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Ateroskleroosi on maailmanlaajuisesti merkittavin syy verisuonisairauksiin. Ateroskleroosi
on valtimoiden krooninen tulehdus, joka johtaa niiden seinaman kovettumiseen. Kasitys
oksidoituneen LDL:n roolista kroonisen tulehduksen vyllapitdjana ateroskleroosin
patogeneesissa on nykyisin vakiintunut teoria. Bakteerien mahdollista roolia inflammaation
yllapitajana on kuitenkin jo pitkaan epailty.

Taman tutkimuksen paamaarana oli selvittaa, voisiko aterooman tulehdusta ja bakteerien
mahdollista osuutta siihen kuvantaa fluoresoivalla in situ hybridisaatio -menetelmalla
(FISH), jossa tavanomaisen fluoresoivan DNA-koettimen asemasta kaytetaan kemiallisesti
muokattua, stabiilimpaa ja paremmin hybridisoituvaa peptide nucleic acid (PNA) -koetinta.
FISH-menetelman lisdksi samat leikkeet immunovarjattin  leukosyytti- seka
streptokokkispesifilla vasta-aineella ja tuloksia verrattiin keskenaan.

Aineistona tutkimukseen olivat Tampere Vascular Study -tutkimuksen kliiniset
kaulavaltimoiden endarterektomianaytteet. Hybridisoidut leikkeet kuvattin Hamamatsu S60
-mikroskooppiskannerilla seka Zeiss LSM 780 -konfokaalimikroskoopilla. Hybridisoituja
leikkeita verrattin CD45 -vasta-aineella seka streptokokkispesifilla vasta-aineella
varjattyihin leikkeisiin. CD45 -vasta-aine on yleismarkkeri leukosyyteille.

Kun tarkastellaan universaalibakteerikoettimella hybridisoituja seka streptokokkivasta-
aineilla varjattyja endarterektomianaytteita, nahdaan, etta tulehtuneen plakin sisalla seka
ymparistossa on suuria bakteerikolonisaatioita. Nahdaan myos, etta
universaalibakteerikoetinta kiinnittyy tulehdussolujen sisalle viitaten siihen, etta joukossa on
leukosyytteja, jotka ovat fagosytoineet bakteereja. Tama osoittaa, etta plakin ymparistdssa
on ollut aktiivinen tulehdusreaktio plakin repeamisen aikana. Tutkimuksen esteeksi
muodostui bakteerien seka kudoksen autofluoresenssi, jonka takia PNA-koettimen
kiinnittymista ei voitu varmuudella varmistaa. Mikali tutkimus toistetaan, tulisi kayttaa CY5.5
-markkeria, joka emittoi valoa 694 nanometrin aallonpituudella. Nain valtytaan seka
kudoksen, etta bakteerien autofluoresenssin hairiolta.

Avainsanat: Ateroskleroosi, bakteeri, fluoresoiva in situ hybridisaatio, tulehdus.

Taman julkaisun alkuperaisyys on tarkastettu Turnitin OriginalityCheck —ohjelmalla.
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1 JOHDANTO

Ateroskleroosi on maailmanlaajuisesti merkittavin syy verisuonisairauksiin. Tyypillisimpia oireita
ovat sepelvaltimotauti, aivoinfarktit seka alaraajaiskemiat. [1] Tautitaakka globaalisti on suuri.
Vuonna 2016 arvioitiin, ettd sepelvaltimotautia sairastaisi 150 miljoonaa ihmista
maailmanlaajuisesti. [2] Alaraajaiskemiaa puolestaan sairastaa yli 230 miljoonaa ihmista
maailmanlaajuisesti. [3] Sepelvaltimotautiin seka aivoinfarktiin menehtyy vuosittain noin 15
miljoonaa henkea. [4] Tunnetuimmat riskitekijat taudille ovat korkea verenpaine, tupakointi, veren

korkea kolesterolipitoisuus, tyypin 2 diabetes seka liikalihavuus. [1]

Ateroskleroosin kehittyminen liittyy edellda mainittuihin riskitekijoihin, jotka johtavat kolesterolin
kertymiseen valtimon seindmaddn, mutta sitd voidaan myds pitdd valtimoiden kroonisena
tulehduksena, joka johtaa niiden seindman kovettumiseen. Tama puolestaan johtaa kovettuneen

valtimon ruokkiman elimen iskemiaan, daritapauksessa infarktiin. [5]

Nykyisen kdsityksen mukaan ateroskleroosissa valtimon endoteelin lapi intimaan siirtyy kolesterolia,
tarkemmin apoB:td sisaltavaa LDL-kolesterolia. ApoB:n positiivisesti varautuneet rakenteet

kiinnittyvat intiman negatiivisesti varautuneisiin proteoglykaaneihin, jolloin LDL-hiukkaset
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takertuvat verisuonen intimaan. Intimakerroksessa LDL-hiukkaset oksidoituvat. Oksidaation tarkka
mekanismi ei ole selvilla. Oksidoituneet LDL-hiukkaset houkuttelevat paikalle makrofageja sydmaan
kasaantunutta kolesterolia. Seuraa monimutkainen inflammatorinen prosessi, jonka
lopputuloksena valtimon seindmaan kasaantuneet makrofagit, kolesteroli, kalkki sekd sidekudos
muodostavat plakin, ns. aterooman. Valtimon sisdapuolelle aterooman paalle muodostuu sileadsta

lihaksesta ja sidekalvosta koostuva rakenne, joka muodostaa aterooman katon. [6]

Osa plakeista on epastabiileja, silla niissé tulehdusprosessi on heikentanyt suojaavaa
kattorakennetta. Epastabiili plakki on suuremmassa riskissa repeytya. Talléin repeamakohtaan
muodostuu verihyytyma, joka tukkii verisuonen. Tamanhetkinen tieto ateroomien patogeneesista

ei selitd, mitka tekijat maaraavat tuleeko plakista stabiili, vai epastabiili. [7]

Kasitys oksidoituneen LDL:n roolista kroonisen tulehduksen ylldpitdjana ateroskleroosin
patogeneesissd on vakiintunut. [8] Bakteerien mahdollista roolia inflammaation yllapidossa on
kuitenkin jo pitkdaan epailty. [9,10] Teoria kannusti useisiin hoitokokeiluihin antibiooteilla, mutta

niissa ei nahty merkittavaa vahennysta sairauskohtauksissa tai kuolemissa. [11,12,13]

Vuonna 2005 tutkimusryhmamme kavi lapi ruumiinavauksissa kerattyja sepelvaltimo ateroomia
hyodyntdaen herkkaa 16-S rDNA PCR:33, jota seurasi kloonaus ja sekvensointi. Naytteista [oytyi
useiden suun normaaliflooraan kuuluvien bakteerien perimda, muun muassa viridans-ryhman
streptokokkien DNA:ta. [14] Loydon innoittamana tutkimme kudosnaytteita revenneista
aivoaneurysmista sekd sydaninfarkti-, aivoinfarkti- ja alaraajaiskemiapotilailta poistetuista
trombeista. Suurimmasta osasta naytteista loytyi kyseisen viridans-ryhman streptokokkien DNA:ta.
[15, 16, 17,18] Useissa muissakin tutkimuksissa on sittemmin varmistettu viridans-ryhman

streptokokkien periman olemassaolo ateroomissa. [19, 20,21]
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2 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Tutkimuksen paamaarana oli selvittda, voisiko aterooman tulehdusta ja bakteerien mahdollista
osuutta siihen kuvantaa fluoresoivalla in situ hybridisaatio -menetelméllda (FISH), jossa
tavanomaisen fluoresoivan DNA-koettimen asemasta kdytetadan kemiallisesti muokattua,
stabiilimpaa ja paremmin hybridisoituvaa peptide nucleic acid (PNA) -koetinta. PNA-koetin kiinnittyy
bakteerin 16S rRNA geenin nukleotidisekvenssiin. [22] Koska potilaiden ateroomista on aiemmissa
tutkimuksissa onnistuttu monistamaan eri bakteerilajien DNA:ta. [20,23], tarkoituksenamme oli
tutkia kaulavaltimoiden endarterektomiandytteistd bakteerien esiintymistd ja lokalisaatiota
kyseisella FISH-menetelmalla kayttden PNA-universaalibakteerikoetinta, joka tunnistaa kaikille
bakteereille yhteisen 16S rRNA sekvenssin. FISH-menetelman lisdksi samat leikkeet
immunovarjattiin leukosyytti- seka streptokokkispesifilld vasta-aineella ja tuloksia verrattiin
keskenaan. Samoja bakteerilajeja, kuin ateroomissa, on loytynyt myds potilaiden suusta ja

suolistosta, mika saattaisi selittda niiden alkuperan. [23] Lisdksi on viitteita siitd, ettda bakteerit
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onnistuvat muodostamaan biofilmin ateroomissa. [24] Biofilmi suojaa bakteereita antibiooteilta
seka immuunivasteen soluilta ja kadynnistdad kudoksessa reaktion, joka johtaa tulehduksen

valittajaaineiden tuotantoon. [25]

FISH-menetelman etu perinteiseen varjaykseen on, etta siind voidaan hyddyntaa kehittyneempaa
fluoresenssimikroskopiaa, jolloin paastaan tarkempiin tuloksiin. Lisdksi FISH-menetelmalla voidaan
vhdella kasittelykerralla hybridisoida sama nayte usealla eri varikoodatulla koettimella. On kuitenkin
epaselvaa, pystyykoé PNA koetin [apdisemaan bakteeribiofilmin ja tarttumaan sen sisalla lepotilassa

olevien bakteerien 16S rRNA geenin sekvenssiin.

3 MATERIAALI JA METODIT

Tutkittavat naytteet. Aineistona tutkimukseen olivat Tampere Vascular Study -tutkimuksen kliiniset

kaulavaltimoiden endarterektomianaytteet. Naytteet tutkittiin Tampereella.

Fluorescence in _ situ  hybridization.  Hybridisointi  suoritettiin  kahdella eri  PNA-

universaalibakteerikoettimella. Koettimissa kaytettiin emasketjua OO-CTG CCT CCC GTA GGA, jonka
spesifisyys bakteereihin tarkistettiin BLAST-tietokannan avulla. Koettimet fluoresoitiin CY2 ja CY5 -
markkereilla. CY2 emittoi vihreda valoa 506 nanometrin aallonpituudella. CY5 emittoi punaista valoa

670 nanometrin aallonpituudella. Eurogentec Ltd toimitti koettimet.
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Hybridisoidut leikkeet kuvattiin Hamamatsu S60 -mikroskooppiskannerilla sekd Zeiss LSM 780 -
konfokaalimikroskoopilla. Hybridisoituja leikkeitda verrattiin CD45 -vasta-aineella (klooni
2B11&PD7/26) varjattyihin leikkeisiin. CD45 -vasta-aine on yleismarkkeri leukosyyteille. Varjayksen

suoritti BioSiteHisto Ltd.

FISH protokollaa testattiin eri menetelmin. Naytteita kasiteltiin sekd pepsiinilla, etta
mutanolysiinillda. Molemmat ovat entsyymeja, jotka hajottavat solukalvoja ja mahdollisesti myos
biofilmia. Hybridisoinnin inkubaatioaikaa vaihdeltiin valilla 10min-24h. Emme kuitenkaan

raportoineet merkittavaa eroa tuloksissa mainituilla toimenpiteilla.

FISH protokolla suoritettiin seuraavan ohjeen mukaan.

Leikelasien deparanifointi: Xylene 2x4min, ABS 2min, 94 % alkoholi 2min, 70 % alkoholi 1min, pestiin

dH20

Kuumennusesikasittely: Keitettiin 98 asteisessa puskurissa 15min. Huuhdeltiin TBS-Tween®

liuoksessa, jonka jalkeen kylvetettiin 2min dH20.

Solujen hajotus: Kylvetettiin 5-20min 0,2M HCI, 5min dH20, 10min pepsiinidigestio, 5min dH20,

10min 5 % formaliini, 5min dH20.
Dehydrointi: 70 % alkoholi 2min, 94 % alkoholi 2min, ABS 2min, jonka jalkeen ilmakuivattiin.

Hybridisointi: levitettiin 25 pl 200nM koetinta leikelaseille. Peitettiin peitinlasilla ja liimattiin reunat

kiinni Fixogumilla. Inkuboitiin lampdlevylle 10min 85 asteessa.

Pesut: Poistettiin peitinlasit. Liuotettiin 55-60 asteisessa pesuaineessa 10min, jonka jalkeen
liuotettiin 1min huoneenldampoisessa pesuaineessa. Lopuksi levitettiin ndytteille Dapi-Vectashield®

kiinnitysainetta ja peitettiin lasit.
Puskuri: TE-puskuri pH 9+0,05 % Tween®

Pesuaine: 2xSSC+0,1 % Tween-20°.
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Streptokokkivarjdys. Vasta-aineet Streptococcus mitistd, Streptococcus gordoniitd seka

Streptococcus sanguinisia vastaan saatiin immunisoimalla hiiria standardilla
immunisaatioprotokollalla. Vasta-aineet sekoitettiin keskendan 1:1:2 suhteessa ja laimennettiin
Dako RAEL antibody® diluent (S2022) -liuokseen immunohistokemiallista varjdysta varten.
Negatiiviset  kontrollit varjattiin  pelkdastddan Dako REAL antibody® diluent:lla seka

diaminobenzidiinilld (DAB).

Streptokokkivarjays suoritettiin seuraavan protokollan mukaan:
Laimennettu vasta-aineseos levitettiin varjattaville laseilla 50 minuutiksi.
Lasit pestiin 2x5min TBS-Tween® liuoksella.

Sekundaarivarjays: Dako REAL EnVision Detection System ©

Visualisointi: Diaminobenzidiini (DAB) kitin protokollan mukaan.

4 TULOKSET

Hybridisoiduissa kaulavaltimoendarterektomiandytteissa nahdaan, ettd fluoresoiva PNA
universaalibakteerikoetin kiinnittyy ateroskelroottisen plakin ymparistéon (kuvat 1, 2).

Leukosyyttiyleismarkkeri varjaa universaalibakteerikoettimen hybridisoiman alueen ympariston
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(kuva 3). Streptokokki vasta-aine ja universaalibakteerikoetin kiinnittyvat samoille alueille (kuvat

4,5).

Kun tarkastellaan universaalibakteerikoettimella hybridisoituja seka streptokokkivasta-aineilla
varjattyja endarterektomiandytteitd (kuvat 4,5), ndhdaan, ettd revenneen plakin sisallda seka

ympadristdssa on suuria bakteerikolonisaatioita.

Ndytteissa bakteerit seka leukosyytit sijaitsevat samoilla alueilla (kuva 3). Nahddaan myos, etta
universaalibakteerikoetinta kiinnittyy solujen sisalle eli joukossa on leukosyyttejd, jotka ovat
fagosytoineet bakteereja (kuva 1). Tama on merkKki siita, etta plakin ymparistdssa on ollut aktiivinen

tulehdusreaktio plakin repeamisen aikana.

Bakteerit ovat kolonisoineet laajoja yhtenaisia alueita plakista muodostaen homogeenisen massan
(kuva 2), mika sopii bakteerien muodostaman biofilmin ulkoasuun. Leukosyytit ymparoivat biofilmia
eivatka ole pystyneet tunkeutumaan sen sisdlle (kuva 3). Biofilmille onkin tyypillista, ettei kehon
immuunipuolustus kykene hajottamaan sitd, vaan bakteerit ovat ikdan kuin turvassa biofilmin

sisalla. [10]

Tutkimuksessa hybridisoitiin universaalibakteerikoettimella lisdksi arteria thoracica interna-
naytteitd, jotka toimivan kontrollindytteind. Ennestaan tiedetdan, ettd kyseinen valtimo saastyy
ateroskleroosilta. N&in ollen naita naytteitd pystyttiin kdyttdmaan negatiivisena kontrollina.
Universaalibakteerikoetin ei kiinnity ndytteeseen, eli kudoksesta ei synny vaaria positiivisia tuloksia.

(kuva 6).

Tutkimuksen esteeksi muodostui bakteerien, sekd kudoksen autofluoresenssi. CY2-markkeri

(vihred) emittoi valoa samalla aallonpituudella kuin itse kudos. CY5-markkeri saastyy kudoksen
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autofluoresenssilta, mutta osa bakteereista sekd kroonisen tulehduksen johdosta syntyneista
rakenteista autofluoresoi CY5-markkerin emittoimilla punaisilla aallonpituuksilla. Nain ollen
negatiivisessa kontrollissa nahdaan punaisena varind samat bakteerit, kuin universaalilla
bakteerikoettimella hybridisoiduissa naytteissa (kuva 7). Silmamaaraisesti voidaan kuitenkin
arvioida, ettd negatiivisessa kontrollissa on huomattavasti vahemman CY5 markkerin
aallonpituuden punaista varia. Tama selittyy silld, ettd universaalibakteerikoettimella
hybridisoiduissa nadytteissa koetin todellakin kiinnittyy bakteereihin, jolloin ne nakyvat naytteessa

vahvempana signaalina.

5 POHDINTA

PNA-koetin eroaa DNA-koettimesta rakenteensa suhteen. PNA-koettimessa runkona ei ole
fosforihappoa ja sokereita, vaan varautumaton polyamidi. Tdman takia PNA-koetin on stabiilimpi ja
spesifimpi. Kemiallinen stabiliteetti mahdollistaa myds lyhyempia koettimien valmistamisen, jolloin
koetin voidaan kohdistaa lyhyempaan nukleotidisekvenssiin. Ominaisuuksiensa ansiosta PNA-koetin
soveltuu bakteerien hybridisoimiseen naytteissimme. Vaihtoehtoiset koettimet vaativat naytteen
kasittelya niin, ettd usein haluamatta hajotetaan bakteerien muodostaman biofilmin morfologia.

[22]

Kudoksen autofluoresenssi on tutkimusryhmissa tunnistettu ongelma. Tarkeimmat autofluoresoivat
aineet kudoksissa ovat lipofuskiini, seroidi sekd hemosideriini. Usein autofluoresoivat aineet

esiintyvat kudoksessa ryppaind, jotka muistuttavat morfologialtaan bakteerien muodostamaa
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biofilmia. [26] Lipofuskiinin ja seroidin kertyminen ateroomiin on ollut jo pitkdan tiedossa ja niiden
roolia tulehduksen yllapitdjind on epailty. [27,28] Tutkimuksen tuloksia tarkasteltaessa onkin siis
otettava huomioon mahdollisuus, etta tutkimuksessa hybridisoiduissa kaulavaltimon
endarterektomiandytteissa nahty ”biofilmi” on todellisuudessa autofagosytoosin tuloksena
syntyneitd autofluoresoivia partikkeleita. Tata vastaan tosin puhuu se, etta streptokokki vasta-aine

ja universaalibakteerikoetin kiinnittyvat samoille alueille (kuvat 4,5).

Suun bakteeriflooran tiedetdaan autofluoresoivan punaisen ja vihredan valon spektreilld. Osa naista
bakteereista itsessdadan autofluoresoi molempia vareja, mutta esimerkiksi streptokokkiryhman
bakteerit eivat autofluoresoi punaisen varin spektrejd, vaan autofluoresoivat vihreaa varia.
Bakteerit muodostavat hampaiden pinnalle biofilmin, jota kutsutaan plakiksi. [29,30] Plakin
rakentuminen vaatii useiden eri bakteerilajien symbioosin ja se noudattaa tiettyja
bakteerilajispesifisia kaavoja, joissa uuden bakteerilajin kolonisaatio mahdollistaa tietyn seuraavan
bakteerilajin kiinnittymisen biofilmiin. [31] Osa naistd bakteerilajeista ei yksindan autofluoresoi,
mutta niiden muodostama biofilmi autofluoresoi valoa laajalla spektrilld. Hammasladketieteessa
karies diagnosoidaankin tutkimalla hampaiston fluoresenssin intensiteettia. [29,30] Biofilmin
lisaantynyt autofluoresenssi on siis merkki bakteerien pitkittyneestd kolonisaatiosta. Erddssa
tutkimuksessa huomattiin hampaiden biofilmin punaisen spektrin autofluoresenssin intensiteetin
kasvaneen niilla potilailla, joilla oli ientulehdus. [32] Tama viittaisi siihen, ettd vahvasti punaisen
valon spektrilla autofluoresoiva biofilmi on merkki ymparoivan kudoksen tulehduksesta.
Tutkimissamme kaulavaltimoiden endarterektomiandytteissa biofilmi autofluoresoi hyvin laajalla
valon spektrillda. Kyseessa saattaisi siis olla kypsa biofilmi, jossa useat eri bakteerilajit eldavat
symbioosissa. Ateroomaan on saattanut paatya, todennakdisesti verenkierron mukana, toistuvasti
bakteereja, jotka ovat kolonisoineet biofilmid entisestdaan kiihdyttdaen tulehdusreaktiota. Kehon

immuunipuolustus ei ole kyennyt estamaan tata prosessia.

Todenndkoisimmin tutkimissamme naytteissa nahty positiivinen signaali on sekd autofagosytoosin
tuloksena syntyneita autofluoresoivia partikkeleita, autofluoresoivia bakteereja seka bakteerin 16s

rRNA:han kiinnittyneen PNA-koettimen aikaansaama todellista fluoresenssia.
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Autofluoresenssia yritettiin peittda Sudan Black B variaineella, tama kuitenkin johti myds PNA-
koettimen signaalin peittoon. Muut tutkimusryhmat ovat térmanneet vastaavaan ongelmaan. [26]
Konfokaalimikroskoopin sensitiivisyytta pyrittiin muuttamaan niin, ettd mikroskooppi ei olisi
havainnut autofluoresenssin signaalia ja universaalibakteerikoettimen vahvempi signaali olisi
sdilynyt. Emme kuitenkaan loytaneet tarpeeksi tarkkaa sensitiivisyysvalia, jossa autofluoresenssi

peittyisi ja universaalibakteerikoettimen signaali sailyisi.

Mikali tutkimus toistetaan, tulisi kayttaa CY5.5 markkeria, joka emittoi valoa 694 nanometrin
aallonpituudella. Naytteitd kuvattiin konfokaalimikroskoopilla kyseiselld aallonpituudella ja
huomattiin, ettei autofluoresenssi tai CY5 markkerin signaali ylla talle alueelle. Ndin valtyttaisiin

autofluoresenssin aiheuttamasta vaarasta positiivisesta tuloksesta.

Tutkimuksen perusteella ei voida poissulkea bakteerien osuutta ateroskleroosin patogeneesissa.
Vahvasti laajalla valon spektrilla autofluoresoiva biofilmi saattaa olla merkki pitkdlle edenneesta
useiden bakteerilajien kolonisaatiosta. [29,30] Varjatyista ja hybridisoiduista ndytteistda nahdaan,
ettd kehon immuunipuolustus pyrkii leukosyyteilld tuhoamaan aterooman ja sen ympariston
bakteerikolonisaation siind onnistumatta. Biofilmi nayttdd suojaavan bakteereja, jolloin seuraa
krooninen tulehdus. Biofilmin punaisen valon autofluoresenssi tukee teoriaa kroonisesta
tulehduksesta. [32] Tama krooninen tulehdus voisi ajan saatossa heikentdaa aterooman paalle

muodostunutta suojaavaa kattorakennetta, jolloin aterooman repeytymisen riski kasvaa.

Mikali bakteerien rooli ateroskleroosin patogeneesissa tulevaisuudessa varmentuu, pystyttaisiin
kehittamaan tarkempia hoitoja estamaan plakkien repeamista. Koettimien avulla tulehtuneet plakit
voitaisiin tunnistaa ja hoitaa ennaltaehkadisevasti laakkeellisesti tai kirurgisesti. Lukuisia
satunnaistettuja hoitokokeiluja antibiooteilla on tehty, niissd toivottua vastetta ei kuitenkaan
saavutettu. [11,12,13] Mahdollinen selitys huonoille hoitotuloksille on bakteerien muodostama

biofilmi, jota antibiootit eivat kykene lapaisemaan. [25]
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Mahdollisesti ateroomien luontaista autofluoresenssia voitaisiin hyddyntda ateroskleroosin
diagnostiikassa, kuten hammaslddketieteessa karieksen diagnostiikassa. Tutkimuksessamme
ateroomat fluoresoivat vahvasti punaisen valon spektrilld, toisin kuin ateroskleroosilta saastynyt
verisuoni (kuva 7). Mikali potilaan ateroomia hoidetaan invasiivisesti, ei ole oleellista mitka tekijat
yllapitavat kroonista tulehdusta vaan tarkedampaa on loytdaa vahvasti tulehtuneet ateroomat.
Hiirimallissa on jo osoitettu, ettd fluoresenssi emissio tietokonekerroskuvaus tunnistaa tulehtuneen
ateroomaplakin sisdisen verenvuodon autofluoresenssin perusteella. [33] Mikali tulehtuneen
aterooman repeytymisherkan alueen ldhettdma punainen autofluoresenssi voitaisiin tunnistaa

angiografian yhteydessd, menetelmastd olisi myds apua suuren riskin ateroomaplakkien

tunnistamisessa ja seulonnassa.

Kuva 1. Kaulavaltimoendarterektomiandyte, joka on hybridisoitu CY5 leimatulla PNA-

universaalibakteerikoettimella (punainen vari) sekda DAPI-tumavarilla (sininen vari. 63 kertainen
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suurennos konfokaalimikroskoopilla. Koetin varjaa punaiseksi leukosyyttien sisdlla olevaa

materiaalia. Kuvan kirkkautta korotettu 40 %.

Kuva 2. Kaulavaltimoendarterektomiandyte, joka on hybridisoitu CY5 leimatulla PNA-

universaalibakteerikoettimella (punainen vari) sekd DAPI-tumavarilla (sininen vari. 63 kertainen
suurennos konfokaalimikroskoopilla. Aterooman reunalla ndahddan immunopositiivisia alueita

biofilmiksi sopien. Kuvan kirkkautta korotettu 40 %.
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Kuva 3. Yladrivi: Kaulavaltimoendarterektomiandyte, joka hybridisoitu CY5 leimatulla PNA-
universaalibakteerikoettimella (punainen vari) sekda DAPI-tumavarillda (sininen vari). Kuvan

kirkkautta korotettu 40 %.

Alarivi: Kaulavaltimoendarterektomianayte, joka varjatty CD45 vasta-aineella (ruskea vari). CD45 on

yleismarkkeri leukosyyteille. Vasta-aine varjaa samat alueet kuin PNA koetin.
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Kuva 4. Ylarivi: Kaulavaltimoendarterektomiandyte, joka hybridisoitu CY5 leimatulla PNA-
universaalibakteerikoettimella (punainen vari) sekd DAPI-tumavarilld (sininen vari). Kuvan

kirkkautta korotettu 40 %.

Alarivi: Kaulavaltimoendarterektomianayte, joka varjatty Streptococcus mitis, sanguinis ja gordonii
vasta-ainecocktaililla (ruskea vari). Streptokokki vasta-aine ja universaalibakteerikoetin kiinnittyvat

samoille alueille



18

'D Tampereen yliopisto

& | ¥\ | ' T

Kuva 5. Yldrivi: Kaulavaltimoendarterektomiandyte, joka hybridisoitu CY5 leimatulla PNA-
universaalibakteerikoettimella (punainen vari) sekd DAPI-tumavarilld (sininen vari). 63 kertainen

suurennos konfokaalimikroskoopilla. Kuvan kirkkautta korotettu 40 %.

Alarivi: Kaulavaltimoendarterektomianayte, joka varjatty Streptococcus mitis, sanguinis ja gordonii

vasta-aineella (ruskea vari). 63 kertainen suurennos.
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Kuva 6. Arteria thoracica interna -ndyte, joka hybridisoitu CY5 leimatulla PNA-
universaalibakteerikoettimella (punainen vari) seka DAPI-tumavarilla (sininen vari. 63 kertainen

suurennos konfokaalimikroskoopilla.
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Kuva 7. Yladrivi: Kaulavaltimoendarterektomiandyte, joka hybridisoitu CY5 leimatulla PNA-
universaalibakteerikoettimella (punainen vari) sekd DAPI-tumavarilld (sininen vari). 63 kertainen

suurennos konfokaalimikroskoopilla. Kuvan kirkkautta korotettu 40 %.

Alarivi: Negatiivinen kontrolli. Kaulavaltimoendarterektomianayte, joka hybridisoitu DAPI-
tumavarilla (sininen vari). Bakteerien autofluoresenssi nahtavissa kuvassa (punainen vari). 63

kertainen suurennos konfokaalimikroskoopilla. Kuvan kirkkautta korotettu 40 %.
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