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Sarveiskalvon epiteelin on opittu ilmentévan efflux-proteiineja MRP1-6 (multiresistance protein 1-6),
P-gp (P-glykoproteiini) ja BCRP (breast cancer resistance protein), jotka pumppaavat substraattejaan
ulos solusta. Tamén tiedon perusteella on voitu tutkia erilaisia solulinjoja, joilla voitaisiin korvata
ihmisen sarveiskalvon epiteelid tai luoda ihmisen sarveiskalvon epiteelid vastaavia kudosmalleja. hiPS-
soluja (human induced pluripotent stem cell) voidaan ohjelmoida ihmisen omista soluista ja erilaistaa
sarveiskalvon kaltaisiksi soluiksi.

Tassa tutkimuksessa selvitettiin MRP1-6-, P-gp- ja BCRP-efflux-proteiinien ilmentymistd mRNA-
tasolla natiivissa ihmisen sarveiskalvon epiteelissa (CE), immortalisoidussa HCE-solulinjassa,
erilaistumattomassa hiPS-solulinjassa ja alkion kantasolulinjassa (hESC), seka hiPS- ja hES-soluista
erilaistetuissa sarveiskalvon epiteeleissé (hiPSC-CE ja hESC-CE). Tutkimuksessa kaytettiin
reaaliaikaista qPCR-menetelméaa ja ilmentymistasot analysoitiin Ct-arvoista 2-22C-menetelmalla.
Solulinjojen efflux-geenien ilmentymistasoja verrattiin natiiviin ihmisen sarveiskalvon epiteeliin.

Kaikki tutkittavat efflux-geenit ilmenivét sekd CE:ss&, HCE:ss&, hiPSC-, hiPSC-CE- ja hESC-CE-
solulinjoissa. hiPSC-CE:n ilmentymistasot vaihtelivat joidenkin geenien kohdalla suurestikin CE:sta.
hiPSC-CE muistutti kuitenkin paremmin CE:t4 kuin kaupallinen HCE-solulinja. T&mén tutkimuksen
perusteella hiPSC-CE-solulinja ei sovi viela kliiniseen kdyttoon, vaan se tarvitsee jatkotutkimusta.
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1 JOHDANTO

1.1Sarveiskalvo

Nékeminen on mahdollista lapindkyvan ja verisuonettoman sarveiskalvon ansiosta. Sarveiskalvon
tehtdva on suojella silméé seké lapéisté ja taittaa valoa. Se sijaitsee silmén etuosassa keskivaiheilla ja
toimii silman rajapintana ulkomaailmaan yhdessa kyynelnesteen kanssa. Siiné ei ole verisuonia
lainkaan, vaan se on lapindkyvé ja tihedan hermotettu. Se rajoittuu seké kiinnittyy reunoiltaan
sidekalvoon.(1) Aikuisen ihmisen sarveiskalvo on noin 11,5-12,0 mm levea halkaisijaltaan
vaakasuunnassa ja pystysuunnassa noin 10,5-11,0 mm korkea. Sarveiskalvon paksuus on noin 0,5 mm
keskelld ja kasvaa kohti laitoja. Sarveiskalvon ulkoneva kaareva muoto mahdollistaa asfaarisen
optiikan, joka taittaa valonsateet yhteen polttopisteeseen.(2) Sarveiskalvo koostuu kuvan 1 mukaisesti
viidesta kerroksesta, jotka ovat epiteeli, Bowmanin kalvo, strooma, Descemetin kalvo sek& endoteeli.
Kerrokset ovat hyvin erilaisia ja jokaisella on oma funktionsa, jonka avulla sarveiskalvon normaali

toiminta mahdollisestaan ja yllapidetaan.(2,3)

keratosyytti
Bovwmanin kalve

Kuva 1. Kaavakuva sarveiskalvon poikkileikkauksesta. Se koostuu kolmesta solukerroksesta, jotka
ovat epiteeli, strooma ja endoteeli, seka niitd erottavista kalvoista, Bowmanin kalvo ja Descemetin
kalvo. Mukailtu lahteestd: Bioessays 35: 211-219 (4).



1.1.1 Epiteeli

Epiteeli on uloin kerroksista ja se on kerrostunutta, ei-keratinisoitunutta epiteelia(s). Kuvan 2
mukaisesti epiteelin muodostaa 5-7 kerrosta erilaisia epiteelisoluja: pintasolut, siipisolut ja tyvisolut(3).
Epiteelin tehtdva on suojella sarveiskalvon sisempié kerroksia ja koko silméan etuosaa. Se osallistuu
my0s sarveiskalvon lapindkyvyyden yllapitdmiseen estamélla hydrofiilista stroomaa sitomaan vetta
niin paljon kuin se pystyisi. Epiteelisolut estavat kyynelnesteen paasyn epiteelin 1&pi, ja niilla on jonkin
verran ionipumppuaktiivisuutta, jonka avulla nestettd saadaan pumpattua stroomasta pois pain.(6)

Epiteelin lapaisevyys onkin erittdin alhainen, ja se lapéisee vain pienia, lipofiilisia yhdisteita(7).

—— kyvnelneste

— glvkokalvksikerros
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s
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tuvas latos hemidesmosomi aukko- ja vwyolutokset

Kuva 2. Piirroskuva sarveiskalvon epiteelin poikkileikkauksesta. Epiteeli koostuu 5-7 kerroksesta
pintasoluja, siipisoluja ja tyvisoluja. Mukailtu lahteestd: Ophthalmology 3™ ed (8)

Epiteelin paallimmaisin kerros muodostuu keskimaarin kahdesta tai kolmesta litteasta
pintasolukerroksesta, joiden pinnalla on runsaasti mikrovilluksia ja mikropoimuja. Nama ulostyontyvét
rakenteet kasvattavat pinta-alaa, jonka avulla vaihdetaan happea, ravintoaineita ja metaboliatuotteita.(9)
Pintasolujen solukalvoa verhoaa kyynelnestettd solupintaan hydrofiilisesti kiinnittava
glykokalyksikerros(2). Kyynelneste suojaa sarveiskalvon pintaa mikrobeilta, kemiallisilta ja
myrkyllisilta aineilta seka vieraskappaleilta(1). Epiteelin pintasolut ovat liittyneet kiinni toisiinsa
tiiviilla liitoksilla, mik& estdé kyynelnesteen ja siihen liuenneiden mikrobien ja haitallisten kemiallisten

aineiden paasyn soluvalitilaan. Pintakerroksen alla on kaksi tai kolme solukerrosta suprabasaaleja
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soluja eli siipisoluja. Solut eivat ole yhté litteitd kuin pintakerroksen solut, mutta niill& on yhté lailla

titviit liitokset vierekkaisten solujen valilla.(2)

Syvimpana epiteelissé on tyvikerros, joka on yksinkertaista lieridepiteelia. Tyvisolut kykenevét
mitoosiin, ja erilaistuessaan ne etenevat epiteelin pintaa kohti ja muuttuvat siipi- ja pintasoluiksi.
Vierekkaisten tyvisolujen valilla on aukko- ja vyoliitoksia. Solut ovat kiinnittyneet hemidesmosomeilla
alla olevaan tyvikalvoon, joka koostuu padosin tyvisolujen erittdmésté tyypin 1V kollageenista ja
laminiinista. Hairiot tassé lujassa kiinnittymisessé tyvikalvoon johtavat toistuviin sarveiskalvon

eroosiosyndroomiin ja parantumattomiin epiteelivaurioihin.(2,3)

Sarveiskalvon epiteelin kantasolut sijaitsevat limbuksessa eli sarveiskalvon ja sidekalvon epiteelin
yhtymékohdassa sijaitsevassa kudoksessa(10). Limbaaliset kantasolut toimivat reservina uusille
epiteelisoluille. Ne erilaistuvat valivaiheen kautta tyvisoluiksi, kun ne etenevat kohti sarveiskalvon
keskustaa. Tyvisolut jakautuvat mitoottisesti ja kypsyvat edelleen siipi- ja pintasoluiksi. Limbaalisten
kantasolujen olemassa olo limbuksissa on ehdotonta terveelle sarveiskalvolle, koska tyvisolut voivat
jakautua mitoottisesti vain rajallisesti. Limbuksen tehtdvénd on myos rajata sarveiskalvoa sidekalvosta
ja estéa sen verisuonittumista.(11) Epiteelisolujen keskiméaaradinen elinika on seitsemasta kymmeneen
paivaan, jonka jalkeen ne surkastuvat, menevat apoptoosiin ja hilseilevat pois epiteelin pinnalta(12).
Talle solujen kiertokululle kehitettiin X, Y, Z-hypoteesi, jonka mukaan (X) tyvisolut jakautuvat,
kypsyvat ja kulkevat kohti sarveiskalvon pintaa, (YY) limbuksessa jakautuu soluja, jotka siirtyvat
korvaamaan tyvisoluja, ja (Z) epiteelisoluja hilseilee pois pinnasta(13). Limbaalisten kantasolujen
toiminnan hairiintyminen saattaa johtaa sarveiskalvon epiteelikerroksen vaurioitumiseen ja nakokyvyn
heikentymiseen. Epiteelikudoksen vaurioita ja mahdollisia hoitomuotoja késitella&dn tarkemmin

alaluvussa 1.2.

1.1.2 Bowmanin kalvo

Bowmanin kalvo sijaitsee strooman edessé ja onkin itse asiassa strooman solutonta etuosaa. Kalvo on
12-15 pm paksu ja koostuu lyhyista tyypin I kollageeniséikeista seka proteoglykaaneista, joiden avulla
se auttaa sarveiskalvoa yll&pitdmaan muotoaan. Kalvo ei uusiudu eli vaurion sattuessa siihen jaa
arpi.(2,3)



1.1.3 Strooma

Strooma kattaa noin 80—85 % sarveiskalvon paksuudesta(2). Strooma koostuu p&dosin soluvéliaineesta,
jonka seassa on soluja ja hermosadikeita seké& niihin liittyneitd Schwannin soluja(3,14). Strooman
paakomponentteja olevat tyypin I ja V kollageenisdikeet muodostavat 200—-250 lapinakyvaa lamellia.
Ne ovat jarjestaytyneet samansuuntaisesti sarveiskalvon pinnan kanssa ja suuntautuneet toisiinsa
néhden siten, ettd ne lapdisevét valoa.(15) Kollageenikimput ovat tiiviimmin pakkautuneet
sarveiskalvon sentraalisessa osassa kuin periferiassa, miké véhentad valon sirontaa ja lisdé
sarveiskalvon mekaanista kestavyyttd kaarevassa kohdassa(16). Soluvaliaine lamellien valissa koostuu
padasiassa vedestd, proteoglykaaneista, glykoproteiineista ja inorgaanisista suoloista. Seassa on kautta
strooman keratosyytteja ja fibroblasteja, joita on vain 2-5 % strooman tilavuudesta. Keratosyyttien
tehtdvand on yllapitad strooman rakennetta tuottamalla soluvéliaineen komponentteja ja tarvittaessa
hajottamalla ne. Fibroblastit tuottavat kollageenisdikeita. Sarveiskalvoon kohdistuneen stressin tai

trauman johdosta keratosyytit voivat muuttua fibroblasteiksi, jotka tuottavat lisdd kollageenia.(3,17)

1.1.4 Descemetin kalvo

Descemetin kalvo, joka sijaitsee strooman takana, on endoteelin tyvikalvo. Se koostuu endoteelin
erittdmasta tyypin IV kollageenista, laminiinista ja fibronektiinista. Descemetin kalvo on
vastasyntyneelld erittdin ohut, vain 2-3 um, ja sen paksuus kasvaa idn myota. Aikuisella kalvon
paksuus on noin 10 um. Ohuet kollageenisaikeet ovat jarjestaytyneet kuusikulmion muotoon kalvon
etuosassa. Endoteeli tuottaa kalvon amorfista takaosaa koko ihmisen elinidn. Descemetin kalvo
mukailee strooman muotoa ja ylta4 reunoiltaan trabekkeleihin rajalla, jota kutsutaan Schwalben
linjaksi.(2,3) Kalvo voi sieltd tydntyd etukammioon, miké voidaan nahda ikdantyneessa silmassa tai

sarveiskalvovaurion seurauksena.

1.1.5 Endoteeli

Yksikerroksinen endoteeli on vastasyntyneelld noin 10 um paksu koko sarveiskalvon takapinnan
alueelta kunnes se paattyy trabekkeleihin yhdessa Descemetin kalvon kanssa. Endoteelin solut ovat
kuusikulmaisia Descemetin kalvon kollageeniverkon mukaisesti, ja ne ovat kiinnittyneet Descemetin

kalvoon eli tyvikalvoonsa basaalisesti lukuisilla hemidesmosomeilla. Lateraalisesti solut ovat



kiinnittyneet toisiinsa aukkoliitoksilla ja tiiviilla liitoksilla. Lateraalisilla membraaneilla on myds

runsaasti natrium-kaliumpumppuja.(2)

Endoteelin tarkein tehtdva on yllapitaa sarveiskalvon lapinakyvyytté pitdmalla strooman vesipitoisuus
alhaisena (78 %)(18). Endoteeli saa aikaan veden passiivisen osmoosin stroomasta poispdin kahdella
olennaisella mekanismilla. Ensimmaéinen on solukalvojen natrium-kaliumpumput, jotka siirtavét ioneja
ulos sarveiskalvosta. Toinen mekanismi on solunsisdinen hiilihappoanhydraasireitti, jossa vedesta ja
hiilidioksidista tuotetaan hiilihapon kautta vety- ja bikarbonaatti-ioneja. Endoteelin aktiivisten
ionipumppujen avulla vesi siirtyy sahkokemiallisen gradientin suuntaisesti pois stroomasta.(19)
Endoteelin tiiviit liitokset eivat ole yhta pitdvia kuin epiteelin, joten soluvalit vuotavat jonkin verran.
N&in neste voi siirtyd soluvalitilasta etukammioon ja toisaalta endoteelisolut saavat ravinteita.(20)

Endoteelin soluilla ei ole mitoottista aktiivisuutta, vaan ihmiselld on riittdva reservi soluja eliniaksi.
Ik&&ntymisen ja traumojen seurauksena reservi kuluu, ja endoteelin solut madaltuvat ja levittaytyvét
peittdmaan sarveiskalvon takapintaa. Aikuisella endoteelin paksuus on noin 4-6 um.(2,3) On havaittu,
etta endoteelin soluméaéran ollessa alle 500 solua/mm?, endoteelin toiminta heikkenee ja riski

sarveiskalvon turpoamiselle lisdantyy(21).

1.2 Limbaaliset kantasolut

1.2.1 Limbaalisten kantasolujen mikroymparisto

Limbaalisten kantasolujen mikroympériston ansiosta solut sailyttavat olemuksensa kantasoluina ja
kykynsa erilaistua(22). Mikroymparistd on hyvin hallittu limbuksen tyvikerroksessa, jossa kantasolut
sijaitsevat. Tyvikerroksen laheisyyteen tulee runsaasti verisuonitusta, veren mukana kasvutekijoita
kantasoluille, ja hermotusta. Tyvikerroksessa kantasolut ovat myos lahella limbaalisen strooman
fibroblasteja, jotka saatelevat epiteelisolujen toimintaa. (11) Epiteelin tyvikalvo limbuksessa on
poimuttunut, mika lisd&d mikroympariston pinta-alaa ja tuo suojaa kantasoluille. Poimuttuminen on
erityisen voimakasta yla- ja alaluomen kohdalla.(23) Poimujen lomasta on I0ydetty syvalle tunkeutuvia
limbaalisia epiteliaalisia kryptia, joissa todelliset limbaaliset kantasolut sijaitsevat. Kantasolujen maara
on pieni, alle 1 % koko limbaalisen epiteelin solupopulaatiosta, mutta se riittaa sarveiskalvon epiteelin

uusiutumiseen ja pienten vaurioiden korjaamiseen.(11)



1.2.2 Limbaaliset hairiot

Limbuksen tehtdvané on yllapitaa limbaalisia unipotentteja kantasoluja, joista erilaistuu ajan myo6ta
sarveiskalvon epiteelin soluja, ja toimia fyysisena rajapintana Kirkkaan verisuonettoman sarveiskalvon
ja verisuonitetun sidekalvon valilla. Kun limbuksen toiminta on hairiintynyt, sarveiskalvon epiteeli ei
uusiudu normaalisti ja sidekalvo levittaytyy sarveiskalvon pinnalle. Yleisnimitys ilmi6lle on
limbaalisten kantasolujen puute (LSCD, limbal stem cell deficiency)(4). Hairi6tilan taustalla on monia
patofysiologisia syitd, kuten limbaalisten kantasolujen véhentynyt mééra tai toiminnan hairio
solunsiséisista tai mikroympériston muutoksista johtuen. Seurauksena sidekalvon epiteelin kyky

jakautua on suurempi kuin limbuksen, ja sidekalvo padsee valtaamaan alaa.(11)

LSCD:n Kliiniseen taudinkuvaan kuuluu erilaisia merkkeja sarveiskalvon epiteelin vajaatoiminnasta.
Epiteeli vaurioituu herkasti ja paranee huonosti, mik& voi johtaa krooniseen keratiittiin eli
sarveiskalvon tulehdukseen. Potilas kokee jatkuvaa epdmukavuuden tunnetta ja kipua silman pinnalla.
Sidekalvon epiteelin levittdytyminen sarveiskalvolle vahentéé sen lapinakyvyyttd, koska sidekalvon
mukana levittaytyvat myds veri- ja imusuonet. Potilas kokee voimakasta valonarkuutta ja nakdkyvyn

alentumista. Tauti on kivulias ja johtaa sokeutumiseen.(24)

Useimmat LSCD:n aiheuttajat tunnetaan, mutta niiden liséksi esiintyy idiopaattisia tapauksia, joiden
syyt ovat tuntemattomia (25). Perinn6llisia tai geneettisid (primaarisia) limbaalisia kantasoluhairidita
ovat aniridia, ektodermaalinen dysplasia ja perinnéllinen erytrokeratodermia(11,26). Aniridia on yleisin
perinndllinen LSCD:t4 aiheuttava sairaus. Sen aiheuttaja on mutaatio geenissé PAX6, mink&
seurauksena ovat silmén kehityshéirio ja keratopatia. PAX6 on avainasemassa myos limbaalisten
kantasolujen proliferaation saatelyssa. Tauti ei ilmene vastasyntyneelld, vaan kehittyy vasta
myohéislapsuudessa.(27) Systeemiset inflammatoriset taudit, kuten limakalvopemfigoidi, Steven-
Johnson-syndrooma, krooninen limbiitti ja pterygium, ovat sekundéérisia LSCD:n aiheuttajia(11,26).
Pterygium on yksi yleisimmista silmdsairauksista, jonka nykyadn uskotaan olevan proliferatiivinen
sairaus ja yksi sen tarkeimmista riskitekijoista on UV-séteily(28). Muita limbusten vaurioiden
aiheuttajia ovat termaaliset ja kemialliset palovammat, pitk&aikainen piilolinssien kaytto, altistuminen
sytotoksisille tai antiproliferatiivisille aineille sekd infektiot, kuten Herpes simplex -infektio. Ndmé&
aiheuttavat vauriota suoraan kantasolujen mikroymparistoon. LSCD voi kehittyd myos joidenkin

hoitojen, kuten mittavan kryohoidon, sateilytyksen ja limbuksen leikkauksen, seurauksena.(4,11,26)



1.2.3 LSCD:n hoito

Osittaisessa LSCD:ssé hoitona suoritetaan sidekalvon epiteelin mekaaninen poisto ja paljastuneen
alueen péallystaminen sarveiskalvon epiteelilla tai pelkalla sikiokalvolla(29,30). Tdma on
yksinkertainen ja tehokas tapa, mutta ei ole riittdva toimenpide, jos sidekudos peittd4 koko
sarveiskalvon alueen. Téaydellisessa limbaalisessa hairiossd ainoa parantava hoitokeino on terveiden
limbaalisten kantasolujen siirto(11). Unilateraalisissa tapauksissa potilaan terveesta silmésta otetaan
pieni limbaalinen siirre ja laitetaan sairaaseen silméaan (autologinen siirre). Bilateraalisissa tapauksissa
potilaan molemmat silmat karsivat limbaalisesta hairiosta ja kudossiirre on saatava joko eldvalta
luovuttajalta tai vainajalta (allogeeninen siirre). Elava luovuttaja on yleensa potilaan sukulainen, koska
tavoitteena on kudosten yhtélaisyys ja HLA-tyypin yhteensopivuus. Sarveiskalvon siirto voidaan

toteuttaa samassa toimenpiteessa tai jalkikateen, jos silmdssa on stroomaan yltavia arpeutumia.(31)

Vaikka suurin osa kudossiirroista onnistuu, liittyy niihin kuitenkin haasteita ja riskeja. Autologista
siirrettd tai elavalta luovuttajalta siirrettd otettaessa on riski, ettd luovuttavaan silmaan kehittyy
iatrogeeninen limbaalinen héirid, jossa luovuttajalle jaa liian vahan kantasoluja(4). Allogeeniseen
siirtoon luovutettavat kudossiirteet ovat harvassa ja hylkimisreaktioita tapahtuu, koska sarveiskalvon
epiteelin perifeeriselld alueella on runsaasti Langerhansin soluja ja HLA-DR-antigeeneja(32,33).
Allogeenisen siirteen kanssa joudutaan aina kdyttdmaan immunosuppressiivista hoitoa ainakin 12
kuukautta, jos allogeeninen siirre ei ole HLA-tyypitetty(31). Immunosuppressiivinen hoito altistaa

potilaan kuitenkin infektioille, mika lisaa siirteen hylkimisreaktion riskia(34).

Lupaava hoitomuoto on viljeltyjen limbaalisten kantasolujen siirto (CLET, cultured limbal epithelial
transplantation), jota kokeiltiin ensimmaisen kerran 1990-luvun lopulla autologisesti(35). Kudosnayte
otetaan joko potilaan terveesta silmésté tai elavalta tai kuolleelta luovuttajalta. Kudospalaa tai siita
eristettyja limbaalisia epiteelisoluja on viljelty monin eri menetelmin ja lopputuloksena on saatu
viljelm4, jossa on limbaalisia epiteelisoluja sekéd kantasoluja. Namé limbaaliset siirteet tarvitsevat
yleensa siirtomateriaalin, jota joissain tapauksissa kaytetd&n kasvatusalustana ja jonka avulla
limbaaliset solut asetetaan vastaanottajan silmaén.(36) Vuonna 1998 Tseng et al. kayttivat sikiokalvoa
menestyksekkaésti siirtomateriaalina in vitro kantasolusiirrossa(30). Nykyisessa kliinisessa kaytossa
olevan sikiokalvon haasteita ovat kuitenkin muun muassa saatavuuden haasteellisuus, infektioriski ja
rajallinen lapindkyvyys. Muita Kliinisesti tai prekliinisesti testattuja siirtomateriaaleja ovat synteettiset

polymeerit ja biopolymeerit, kuten fibriinigeeli, kollageenigeeli, keratiini ja silkkifibroiini.(37)



Kudosviljelylle ei ole vield muodostunut yhdenmukaista menetelmag, vaan tehdyissa tutkimuksissa
esimerkiksi viljelytekniikat, potilasaineiston valitseminen ja tulosten arviointitavat vaihtelevat suuresti,

minké& vuoksi se ei ole viel& yleistynyt kliinisend hoitomuotona.(38)

CLET-menetelmassa piilee yhd samat ongelmat kuin kudossiirteissd, nimittain kudossiirteiden ja
limbaalisten kantasolusiirteiden vahyys, allogeenisten siirteiden hylkimisreaktiot,
immunosuppressiivisten hoitojen tarve ja infektioriski. Taman paivan tutkimukset pyrkivétkin
I6ytdmaan vaihtoehtoisia solulahteitd autologiseen sarveiskalvon epiteelin korvaamiseen. Vahva
kandidaattiryhma ovat aikuisen ihmisen epiteelisolut, jotka muistuttavat sarveiskalvon epiteelié: ei-
keratinisoitunutta, kerrostunutta kuutioepiteelid. Tallaisia ovat suun limakalvon epiteeli,

sidekalvoepiteeli, nendn limakalvoepiteeli sek& vaginaalinen ja rektaalinen epiteeli.(38)

Toinen suurta potentiaalia omaava ehdokas on kantasoluhoito. Ihmisen alkion kantasolut (hESC,
human embryonic stem cell) ovat pluripotentteja kantasoluja, jotka pystyvét erilaistumaan miksi
tahansa kehon soluiksi. N&ita soluja istuttamalla osittain vaurioituneeseen sarveiskalvon epiteeliin, on
saatu kantasolut levittdytyméaan ja erilaistumaan epiteelin kaltaisiksi soluiksi in vitro(39). Kantasolujen
erilaistuminen epiteelin kaltaisiksi soluiksi perustuu siihen, ettd soluille luodaan limbaalisten
kantasolujen mikroymparistd. Vuonna 2007 ilman sarveiskalvon epiteelin l&sndoloa onnistuttiin
luomaan mikroymparisto, jossa hES-solut erilaistuivat sarveiskalvon epiteelin kaltaisiksi soluiksi. hES-
soluja viljeltiin kollageeni 1V:11& kasvatusliuoksessa, jossa oli limbaalisten fibroblastisolujen erittamia
liukoisia tekijoita.(40) Alkion kantasolujen kéyttoa vaikeuttaa niiden hankkimisen hankaluus ja eettiset
kysymykset. Liséksi, alkion kantasoluista erilaistetut solut ovat aina allogeenisi, eli niiden kayttoon

liittyy hylkimisreaktioiden riski.

Alkion kantasolujen kayton ja hylkimisreaktioiden ongelmiin voi olla ratkaisu ihmisen
uudelleenohjelmoiduissa kantasoluissa (hiPSC, human induced pluripotent stem cell). Uudelleen
ohjelmoidut kantasolut ovat alun perin aikuisen yksilon erilaistuneita soluja, jotka ohjelmoidaan
pluripotenteiksi ja ympariston saatelylla saadaan pysymaan erilaistumattomassa tilassa. Vuonna 2006
Takahashi ja Yamanaka saivat hiiren fibroblastisolut palautumaan kantasolutasolle, ja he tekivét saman
ihmisen fibroblasteilla vuotta myohemmin(41,42). Hayashi et al. kuvasivat ensimmaéisté kertaa ihmisen
iPS-solujen erilaistamista sarveiskalvon epiteelin kaltaisiksi soluiksi kahdesta erilaistuneesta
solulahteestd(43). Taman jalkeen hiPS-solujen erilaistamista sarveiskalvon epiteelin kaltaisiksi soluiksi

on tehty erilaisin menetelmin(44). Kun LSCD johtuu geenivirheesta (kuten ektodermaalisessa
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dysplasiassa, jossa on mutaatio geenissé p63), seuraa virhe myos potilaan omista soluista tuotetuissa
hiPS-soluissa ja niiden erilaistuminen epiteeliksi on hairiintynyttd. Shalom-Feuerstein et al. onnistuivat
tutkimuksessaan palauttamaan p63-signaalireitin yhdisteen APR-246 (PRIMA-1(MET)) avulla, mik&
kuvastaa hiPS-solujen merkittdvaa potentiaalia tulevaisuuden hoitona limbaalisiin hairiéihin jopa

geneettisissa sairauksissa(45).

Kypsélla sarveiskalvon epiteelilld ei voida korvata puuttuvaa limbaalista epiteelid tai limbaalisia
kantasoluja, vaan siirrettdvaan solupopulaatioon on sisallytettava esiastesoluja. Tilanteessa, jossa
limbaalinen kantasoluhairio ei ole seurausta kantasolujen puutteesta, vaan mikroymparistén hairiosta,
voi terve sarveiskalvon epiteeli korjata mikroympariston taas suotuisaksi. Tutkimuksissa on havaittu,
ettd vaikka allogeenistd limbaalista kudosta siirretddn luovuttajalta vastaanottajalle, jonkin ajan
kuluttua parantuneissa sarveiskalvoissa esiintyy padosin vain vastaanottajalta itseltdén peréisin olevia
soluja. (46-49) Henderson et. al sekd Daya et al. kéyttivat tutkimuksessaan menetelméad, jolla he
tutkivat satunnaisia soluja sarveiskalvon pinnalta (impression cytology)(46,48,49). Voi siis olla, etta
solupopulaatioon ei ole osunut mukaan luovuttajalta perdisin olevia soluja. Toisaalta on epdilty, etta
luovuttajan terveet kantasolut vakauttavat mikroympariston, minké johdosta vastaanottajan epiteelin
kantasolut pystyvét jalleen jakautumaan. Sarveiskalvon epiteeliksi erilaistettuja potilaan omia hiPS-
soluja voitaisiin mahdollisesti kdyttdd mikroympariston vakauttajina ja vaurioituneen epiteelin
korvaajina. Sarveiskalvon esiastesoluiksi erilaistettuina hiPS-solut soveltuisivat myds LSCD:n hoitoon.

1.3 Efflux-proteiinit

Sarveiskalvo on tarked imeytymisreitti topikaalisesti annosteltaville silmala&kkeille, joiden halutaan
vaikuttavan silmén etu- ja siséosissa. Yleensa alle 10 % annetusta ld&kkeestd padsee silmén siséosiin.
Markkinoilla olevien silmalaékkeiden annoskoko on noin 50 pl, kun silmén pinta ja silmaluomien
taskut pystyvat sovittamaan keskiméaéarin vain 30 pl nestettd.(50) Osa ladkkeesta kulkeutuu
kyynelnesteen mukana kyynelkanaviin ja imeytyy systeemiseen verenkiertoon(51). Myds
sarveiskalvon rakenne asettaa haasteen ladkkeiden lapaisylle. Sarveiskalvon epiteelin tiiviit liitokset
tekevit epiteelista tehokkaan esteen kaikille muille aineille paitsi pienille (r <10 A) lipofiilisille
yhdisteille, jotka pystyvat kulkemaan epiteelin l&pi diffuusion valityksell&. Epiteelin 1apéistyééan

lipofiiliset yhdisteet kohtaavat hydrofiilisen strooman, joka rajoittaa lapaisyn tahtia entisestdan. Myos



endoteelin on havaittu estdvan jonkin verran aineiden lapaisya. Strooman ja endoteelin kyky estda

absorboitumista on kuitenkin pieni verrattuna epiteeliin.(7)

Viime aikoina huomio laékkeiden kulkeutumisessa elimistdssa on keskittynyt efflux-
kuljettajaproteiineihin. Efflux-proteiinit ovat solukalvoilla sijaitsevia proteiineja, jotka pumppaavat
ksenobiootteja ja endogeenisia metaboliitteja ulos soluista. Riippuen sijainnista solukalvolla ne voivat
heikent&a apikaalisella solukalvolla tai edistéa basolateraalisella solukalvolla aineiden kulkeutumista
elimistdon rajapinnoilla.(52) Sarveiskalvolla ne alentavat aineiden lapéisevyytta ja suojelevat
intraokulaarisia rakenteita. Ne siis alentavat laékeaineiden hyotyosuutta; vahentavat imeytymista ja
kumuloitumista soluihin, vaikuttavat metaboliaan seké lisaavat erittymista(53). Monet ld&keaineet ovat
naiden proteiinien substraatteja, ja tehokkaalla ldadkkeiden poistamisella soluista voi olla seurauksena
moniresistiivisyys ladkkeille (multidrug resistance). Tasta voi olla erityisesti haittaa esimerkiksi
syopapotilaille, joilla hoito ei tehoa aktiivisen efflux-proteiinitoiminnan johdosta.(54) MRP1-proteiinin
yli-ilmentymistéd on 16ydetty monista sy0pékasvaimista, ja erds syy on mutaatio p53-geenissa, joka
suppressoi MRP1:n ilmentymista.(55)

Suurin efflux-proteiiniperhe kudoksissa on ATP-binding cassette (ABC) kuljettajaproteiinit, joihin
kuuluvat muun muassa multidrug resistance proteiinit 1-6 (MRP1-6), P-glykoproteiini (P-gp) ja breast
cancer related proteiini (BCRP). Nama kuljettajaproteiinit kayttavat ATP:n hydrolyysia
energianlahteenaan.(56) MRP1-, MRP2- ja MRP3-proteiinien substraatteja ovat monet orgaaniset
anionikonjugaatit, joissa yhdisteet ovat konjugoituneet glutationiin, glukuronaattiin tai
sulfaattiin(54,55). MRP1:n on havaittu yleisesti sijaitsevan basolateraalisella solukalvolla suojellen
herkkia soluja myrkyllisilta aineilta ja pumpaten substraatteja verenkiertoon(55,57). Sarveiskalvon
epiteelilla sen on havaittu ilmentyvén basaalikerroksessa(58,59). Monet topikaalisesti annosteltavat
silmalaakkeet, kuten ofloxasiini, erytromysiini ja clotrimazole, ovat substraatteja MRP1-efflux-
proteiinille(52,60,61). MRP6:n substraattispesifisyys muistuttaa MRP1:n, MRP2:n ja MRP3:n
substraattikirjoa. Se on kuitenkin laajempi kuin MRP3:lla ja niukempi kuin MRP1:11& ja MRP2:1la.(62)

Sarveiskalvolla sen on havaittu sijaitsevan basaalisolukerroksessa(59).

MRP4 ja MRP5 ovat muista MRP-perheen efflux-proteiineista poikkeavia siiné suhteessa, etté ne
pystyvat erittdméan jossain maarin syklisia nukleotideja ja nukleotidianalogeja(63,64). Niita on
havaittu sek& basolateraali- ettd apikaalipuolella solutyypista riippuen.(65) Chen et al. kuvasivat

vahéista MRP4-ilmentymisté sarveiskalvon epiteelin basaalikerroksessa ja Vellonen et al. osoittivat
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MRP5:n runsasta ilmentymista sentraalisen sarveiskalvon basaalikerroksessa ja limbaalisessa

epiteelissd basaali- ja siipisolukerroksessa(58,59).

MDR1-geenin koodaama P-glykoproteiini on spesifinen monille amfipaattisille ja lipofiilisille
yhdisteille, ja silla on yhteisia substraatteja muiden efflux-proteiinien kanssa, kuten sylkosporiini A
(Csa), rhodamiinil23 ja vinkristiini(52). Yang et al. osoittivat P-gp:n osallistuvan propranololin
kuljettamiseen ulos solusta janiksen sidekalvon epiteelin apikaalipuolella(66). Chen et al. havaitsivat

sen ilmentyvan koko sarveiskalvon epiteelin alueella(59).

BCRP:n on todistettu olevan erés kantasolumarkkeri. Budak et al. vérjasivat ihmisen ja kanin
sarveiskalvon ja limbuksen epiteelid seka sidekalvon epiteelid Hoechst 33342-varillg, joka on BCRP:n
substraatti. Alle 1 % soluista vérjaytyi ja kantasoluttomassa sarveiskalvon epiteelissé vérjaytymisté ei
havaittu ollenkaan.(67) BCRP:n ilmentymistaso sarveiskalvon epiteelissé on laskenut tiloissa, joissa
limbaalisten kantasolujen toiminta on laskenut tai méara vahentynyt, kuten diabeteksessa(68). BCRP:n
substraatteja ovat monet kemoterapeuttiset yhdisteet sekd anioniset orgaaniset konjugaatit.(52,53)

Koska sarveiskalvon epiteeli on silman ensimmadinen rajapinta ulkomaailmaan ja topikaalisesti
annosteltaville la&kkeille, on tarke&d, ettd fyysisen l&paisevyyden lisdksi tunnetaan myds sen
dynaaminen lapéisevyys, jota sdatelevat kuljettajaproteiinit. Ihmisen sarveiskalvon epiteelin efflux-
proteiinien ilmentymisesta on tehty monta tutkimusta. Ensimmaisista tutkimuksista saatiin hajanaista
tietoa efflux-proteiinien ilmentymisestd, mika luultavasti johtuu mittausten huonosta
herkkyydesta(58,69,70). Mydhemmin on havaittu, ettd sarveiskalvon epiteeli ilmentdd mRNA-tasolla
(eli 1ahetti-RNA-tasolla) ainakin proteiineja MRP1-5, P-gp ja BCRP(59,71). Tulokset ovat ristiriitaisia,
mika voi johtua eri solulinjojen keskinaisista eroista seka niiden poikkeavuudesta natiiviin kudokseen

nahden.

Oftalmisten ladkkeiden imeytymisté tutkitaan usein eldinkokeilla. Yleensé vahintéan viisi kania taytyy
uhrata, ettd voidaan muodostaa késitys ld&dkkeen konsentraatioprofiilista tietyll& ajan hetkella.(72,73)
Joitain kudosmallinnuksia sarveiskalvon epiteelistd on kehitetty, mutta ne eivét ole taysin vastanneet
aidon sarveiskalvon toimintaa(74,75). Ihmisen sarveiskalvon epiteelid vastaavalla kudosmallilla
voitaisiin luotettavammin tutkia oftalmisten la&kkeiden farmakologiaa ja farmakokinetiikkaa, ja

samalla voitaisiin vahentad eldinkokeita. hiPS-soluista erilaistettua sarveiskalvon epiteelid voitaisiin
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hyodyntéé kudos- ja tautimallinnuksessa, seka ladkekehityksessa ja toisaalta sen avulla voitaisiin tutkia

efflux-proteiinien toimintaa tarkemmin.

1.4 Tyon tavoitteet

Tutkimuksen tarkoitus on vertailla efflux-kuljettajaproteiinien (MRP1-6, P-gp ja BCRP) geenien
ilmentymistd mRNA-tasolla natiivissa ihmisen sarveiskalvon epiteelikudoksessa (CE),
immortalisoidussa sarveiskalvon epiteelin kaltaisessa HCE-solulinjassa (HCE), erilaistumattomissa
hiPS- ja hES-solulinjoissa (hiPSC ja hESC) seké sarveiskalvon epiteeliksi erilaistetuissa hiPSC-CE- ja
hESC-CE-solulinjoissa. Tavoitteena on, ettd hiPSC-CE ilmentdisi samoja efflux-proteiineja koodittavia
geenejé ja samoilla geeni-ilmentymisen tasoilla kuin CE. Tavoitteena on myds selvittad, vastaako CE:n

efflux-proteiinien geenien ilmentyminen Kirjallisuuden tuloksia.

2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Solulinjat

2.1.1 Erilaistumattomat kantasolut

Tutkimuksessa kaytettiin erilaistumatonta hiPS-solulinjaa HEL24.3, joka on peréisin professori Timo
Otonkosken laboratoriosta Helsingin yliopistosta. Ihmisen esinahan fibroblastit uudelleenohjelmoitiin
neljalla geenilla (OCT4, KLF4, SOX2, c-Myc) Sendai-viruksen avulla (CytoTune; Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA).(76) hESC-linja on pystytetty Regean laboratoriossa (Regea 08/017). Molemmat
kantasolulinjat on yllapidetty inaktivoitujen tukisolujen paalla hESC-kasvatusliuoksessa (KnockOut™
DMEM; Life Technologies, jossa 1 % ei-valttaméattdmia aminohappoja (NEAA), 50 U/ml
penisilliini/streptomysiini (Lonza Group Ltd, Basel, Switzerland) ja 8 ng/ml ihmisen bFGF (R&D
Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)). Kasvatusliuos vaihdettiin viisi kertaa viikossa ja
erilaistumattomat kantasolukoloniat siirrettiin tuoreille tukisoluille viikottain.(77) Molemman
solulinjan erilaistumattomista kantasoluista eristettiin RNA. Tama oli tehty laboratoriossa
tutkimusryhman toimesta. Tutkimusryhmall& on eettinen lupa ihmisen alkion kantasolujen derivointiin
ja tutkimuskayttoon (R05116) seké eettinen lupa kéyttdd muiden laboratorioiden tuottamia hiPS-
solulinjoja (R14023).
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2.1.2 hiPSC-CE ja hESC-CE

Tutkimuksen kohteena oli hiPSC-CE-solulinja, joka oli erilaistettu sarveiskalvon epiteeliksi
aikaisemmin BioMeditechin laboratoriossa tutkimusryhmén toimesta HEL24.3 hiPS-solulinjasta.
Ihmisen ESC-CE-solut on erilaistettu sarveiskalvon epiteelin soluiksi laboratorion hESC-linjasta
(Regea 08/017) tutkimusryhman toimesta. Kantasolujen erilaistumista aloitettiin lissdmalla
kasvatusliuokseen 10 uM TGF-B-inhibiittoria SB-505124 (S4696; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), 10 uM Whnt-inhibiittoria IWP-2 (681671; Merck, Darmstadt, Germany) ja 50 ng/ml ihmisen
bFGF (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA). Kasvatusliuokset vaihdettiin paivittdin. Neljan paivan
kasvatuksen jalkeen solujen erilaistusta jatkettiin kuoppalevyilla, jotka oli pinnoitettu ihmisen istukan
kollageeni-1V:Il& (5 pg/cm2; C5533; Sigma-Aldrich), CnT-30-sarveiskalvoepiteeliliuoksessa, joka
vaihdettiin kolmesti viikossa.(44) Erilaistus kesti yhteensa noin kuusi viikkoa ja kypsista soluista
erilaistettiin RNA (hiPSC-CE-soluista pdivana 44 ja hESC-CE-soluista pdivana 43). Tyossa kéytettiin
kolmea hiPSC-CE eréé ja yhtd hESC-CE er&4, joita kasiteltiin erillisina ndytteina.

2.1.3 HCE-solulinja

Immortalisoitua HCE-solulinjaa (CRL-11135, ATCC, Manassas, VA, USA) oli viljelty T25
soluviljelypulloissa DMEM/F12-kasvatusliuoksessa laboratoriossa tutkimusryhmén toimesta.
Liuoksessa oli 15% FBS (Sigma-Aldrich), 2 mM GlutaMax-1, 50 U/ml penisilliini/streptomysiini, 10
pg/ml insuliinia (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ja 5 pg/ml ihmisen epidermaalista kasvutekijaa
(EGF, Cat# AF-100-15, PeproTech). Kasvatusliuos vaihdettiin kolmesti viikossa ja solut siirrettiin
uusiin soluviljelypulloihin kerran tai kahdesti viikossa.(44) Kypsat HCE-solut kerattiin kahdesta
erillisestd jaosta ja kasiteltiin erillisind naytteina.

2.1.4 Thmisen natiivi sarveiskalvon epiteelikudos

Ihmisen natiivit sarveiskalvot saatiin Regean kudospankin ja solukeskuksen luovutetuista ja hylatyista
sarveiskalvon siirteista. Sarveiskalvo leikattiin kahtia ja epiteelikudos kerattiin kummaltakin
puoliskolta mekaanisella raaputuksella. Epiteeli pestiin PBS:1I4 ja sentrifugointiin 2000 rpm 5 minuutin
ajan.(44) Sarveiskalvon puoliskot kasiteltiin erillisind ndytteind. Tdma oli tehty tutkimusryhmaéssa
ennen tyon aloittamista. Alueellinen eettinen toimikunta on hyvaksynyt ihmisen luovutettujen kudosten
kéyton tutkimuksessa (Valvira, Dnro 7797/05.01.00.06/2011).
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2.2 RNA:n kaantiaminen cDNA:ksi

Kaikista naytteista RNA eristettiin kayttaméalla NucleoSpin RNAII kittid (Macherey-Nagel, GmbH &
Co). RNA:n pitoisuus maéritettiin NanoDrop-1000 spektrofotometerilla (NanoDrop Technologies,
Wilmington, USA). Ty0, joka on tdman raportin aihe, alkaa RNA:n kéantdmisesta
komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA). Kaantaminen tehtiin korkean kapasiteetin cDNA RT Kit:illa
(Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA). Jokaiselle RNA-naytteelle valmistettiin seos, joka
sisalsi 2 pl puskuria (10x), 2 ul RT Random Primers (10x), 0,8 pl dNTP Mix (25x; 100 mM) seké
entsyymeja 1 pul RNase Inhibitor (10 U/ul) ja 1 pl MultiScribe Reverse Transcriptase. RNA:ta lisattiin
seokseen laimennettuna siten, ettd RNA:n lopullinen pitoisuus on 10 ng/l, kun seoksen tilavuus oli 20
pl. cDNA syntetisoitiin PCR MasterCycler -laitteella (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) ohjelmalla:
10 min 25 °C, 120 min 37 °C, 5 min 85 °C ja lopulta jadhtyminen 4 °C.

2.3 Reaaliaikainen qPCR

Polymeraasiketjureaktiota (PCR) varten valmistettiin seos, joka koostui 7,5 pl TagMan® Gene
Expression Master Mix, 0,75 pul TagMan® Gene Expression Assay eli alukkeista (Applied Biosystems
Inc.), 3,75 pl steriilistd vedesta ja 3 pl cDNA:sta (laimennettu 1:5 veteen). Jokainen MasterMix-seos
sisalsi tutkittavalle geenille sekvenssispesifisid TagMan Gene Expression alukkeita (Applied
Biosystems Inc.). Alukkeiden tuotenumerot ovat lueteltuna taulukossa 1 geenin nimen ja toiminnan
kanssa. Reaktio tapahtui 96-kaivoisella levyllg, jossa yhdelld naytteelld on aina kolme teknisté
replikaattia. GAPDH-geeni tutkittiin aina kussakin ajossa jokaiselta ndytteeltd, koska se ilmentyy
keskimé&arin samalla tasolla kaikissa soluissa ja néin ollen toimii endogeenisena kontrollina. qPCR:11&
on mahdollista samalla seka mitata ettd monistaa DNA-sekvensseja reaaliaikaisesti.
Polymeraasiketjureaktio ajettiin 7300 Real-Time PCR System -laitteistolla (Applied Biosystems Inc.)
ohjelmalla: alkuajo 2 min 50 °C ja 10 min 95 °C, seuraavat 40 kierrosta 15 s 95 °C ja 1 min 60 °C. Laite
mittasi cONA:n maaran eksponentiaalista kasvua valon absorption avulla aina kierroksen viimeisessa

0Si0Ssa.
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Taulukko 1. TagMan Gene Expression Assay. Tutkimuksessa kdytetyt geenien alukkeet.

Geenin nimi Toiminta Tuotenumero
GAPDH Housekeeping Hs99999905_m1
MRP1 Efflux Hs00219905_m1
MRP2 Efflux Hs00166123_m1
MRP3 Efflux Hs00358656_m1
MRP4 Efflux Hs00195260_m1
MRP5 Efflux Hs00981071_m1
MRP6 Efflux Hs00184566_m1
P-gp Efflux Hs00184500_m1
BCRP Efflux Hs01053790_m1

2.4 Tulosten analysointi

Mittaustulokset analysoitiin 7300 System SDS Software:n (Applied Biosystems Inc.) avulla. Ohjelma
madritti jokaiselle replikaatille Ct-arvon eli luvun, joka kuvaa sitd kierrosta (threshold cycle), jolloin
geenin maara kasvaa kaikista kiivaimmin. Taman kynnysarvon kalibraattoriksi valittiin CE-
replikaattien Ct-arvojen keskiarvo, koska muiden néytteiden arvoja halutaan verrata natiiviin
sarveiskalvon epiteeliin. Jokaisen replikaatin kohdalla kalibroitiin sek& endogeeni etta kohdegeeni.
IImentymistasojen muutokset (fold change) laskettiin Microsoft Office Excel 2013:n (Microsoft
Corporation, Redmond, WA) avulla. Relatiiviset muutokset geenien ilmentymisessa saatiin kayttamalla

2-0C menetelmaa seuraavan kaavan mukaisesti:
Relatiivinen mUUtOS - 2-[(Ct(KOHDE)-Ct(GAPDH)-(Ct(KALIBRAATTORI(ka))-Ct(GAPDH(ka))] (78)

jossa relatiivinen (logaritminen) muutos lasketaan kohdegeenin ilmentymistasosta (Ct) suhteessa

endogeenin ilmentymistasoon ja kalibraattorin seka endogeenin ilmentymistasojen keskiarvoon (ka).

Analyysissa karsittiin tulokset, joiden Ct-arvot poikkesivat suuresti saman néaytteen muista
replikaateista, ja naytteet, joita qPCR-laite ei havainnut. Tulokset esitetddn suhteellisina muutoksina
geenien ilmentymistasoissa, joka on normalisoitu endogeeniseen vertailugeeniin (GAPDH) ja
relatiivinen kasittelemattémaan kontrolliin eli tdssé tapauksessa ihmisen sarveiskalvon
epiteelikudokseen. Kaavioissa virheend kuvataan ilmentymistasojen keskihajontaa. Tuloksia ei ole

rajattu hajonnan perusteella.
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3 TULOKSET

Kahdeksan efflux-kuljettajaproteiinin ilmentymista tutkittiin mRNA-tasolla ihmisen sarveiskalvon
epiteelikudoksessa, erilaistumattomissa hiPS-soluissa, sarveiskalvon epiteeliksi erilaistetuissa hiPS-
soluissa, erilaistumattomissa hES-soluissa, sarveiskalvon epiteeliksi erilaistetuissa hES-soluissa seké
immortalisoidussa HCE-solulinjassa. Relatiiviset mRNA-tasot kullekin solulinjalle geenikohtaisesti on

esitetty kuvassa 3.

CE ilmensi kaikkia tassa kyseisessa tutkimuksessa tutkittuja efflux-geenejé. Léhes kaikki geenit
ilmentyivat muissakin solulinjoissa. Ainoastaan MRP1:t4 ja MRP2:ta ei havaittu erilaistumattomissa
hES-soluissa, minka vuoksi niita ei ole esitetty pylvainé kaavioissa. Sen liséksi, ettd CE ilmensi kaikkia
tutkittavia geeneja, se ilmensi niitd samoissa suhteissa aiempaan kirjallisuuteen ndhden: MRP1 ja
MRP5 ilmentyivat runsaasti, muut (MRP2-4, MRP6, P-gp ja BCRP) ilmentyivat
maltillisemmin(58,59,71). Liitteessd on taulukko, jossa kuvataan karkeasti absoluuttisia

ilmentymistasoja.

Tutkimuksen kohteena ollut hiPSC-CE ilmensi kaikkia samoja efflux-geeneja kuin CE. Sen
ilmentymistasot kuitenkin vaihtelivat suuresti. Efflux-geeneja MRP4, MRP6 ja BCRP hiPSC-CE-solut
yli-ilmentyivét merkittavasti, kun taas MRP3 ali-ilmentyi. Verrattaessa erilaistumatonta hiPS-solulinjaa
ja erilaistettua hiPSC-CE-solulinjaa hiPSC-CE vastaa paremmin CE:t4. hESC-CE osoittaa l&hes yht&

suurta vaihtelua CE:n efflux-geenien ilmentymistasoista kuin hiPSC-CE.

Geenikohtaisesti tutkittaessa solulinjat hiPSC-CE ja hESC-CE vastaavat solulinjoista parheiten CE:ta.
hiPSC-CE ilment&& geenejd MRP2, MRP5 seka P-gp ja hESC-CE ilmentai geeneja MRP1, MRP2 ja
MRP3 vastaavilla tasoilla kuin CE. MRP3 ja MRP5 ali-ilmentyivét useimmissa tutkituissa solulinjoissa
kun taas MRP6 ja etenkin BCRP yleiseti yli-ilmentyivat. BCRP:n yli-ilmentyminen on erittdin
voimakasta. Kaupallinen solulinja HCE ei vastannut mink&an geenin osalta hyvin CE:t& ja sen geenien

ilmentymistasot poikkesivat yhta paljon tai jopa enemman CE:sta kuin hiPSC-CE:n.

16



MRP1 MRP2

10,00 10,00
3,88 2,83 1,63
3,31 . 112 1,28
_ o + L mm
1] =]
= 1,04 E J l
=]
5 100 - =
= v JE L =
= hiPSC hiPSC-CE hESC-CE HCE =
= 510,00
o k]
K] 357
25,00
-100,00
-10,00 CE hiPSC hiPSC-CE hESC-CE HCE
MRP3 MRP4
10,00 100,00
17,88
18,27
— = 5,56
En ‘é"n 10,00 438 4,93
= 1,01 & ,
P
- 100 T l - 1,23 '
< < -
= =
3 ¥ 100
= -2,22 -2,04 = l
-3,23
-5,00 -3,23
-10,00 -10,00
CE hiPSC hiPSC-CE RESC HESC-CE HCE CE hiPSC hiPSC-CE RESC RESC-CE HCE
MRP5 MRPG&
10,00 100,00
1,21
1,14 l
100 % - 10,58 7.93 12,33
= -1,39 T 1000 6,62
5 5 3,01
£z = r
& 1,53
2 -10,00 = i
ﬁ .
= =
g -14,29 16,67 g 100
-100,00 !
-6,25
-1000,00 -10,00
CE hiPSC hiPSC-CE RESC HESC-CE HCE CE hiPSC hiPSC-CE hESC HESC-CE HCE
P-gp BCRP
1000,00 1000,00 a06,37 48502
305,33
50,08
— 55,01 100,00 .
T 100,00 38,70 : _ 37,97
= )
(o] c
5 8,86 =
= - 2 1000
S 10,10 z
¥ 1000 = 1,26
174 199 = L
1,00
L c% RiPSC  hIPSC-CE hESC RESC-CE HCE
1,00
CE RiPSC  hIPSC-CE hESC RESC-CE HCE -10,00

Kuva 3. Efflux-kuljettajaproteiinien geenien (MRP1-6,P-gp ja BCRP) mRNA-tasot solulinjoissa CE,
hiPSC, hiPSC-CE, hESC, hESC-CE ja HCE. Luvut ovat keskiarvoja ndytteiden ilmentymistasoista ja
virhepalkit kuvaavat solulinjan sisdista keskihajontaa. (n=6 CE ja HCE, n=9 hiPSC ja hiPSC-CE, n=3
hESC ja hESC-CE)
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4 POHDINTA

Silmalaékkeiden tutkimuksen, etenkin farmakokinetiikan, kannalta on tarkeéa kehittaa entista parempia
malleja la&keaineiden imeytymisen, jakautumisen, metabolian ja erityksen tutkimiseen, silla toistaiseksi
tutkimusta tehddén eldinmalleilla, jotka poikkeavat aidosta ihmisen sarveiskalvosta. Sarveiskalvon
soluista 90 % sijaitsee sarveiskalvon epiteelissa ja epiteelin rakenteellisen l&pdisemattomyyden lisaksi
efflux-proteiiniaktiivisuus vahentaa ladkeaineiden kulkeutumista sarveiskalvon lapi. On arvoitu, etta
efflux-proteiinit vaikuttavat ainakin 21 silmaladkkeen farmakokinetiikkaan.(52) Tehokkaampien
la&kkeiden kehityksessa keskitytddn entistd enemman efflux-proteiinien huomiointiin esimerkiksi
kehittamalla la&kkeitd, jotka ovat substraatteja basolateraalisilla solukalvoilla sijaitseville
kuljettajaproteiineille eivatka ole substraatteja apikaalisilla membraaneilla oleville efflux-
proteiineille(79,80). Taloudelliselle, helposti tuotettavalle, aitoa ihmisen sarveiskalvon epiteelia

vastaavalle kudosmallille on suurta kiinnostusta ja tarvetta.

Tassa tutkimuksessa selvitettiin efflux-proteiinien (MRP1-6, P-gp ja BCRP) geenitason ilmentymista
ihmisen sarveiskalvon epiteelikudoksen soluissa, erilaistumattomissa hiPS- ja hES-soluissa, hiPSC-CE-
ja hESC-CE-soluissa seka immortalisoidussa HCE-solulinjassa. Suuri maara erilaisia solulinjoja antaa
laajemman kasityksen efflux-proteiinien ilmentymisesta kuin yhden solulinjan tarkastelu. Td&méa on

ensimmadinen tutkimus, jossa maéritetadn hiPSC-CE-solujen efflux-geenien ilmentymista.

Dey et al. pystyivat ensimmaéisen kerran todistamaan P-gp:n olemassaolon ihmisen sarveiskalvolla(81).
Taman jalkeen on tehty monia tutkimuksia sarveiskalvon efflux-kuljettajaproteiineista eldinkokeilla,
ihmisen natiivilla sarveiskalvon kudoksella seké sarveiskalvon epiteelin kaltaisilla solulinjoilla(82-85).
Eldintutkimuksilla saatuja tuloksia ei voida suoraan soveltaa ihmiseen. Niissa eri efflux-proteiinit
voivat ilmentyd, ilmentymistasot voivat vaihdella ja efflux-proteiinit itsessaan voivat olla erilaisia. Dey

et al. havaitsivat, ettd kanin P-gp-molekyyli vastaa 89 % ihmisen P-gp:ta(81).

Tassa tutkimuksessa natiivi sarveiskalvon epiteelikudos ilmensi kaikkia tutkittavia geenej, joten se oli
mahdollista pitd4 vertailun kohteena muille solulinjoille suunnitelman mukaisesti. Se myds ilmensi
niitd vastaavilla tasoilla kuin aiemmassa kirjallisuudessa, joten sarveiskalvon epiteelikudoksen
ilmentymistasot ovat luotettavat ja niihin voidaan verrata muiden solulinjojen tuloksia.
Kantasolulahtoiset solulinjat hiPSC-CE ja hESC-CE ilmensivat myos kaikkia efflux-geeneja, mutta

ilmentymistasoissa oli suuria vaihteluita ja ne poikkesivat merkittavéasti sarveiskalvon
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epiteelikudoksesta. Ne kuitenkin muistuttivat ilmentymistasoiltaan enemman CE:t& kuin

erilaistumattomat hiPS- ja hES-solut.

Tutkittava hiPS-CE yli-ilmensi geeneja MRP1, MRP4, MRP6 ja BCRP verrattuna CE:hen. MRP3 ali-
ilmentyi, ja MRP2, MRP5 seké P-gp olivat vastaavilla tasoilla kuin CE:n ilmentymistasot. hiPS-CE on
siis todennnakaisesti resistiivisempi ladkeaineille kuin CE. Mahdollinen selitys hiPS-CE:n (sekd my0s
hESC-CE:n) yli-ilmentyneille efflux-geeneille on se, ettd solulinjojen erilaistuminen sarveiskalvon
epiteeliksi ei ole ollut kaikilta osilta taydellistd ja seassa on limbaalisia kantasoluja ja muita
esiastesoluja. CE-ndyte on otettu sentraalisesta sarveiskalvosta, joten siirteissa ei ole limbusta mukana,
vaan se on pelkkaa kypséa epiteelia. Lisaksi tassa on kaytetty vain yhta sarveiskalvokudosta, jonka
molemman puolen (CE1 ja CE2) néytteisiin muita tuloksia on verrattu. Useampi sarveiskalvo olisi
antanut kattavamman ja luotettavamman kuvan, silla silmien vélilla on eroa. BCRP:n yli-ilmentyminen
hiPSC-CE:ssa oli erittain merkittava eli hiPSC-CE ilmentd4 voimakkaasti kantasolumarkkeria. Tdma

vahvistaa ajatusta, ettd hiPS-CE:114 on vield kantasoluja tai kantasolujen kaltaisia ominaisuuksia.

HCE-solulinjan efflux-geenien ilmentyminen ei vastannut aitoa epiteelikudosta, vaan geenit MRP1,
MRP4, MRP6, P-gp ja BCRP yli-ilmentyivét. HCE-solulinjojen poikkeavuuden aidosta sarveiskalvon
epiteelistd ovat todistaneet aikaisemmin jo Becker et al., Vellonen et al. ja Chen et al. Heidéan
tutkimuksissaan ilmentyneet geenit eivat ole olleet identtiset CE:n kanssa ja ne ovat olleet
voimakkaasti yli-ilmentyneitd.(58,59,84) Toropainen et al. havaitsivat HCE:n ja sarveiskalvon epiteelin
valilla eroa myos soluvalien koossa ja méarassa; HCE:n raot isompia ja niitd on véhemman(75). Seka
aikaisempien tutkimusten etta tdman tutkimuksen HCE:n poikkeavuus sarveiskalvon epiteelin efflux-
geenien ilmentymisessa voi selittyd immortalisaatiomenetelmalla. Ihmisen sarveiskalvon
epiteelisolulinja on immortalisoitu simian viruksen 40 (SV40) T-antigeeni —geenilla. Tama

todenndkdisesti aiheuttaa muutoksia kohdesolun genomissa ja geenien ilmentymisessé.(86)

Erot ihmisen sarveiskalvon epiteelin tutkimusten valilla johtuvat mahdollisesti tutkimusmenetelmien
herkkyydesta havaita pienia mRNA-pitoisuuksia. Becker et al. kayttivat vuonna 2007 tavallista RT-
PCR-menetelmdi monistuneen DNA:n tutkimiseen(84). Vellonen et al. kdyttivat analyysissdan qRT-
PCR:a4, plasmideja ja elektroforeesia(58). Chen et al. saivat Ct-arvot gPCR:std vertaamalla kohde-
cDNA:ta plasmidistandardeihin(59). Reaaliaikaisen qPCR:n k&ytté mRNA-ilmentymistason
mittaamisessa verrannollisesti eri kudoksissa on todettu olevan luotettava metodi(87). Alkuperaisen

pitoisuuden maarittdminen qPCR:II4 ei kuitenkaan ole tdsmallistd, vaan matemaattiset algoritmit, joita
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tulosten saamiseen kéytetdan, ovat suuressa roolissa(88). Ilmentymistasojen vaihtelut voivat johtua
my®os solulinjojen eri kypsyyden asteista(89-91). Tassa tutkimuksessa solulinjojen sisalla oli joissain
tapauksissa suurtakin hajontaa, mik& voi johtua siitd, ettd erilaistumattomat kantasolut ovat lapikayneet
eri maaran jakoja (passage) ennen kuin ne on erilaistettu. RNA:n eristdiminen on kuitenkin suoritettu

naytteille saman ajan kuluttua erilaistamisesta.

Ty0ssa kaytetty iPS-solulinja oli tuotettu uudelleenohjelmoimalla fibroblastisolut Yamanaka-tekijoilla
hiPS-soluiksi, samalla periaatteella kuin Takahashi et al. loivat ensimmaisen ihmisen iPS-solun.
Merkittava ero uudelleenohjemoinnissa on kuitenkin virusvektori. Takahashi et al. kéayttivat
lentivirusvektoria, joka infektoi solut ja integroi oman genominsa (geenit OCT, KLF4, SOX2 ja cMyc)
somaattisten solujen DNA:han, kun taas tassa hiPS-solulinja uudelleenohjelmoitiin Sendai-
viruksella.(42) Lentivirusvektorilla erilaistuneissa hiPS-soluissa jo hiljenneet Yamanaka-tekijat voivat
reaktivoitua, ilmentya jatkuvasti matalalla tasolla, aiheuttaa mutaation isantasolun genomiin tai muuttaa
viereisten geenien ilmentymistd.(92) Sendai-viruksella ei néita haasteita pitaisi ilmeta ja kdyton pitéisi
olla turvallista. VVaihtoehtoisia indusointimenetelmid ovat mMRNA-metodi ja proteiinitransduktio, jotka

eivat myoskaan ilmenna samanlaisia haasteita kuin virustransduktio lentiviruksella(93,94).

On todistettu, ettd uudelleenohjelmoiduilla kantasoluilla on epigeneettistd muistia(95-97). Hayashi et
al. kayttivat ihmisen limbaalisista epiteelisoluista ja ihmisen fibroblasteista uudelleenohjelmoituja
hiPS-soluja, jotka sitten erilaistettiin sarveiskalvon epiteelin kaltaisiksi soluiksi. Limbaalisista
epiteelisoluista tuotetuilla hiPS-soluilla oli suurempi taipumus erilaistua sarveiskalvon epiteelisoluiksi
kuin fibroblasteista derivoiduilla hiPS-soluilla.(43) Toisaalta fibroblastit ovat helposti saatavilla,

kasvatus on yksinkertaista, ja ne ovat halpoja.

Taman tutkimuksen tulosten luotettavuutta heikentavat mahdolliset virheet tutkimuksen eri vaiheissa.
RNA:n eristyksessa ja mRNA:n k&&ntdmisessd cDNA:ksi pitdd olla tarkka, ettei RNA altistu RNAasi-
kontaminaatiolle tai korkealle lampétilalle. Koska RNA-pitoisuudet mitataan heti eristyksen jalkeen,
voidaan olla melko varmoja, ettd RNA:n eristys oli onnistunut. Ennen gPCR-vaihetta on erittain
tarkeéd valttaa pipetointivirheitd ja DNA-kontaminaatiota. Reaaliaikaisessa gPCR:ss&d cDNA
monistetaan eksponentiaalisesti, joten pienikin virhe alkuperdisessé pitoisuudessa johtaa suureen eroon
logaritmisessa analyysissd. Tdman takia tutkimuksessa kéytettiin kolmea teknista replikaattia, jotta
suuren poikkeavuuden tulokset voitaisiin 10yta4 ja poissulkea virheellisind ndytteind. Tutkimuksessa

olikin néité yksittaisia naytteitd, joiden ilmentyminen oli sata- tai tuhat-kertainen replikaatteihinsa
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néhden. Néiden kohdalla on oletettavasti tapahtunut kontaminaatiota. Yksittéisia naytteita jai myos
havaitsematta QPCR-laitteelta, ja ndissé on todenndkdisesti sattunut pipetointivirhe ja nayte-DNA:ta ei
ole paatynyt riittavésti tutkittavaan seokseen. Muutamalle naytteelle ei saatu efflux-geenien
ilmentymista milladn kolmesta replikaatista. VVoi olla, ettd ne eivat ilmenna tiettyja efflux-geeneja tai
tutkimuksen aiemmissa vaiheissa on tapahtunut virheitd. RNA:n pitoisuus on voinut vahentyd RNA:n

puutteellisessa kaantamisessé c:DNA:ksi tai RNA:ta on hajonnut sailytyksen aikana.

Kantasolulahtoiset sarveiskalvon epiteelin mallit (hiPSC-CE ja hESC-CE) vaativat lisatutkimuksia seké
efflux-proteiinien ilmentymistasoista ettd muistakin ominaisuuksista ja niiden yhtenevéisyydesta aitoon
ihmisen sarveiskalvon epiteelikudokseen. Jatkotutkimusta talle tydlle on selvittad, ilmenevatko efflux-
proteiinit proteiinitasolla ja missé ne sarveiskalvon epiteelill sijaitsevat. Tamaén liséksi olisi
mielenkiintoista tutkia efflux-proteiinien ilmentymisté limbaalisissa kantasoluissa ja verrata tassa
tyossa saatuihin tuloksiin. Vaihtoehtoisesti pidentamélla hiPSC-CE- ja hESC-CE-solujen
erilaistusaikaa ja kypsyttamalla niit4 lisad saataisiin kerrostunutta kudosta, miké luultavasti vastaisi
paremmin natiivia sarveiskalvon epiteelid. Tdmén seurauksena myos efflux-proteiinien
ilmentymistasoissa tapahtuisi muutosta. Taman pohjalta ja nykytietamyksen mukaan hiPS-CE-solut
eivat sovellu vield kudosmalliksi eivétka kliiniseen hoitoon sarveiskalvon sairauksissa. Ottaen
kuitenkin huomioon, ettd immortalisoitu solulinja HCE vastaa huonommin natiivia sarveiskalvon
epiteelid kuin hiPS-CE-solulinja ja sitd on jonkin verran kéaytetty kudosmallina, voitaisiin hiPS-CE-

soluja hyddyntaa kudosmallinnuksessa varauksella.
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LIITE

Taulukossa on esitettynd ihmisen sarveiskalvon epiteelin ilmentymistasot geeneille MRP1-6, P-gp
ja BCRP téssa tutkimuksessa, Vellonen et al., Dalhin et al. ja Chen et al. tutkimuksissa.(58,59,71)

lImentymistasot on maéritelty karkeasti:

Tassa tutkimuksessa ilmentymistaso maadritettiin Ct-arvojen eli kynnyskierrosten mukaan.

Vellonen et al. 2010

Dahlin et al. 2013

Chen et al. 2013

<3000 mRNA kopiota/40 ng cDNA —

3000-13000 mRNA kopiota/40 ng cDNA +
13000-23000 mRNA kopiota/40 ng cDNA ++
>23000 mRNA kopiota/40 ng cDNA +++

Sarveiskalvon epiteelissa ilmentyneet geenit on mainittu tekstissa tai
taulukoissa, mutta ilmentymistasoja ei ndista voi paatelld. Tasta nékee
kuitenkin, etta tutkitut geenit ilmenivat.

0 /ngRNA -
0-400 /ngRNA +
400-800 /ngRNA ++
>800 /ngRNA +++

MRP1 MRP2 MRP3 MRP4 MRP5 MRP6 P-gp BCRP

CE(tassa tutkimuksessa)
CE(Vellonen et al. 2010)
CE(Dahlin et al. 2013)
CE(Chen et al. 2013)

++ + ++ + ++ + + +
+ - - - ++ - - -
+ + + + + +

+++ o+ + - +++ - + +
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