pipetit, pipetin karjet,
kasvatusmalja, inkubaattori, tyon suorittaja) olivat olleet yhtéalaiset. Kuitenkin
koeasetelmalla 1 vierekkaiset arvot vaihtelivat suurestikin keskendan. Viitteita tahan
suuntaan havaittiin jo tutkimukseni ollessa viela kesken. Kun muita selittavia tekijoita ei
pohdinnasta huolimatta I0ydetty, paateltiin syyna mahdollisesti olevan solujen keraamisen
alkuperaisista kuopista ja siirron uusiin kuoppiin. Ta&man vuoksi koejarjestelya paatettiin

muuttaa ja otettiin kayttdon koeasetelma 2, jossa tama kriittinen vaihe jaisi kokonaan pois.

Uudenlaiset solukokeet alkoivatkin lupaavasti. Kokeita ehdittiin tehd& kuitenkin vasta

kolme kappaletta, ennen kuin huomattiin, etta solujen kasvatuskaapissa ei ollut normaalia

tarvittavaa kosteutta, vaan ilma oli hyvin kuivaa. Epailyn tasta heréatti solukokeen lopulla

kerattdvan mediumin suuri tilavuusvaihtelu kuopan sijainnista riippuen: reunimmaisissa

kuopissa oli selvasti vahemman mediumia kuin keskimmaisissa. Koska tilavuusheitot olivat
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merkittavia (jopa 50 %), proteiiniaktiivisuusmaarityksissa tama otettiin huomioon
suhteuttamalla zymografiin pipetoitavan naytteen maara solukokeessa saatuun

mediumtilavuuteen.

Koeasetelmalla 2 tehdyt ensimmaiset solukokeet antoivat osittain yhtenevia tuloksia
aiempaan tutkimukseen [51] verrattuna. Arakidonihappo oli merkittavin indusoiva
rasvahappo, mutta my6s DPA:ssa kasvatetut solut tuottivat huomattavasti MMP—-9:4. Sen
sijaan DHA:ssa kasvaneet solut tuottivat vain aavistuksen enemman (5 %) MMP-9:& kuin
kontrolli, ja EPA naytti jopa aavistuksen vahentavan (6 %) proteaasin tuottoa
kontrollinaytteeseen verrattuna. Arakidonihapon indusoivaa vaikutusta EPA ja DHA
vahensivat merkittavasti (EPA 78 %, DHA 77 %), DPA selvasti vahemman (16 %). Tassa
tutkimuksissa keskiarvojen keskihajonta oli erittain pientd, eli se puoltaa tutkimuksen
luotettavuutta. Naiden kolmen solukokeen perusteella nayttaa silta, ettéd poikkeuksellisessa
kasvuymparistossa EPA ja DHA vahentavat arakidonihapon indusoivaa vaikutusta MMP—
9:n erittymiseen merkittavasti, DPA vain hieman. Lisdksi DPA:lla on mahdollisesti myos

itsendinen indusoiva vaikutus MMP-9:n erittymiseen.

Koeasetelmalla 2 tehdyt jalkimmaiset nelja koetta ovat olosuhteidensa ja koemetodinsa
puolesta kaikkein vakuuttavimmat tehdyista kokeista. Myos niissé& AA indusoi
huomattavasti MMP—-9:n erittymista, yli 5-kertaisesti verrattuna kontrollinaytteeseen. Toisin
kuin aiemmissa kolmessa solukokeessa, naissa EPA indusoi metalloproteinaasin eritysta
lahes samanveroisesti kuin AA. DHA (0,95—kertainen) ja EtOH (0,97—kertainen) vaikuttivat
proteaasin erittymiseen kontrollisolujen tapaan. Sen sijaan DPA:lla naytti olevan MMP—-9:n
eritysta vahentava vaikutus: kontrollisoluihin verrattuna se tuotti vain 0,75—kertaisesti
MMP-9:4 eli 25 % vahemman kuin kontrollisolut (C). Arakidonihapon indusoivaa
vaikutusta DPA ja DHA vahensivat selvasti (MMP-9:n tuotto DPA:lla 15 % ja DHA:lla 18 %
verrattuna arakidonihappoon). EPA:lla tallaista vaikutusta ei juurikaan havaittu. Myos

naissa neljassa tutkimuksessa verrokki-solukuoppien antamat arvot olivat l&hell& toisiaan.

Koeasetelmalla 2 tehdyissé kaikissa kokeissa keskiarvojen keskivirheet olivat pienia eli
molemmat tutkimussarjat olivat suurin piirtein yhta luotettavia. Tasta voidaan paatella, etta
verrokkikuoppien arvoissa koeasetelmassa 1 esiintyneeseen hajontaan todennakoisesti oli
syyna solujen keradaminen, fuugaaminen ja uusiin solukuoppiin suspensoiminen kesken
solukokeen. Koska tutkimustulokset sen sijaan eroavat huomattavasti toisistaan, on

paateltava, ettd solumaljoilta tapahtuneella haihtumisella on vaikutusta eri rasvahappojen
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kykyyn indusoida tai estdd MMP-9:n muodostumista. Arakidonihappoon ja
dokosaheksaeenihappoon ei ilmankosteudella nayttaisi olevan suurtakaan vaikutusta. Sen
sijaan eikosapentaeenihappoon ja dokosapentaeenihappoon vaikutukset ovat
dramaattiset: koekuopissa olleen mediumin méaarasta riippuen kummallakin niista on
potentiaalia seka indusoida etta jossain maarin myos vahentdd MMP-9:n erittymista. Tosin
solut normaalisti tarvitsevat kostean kasvuympariston eli jalkimmaisimmat solukokeet

antanevat kaikkein luotettavimpia tuloksia.

Tutkimusteni perusteella vaikuttaa siis silta, ettd ilman haihtumista ja sen aiheuttamia
konsentraatiomuutoksia mediumissa dokosapentaeenihappo (DPA) ja
dokosaheksaeenihappo (DHA) kykenevat vahentdmaan arakidonihapon (AA) MMP-9:an
kohdistuvaa indusoivaa vaikutusta, jos MonoMac 6 -soluja on inkuboitu 10 uM DPA:ssa tai
DHA:ssa 48 tunnin ajan, ja taman jalkeen altistuminen arakidonihapolle on maksimissaan
24 tuntia. Lisdksi edella mainituissa olosuhteissa eikosapentaeenihapolla (EPA) nayttaa
olevan lahes arakidonihapon veroinen MMP-9-indusoija. Tosin tekemieni koesarjojen
lukumaara on niin pieni, etta edella esitetyt tulokset ovat vasta alustavia ja viitteita antavia.
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6.0 LOPPUSANAT

Niin nykydan kuin tulevaisuudessakin ravitsemussuositukset tulevat olemaan laajan
kiinnostuksen ja keskustelun kohteena. Tietynlaisella ravinnolla vaitetd&n olevan milloin
terveyttd edistavid ja syovalta ehkaisevia vaikutuksia, milloin kohutaan syopéa
aiheuttavista yhdisteista tai enneaikaista kuolleisuutta lisdavista ruokavalioista. Tutkimieni
pitkaketjuisten rasvahappojen prekursorit, linolihappo ja a—linoleenihappo, ovat elimistolle
valttamattomia, ja niista onkin jo olemassa kansallisia ja kansainvalisia suosituksia. Jo nyt
on my0s tiedossa omega—6-johdannaisen arakidonihapon mahdollisia haittavaikutuksia
muun muassa tulehdusvasteen kautta. Monissa ravitsemussuosituksissa tama on otettu
huomioon antamalla omega—6 ja omega—3 rasvahappojen saantiin ja etenkin niiden
suhteellisiin osuuksiin liittyvia suosituksia. Vaikka tutkimusteni mukaan alustavasti nayttaa
silta, ettd omega—3-johdannaiset dokosapentaeenihappo (DPA) ja dokosaheksaeenihappo
(DHA) vahentaisivat arakidonihapon vaikutusta, on solutason tutkimuksista pitkd matka
ravitsemussuosituksiin. Tulevaisuudessa jaa nahtavaksi, onko DPA:lla ja DHA:lla todella
kuvaamaani vaikutusta suhteessa arakidonihappoon, ja jos on, millainen on sen vaikutus

tulehdusvasteisiin ja muihin arakidonihapon vaikuttamiin prosesseihin.
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