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Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd solujen elatusaineen glukoosikonsentraation vaikutus
bentsalkonikloridin toksisuuteen verkkokalvon pigmenttiepiteelisoluviljelmissd. Vaihtuvien
glukoosikonsentraatioiden liséksi tutkittiin eri elatusaineiden (DMEM/F12 ja DMEM/bikarbonaatti)
vaikutuksia solujen kasvamiseen. Tutkimuksessa kaytettiin ARPE-19-soluja, jotka kasvatettiin
DMEM/F12-mediumissa glukoosikonsentraatiolla 18 mmol/l. Elatusaineiden
glukoosikonsentraatiot olivat DMEM/bikarbonaattimediumeille 5,56 mmol/l, 18 mmol/I tai 33
mmol/l ja DMEM/F12-mediumeissa 18 mmol/I tai 33 mmol/l. 24 tunnin kasvatuksen jidlkeen solut
altistettiin tunnin ajaksi bentsalkonikloridille (0 %, 0,000625 %, 0,00125 % ja 0,0025 %).
Bentsalkonikloridin vaikutusta solujen elinkykyyn mitattiin mitokondrioiden aktiivisuuteen
perustuvan WST-1-kokeen avulla. Tuloksista laskettiin ECsp-arvot kaikille glukoosikonsentraatio-
ja mediumyhdistelmille. Ryhmien viliset erot laskettiin Studentin t-testilld ja GraphPad Prism 5 -
ohjelmalla. Tutkimuksessa ARPE-19-soluviljelmissé bentsalkonikloridin solutoksisuus oli
merkitsevisti pienempi glukoosipitoisuudella 18 mmol/l kuin 5,56 mmol/I tai 33 mmol/l, kun
elatusaineena oli DMEM/bikarbonaatti. Bentsalkonikloridin toksisuus DMEM/F12-elatusaineessa
kasvatetuissa soluissa oli merkitsevisti pienempi kuin DMEM/bikarbonaattimediumissa
kasvatetuissa, kun glukoosikonsentraatio oli 33 mmol/l. Mikéli halutaan arvioida glukoosin
vaikutusta ARPE-19-soluissa, tulisi tutkimuksissa kayttada 18 mmol/l:ssa glukoosia kasvatettujen
solujen lisdksi 5,56 mmol/l:ssa kasvatettuja. Elatusaineen valitsemisessa tulisi suosia
DMEM/bikarbonaattia, koska télloin tutkimuksen glukoosikonsentraatio voi olla alle 18 mmol/I.
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1 JOHDANTO

1.1 Silmén rakenne ja niakorata

Silméi on valoa aistiva elin, joka vilittdd ympéristosti visuaalista informaatiota aivojen primaariselle
nidkokuorelle. Nikoinformaation késittelyyn on varattu 55 % aivokuoren pinta-alasta, kun vastaava
pinta-ala tuntoaistia varten on 11 %. (Prasad & Galetta 2011.) Kun valo osuu silmiin, valonsiteet
lapdisevit ensimmadisend silmén peittavin kyynelfilmin. Tdmaén jdlkeen se kulkee edelleen

sarveiskalvon, etukammion, linssin ja lasiaisen ldpi verkkokalvolle. (Boron & Boulpaep 2009.)

Verkkokalvo eli retina muodostuu kymmenestd solukerroksesta, ja se jaetaan kahteen osaan:
lasiaista kohti olevaan neuraaliseen kerrokseen seké retinan pigmenttiepiteeliin (Ross & Pawlina
20006). Retinan pigmenttiepiteeli on lasiaisen suhteen verkkokalvon uloin osa, ja sitd ympiroi
Bruchin kalvo. Retinan pigmenttiepiteelisolujen yldpuolella neuraalisessa kerroksessa sijaitsevat
fotoreseptorisolut, jotka muuttavat fotonien sisdltdmin valoenergian kemialliseksi energiaksi.
(Haines 2005.) Fotoreseptorisolut jaetaan kahteen tyyppiin, joista tappisolut erottavat kirkkaassa
valossa virejd ja sauvasolut himirdssd harmaan eri sdvyji (Boron & Boulpaep 2009).
Verkkokalvolla tappisoluja on erityisesti tarkannidkemisen eli fovean alueella, kun taas sauvasolut
sijaitsevat perifeerisemmin (Prasad & Galetta 2011). Nikoinformaation vilittimistd varten
fotoreseptorisolut synapsoituvat verkkokalvon bipolaarisoluihin, jotka edelleen muodostavat
liitoksen gangliosolujen kanssa. Gangliosolujen aksonit yhtyvét ndkohermoksi, joka alkaa silmin
nikohermonystystd. Kiasmassa oikean ja vasemman nikohermon nendnpuoleisten ganglionsolujen
aksonit ristedvit ja jatkavat samaa nidkorataa pitkin yhdessa vastakkaisen silmén ohimopuoleisten
gangliosolujen aksoneiden kanssa talamukseen. Talamuksesta ndkdinformaatio jatkaa edelleen

takaraivolohkoon primaariselle nikokuorelle. (Prasad & Galetta 2011.)

1.2 Retinan pigmenttiepiteeli

Retinan pigmenttiepiteelisolut ovat kuutiomaisia soluja, jotka ovat jérjestiytyneet yhden
solukerroksen paksuiseksi kerrokseksi (Ross & Pawlina 2006). Solut ovat kiinnittyneet toisiinsa
aukkoliitoksilla ja tiiviilld liitoksilla, ja timén rakenteen vuoksi retinan pigmenttiepiteelit
muodostavat retina-veriesteen. Tdma estdd veden, ionien ja muiden veren kuljettamien aineiden

vapaan diffundoitumisen verkkokalvolle. (Simé 2010.)



Retinan pigmenttiepiteelin solut siséltdvit pigmenttiaineita, kuten melaniinia ja lipofuskiinia.
Melaniini on soluissa melonasomeissa, ja sen tehtidvédni on sitoa solunsisiisid happiradikaaleja sekd
absorboida neuraalisen retinan lédpi tulevaa valoa ja siten vihentda valon takaisin heijastumista.
Toisaalta melaniini sitoo my0s lddkeaineita, miké voi olla silmélle haitallista. (Dayhaw-Barker
2002.) Lipofuskiinia kertyy soluun, kun retinan pigmenttiepiteelin solut fagosytoivat
fotoreseptoreiden ulompia segmenttejd. Lipofuskiinin mééri solussa kasvaa idan mukana, ja kertynyt
lipofuskiini saattaa haitata solun toimintaa ja johtaa edelleen silménpohjan ikdrappeuman

kehittymiseen. (Delori ym. 2001.)

Valo aiheuttaa fotoreseptoreissa valolle herkin nikopigmentin, rodopsiinin, hajoamisen, ja
nikemisen edellytyksend on retinan pigmenttiepiteelin kyky palauttaa ndkopigmentit takaisin
aktiiviseen muotoon. Rodopsiini muodostuu opsiinista seké siinid kiinni olevasta retinaalista. Valon
fotonit muuttavat retinaalin 11-cis-sidoksen trans-muotoon, joka edelleen muutetaan retinoliksi.
Retinoli eritetiiin fotoreseptoreista retinan pigmenttiepiteelin soluille, joissa RPE65-entsyymin
avulla retinoli muutetaan takaisin aktiiviseksi retinaaliksi ja kuljetetaan takaisin fotoreseptoreille.

(Nilsson 2006.)

Retinan pigmenttiepiteelin solut erittivit myos kasvutekijoitd ja muita aineita, jotka ovat
vilttamattomid retinan hyvinvoinnin ylldpitamisessd. Solujen on todettu erittdvdn muun muassa
antiangiogeneettistd pigmenttiepiteelikasvutekijdd (PEDF), verisuonten endoteelin kasvutekijia
(VEGF), insuliinin kaltaista kasvutekijdd (IGF-1), kemokiineja sekd tuumorinekroositekijaa (TNF-
a). Eritetyisti aineista antiangiogeneettistid pigmenttiepiteelikasvutekijii ja verisuonten endoteelin
kasvutekijdid pidetdan tirkeimpind. VEGF estdd endoteelisolujen apoptoosia seké auttaa
ylldpitdamiin silmin kapillaarien endoteelin yhtendisyyttd. PEDF taas suojaa soluja hapenpuutteen
aiheuttamalta apoptoosilta, stabiloi kapillaarien seindmié ja estdd endoteelisolujen jakaantumista.

(Sim6 ym. 2010.)

1.3 Diabetes ja diabeettinen retinopatia

Glukoosi on kaikille soluille vilttimédton energianlidhde, jota saadaan ruuasta. Veren normaali
glukoosikonsentraatio on 4—6 mmol/l, ja haiman erittdmai insuliini on vélttdm&ton hormoni, jotta
glukoosi pystyy imeytyméén soluihin (Meisenberg & Simmons 2011). Jos insuliinin eritys vihenee
(1 tyypin diabetes) tai sen vaikutus kohdesoluihin heikkenee (2 tyypin diabetes), alkaa

verensokeripitoisuus nousta. Kun glukoosikonsentraatio on toistetusti paastoplasmaniytteessi
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vihintddn 7 mmol/l tai yli 11 mmol/l, puhutaan diabeteksesta. Sitéd sairastaa Suomessa arviolta yli
500 000 ihmisti, ja siitd aiheutuu 15 % terveydenhuollon menoista. On ennustettu, ettd
sairastuneiden mééré voi jopa kaksinkertaistua tulevien 10-15 vuoden aikana. (Diabetes Kaypa
hoito 15.9.2009.) Kohonnut verensokeri voi ilmeté laihtumisena, runsaana virtsaamisena ja
jatkuvana janon tunteena. Se voi olla myos tiysin oireeton. Diabetes altistaa erilaisille kohde-
elinvaurioille, kuten munuaisten vajaatoiminnalle, polyneuropatialle seki diabeettiselle

retinopatialle. (Syvénne 2007.)

Diabeettinen retinopatia on diabeteksesta johtuva, jopa sokeutumiseen johtava verkkokalvosairaus.
Sitd esiintyy tyypin 1 diabeetikoista joka toisella ja tyypin 2 diabeetikoista joka neljdannelli.
(Laatikainen & Summanen 2010.) Diabeteksen kesto on merkittivé diabeettisen retinopatian
riskitekijd. Kun 1 tyypin diabetes on kestdanyt 20 vuotta, sairastaa diabeettista retinopatiaa 80—100

% henkiloistd. Vastaavasti taas 2 tyypin diabeteksen diagnosointihetkelld voidaan diabeettinen
retinopatia todeta jopa kolmasosalla sairastuneista. (Diabeettinen retinopatia Kdypa hoito
12.6.2006.) Myos iilld sekd veren glukoosikonsentraatiolla on vaikutusta retinopatian kehittymiseen

(Moss ym. 1998, Kalesnykiene ym. 2009).

Diabeettinen retinopatia voidaan jakaa kahteen alaryhméén, joista taustaretinopaattisessa muodossa
nihdéddn mikroaneurysmia, verkkokalvon turvotusta, kovia eksudaatteja, ja edelleen retinopatian
vaikeutuessa mikroinfarktien aiheuttamia pehmeiti eksudaatteja seki niin sanottuja IRMA-suonia
(intraretinal microvascular abnormalities). Proliferatiivisesta retinopatiasta puhutaan silloin, kun

verkkokalvolle alkaa kasvaa uudisverisuonia. (Laatikainen & Summanen 2010.)

Diabeettisen retinopatian patogeneesi on vield osittain epdselvi. Soluissa oleva
aldoosireduktaasientsyymi muuttaa sokereita alkoholeiksi, kuten glukoosia sorbitoliksi ja
galaktoosia galaktitoliksi. Kaihin on todettu aiheutuvan aldoosireduktaasin toiminnan aiheuttamasta
soluvauriosta, ja samaa mekanismia on epdilty diabeettisessa retinopatiassa. (Yanoff & Duker
2007.) Alkoholit eivit pdidse suoraan diffundoitumaan solukalvon ldpi ulos solusta, joten niiden
kertyminen solun sisille johtaa veden absorboitumiseen soluun ja siten solun sisdiseen
elektrolyyttihdirioon. Tdmi osmoottinen stressi johtaa edelleen epiteelisolujen vaurioitumiseen ja
kaihin kehittymiseen. (Chung & Chung 2003, Crabbe & Goode 1998.) Toisaalta kudoksen
hapenpuute ja korkea verensokeri stimuloivat retinan pigmenttiepiteelin soluja, retinan neuroneja ja
gliasoluja erittamdin sytokiineja sekd muita verisuonien kasvua edistivii eli vasoproliferatiivisia
aineita. Verisuonten endoteelin kasvutekijin (VEGF) erittymisen seurauksena verisuonten kasvu

lisddntyy, verkkokalvon verenkierto kiihtyy ja endoteelisolujen ldpdisevyys lisddntyy. (Summanen
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& Tulokas 2006.) Diabetes johtaa my0s verihiutaleiden toiminnan héiriintymiseen, miké voi johtaa
verkkokalvon kapillaarien tukkeutumiseen ja edelleen paikalliseen iskemiaan (Yanoff & Duker
2007). Toisaalta veri-retinaesteen vaurioituminen johtaa plasman tihkumiseen soluvilitilaan, mika

voidaan havaita verkkokalvon turvotuksena (Summanen & Tulokas 2006).

Diabeettisen retinopatian kehittymistd voidaan ehkiistd diabeteksen hyvilld hoidolla (The Diabetes
Control and Complications Trial Research Group 1993). Verenpaineen hallinnalla pystytdin
ehkédisemiin diabeettisen retinopatian kehittymistd, ja saannolliselld asetyylisalisyylihapon kaytolla

voidaan mahdollisesti hidastaa sen etenemistéd (Diabeettinen retinopatia Kdypa hoito 12.6.2006).

ARPE-19-solut ovat viljeltyjd ihmisen retinan pigmenttiepiteelisoluja, jotka ilmentivét kyseiselle
solutyypille ominaisia rakenteita (Dunn ym. 1996). Tdmén tutkimuksen tarkoituksena oli selvittda,
miten ARPE-19-solujen kasvatus erilaisilla glukoosikonsentraatioilla vaikuttaa bentsalkonikloridin
(BAK) toksisuuteen WST-1-méérityksen avulla mitattuna. Liséksi tutkittiin, mitd vaikutusta eri
kasvatusmediumeilla, DMEM/F12:1la verrattuna DMEM/bikarbonaattiliuokseen, on solujen
elinkykyyn. Natriumbikarbonaatti tuottaa liuetessaan vetykarbonaattia (HCO5"), joka toimii

elimistossd veren pH-puskurina (Boron 2009).
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2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 ARPE-19-solut ja kasvatusmedium

Tutkimukseen kéytettiin itsestdin jakaantuvia ARPE-19-soluja, joiden on todettu ilmentédvin
kyseiselle solutyypille ominaisia rakenteita (Dunn ym. 1996). Solutasolla hyperglykeemisten
kasvuolosuhteiden on havaittu aiheuttavan muutoksia ARPE-19-solujen morfologiassa,
kasvunopeudessa seki kasvutekijoiden ja proteiinien erityksessd (Heimsath ym. 2006, Yokoyama
ym. 2006). Lisédksi kasvatusmediumin koostumus vaikuttaa ARPE-19-solujen erilaistumiseen solun
aS-geenin promoottorin transkriptioaktiivisuuden, geenien ekspression seké solujen

erilaistumisnopeuden kautta (Janssen ym. 2000, Proulx ym. 2004, Tian ym. 2005).

Solujen ylldpitoon kiytettiitn DMEM/F12-elatusainetta (Dulbecco’s Modified Eagle Medium:
Nutrient Mixture F12), 1 % antibiootti/antimykoottiliuosta (AB/AM) ja 10 % syntyméttoméan

naudan seerumia (Fetal Bovine Serum, FBS). DMEM/F12:n glukoosikonsentraatio oli 18 mmol/I.

Tutkimusta varten nestetypessa jaddytetyt ARPE-19-solut, joiden jakokertojen méédri eli passage oli
37, heritettiin sulattamalla ne lampohauteessa, ja heti liuoksen sulettua solut ja neste pipetoitiin T-
pulloon, jossa oli 19 ml ylldpitomediumia. Soluja kasvatettiin 37 asteessa inkubaattorissa, jonka
kaasukoostumus oli 5 % CO,/ 95 % ilmaa. Seuraavana pdivianid koko medium vaihdettiin ja tilalle

laitettiin 16 ml ylldpitomediumia.
2.2 Solujen siirrostus

Solujen siirrostus tapahtui 3—5 vuorokauden vélein riippuen solujen kasvunopeudesta. Solujen
siirrostus tapahtui, kun solut kasvoivat konfluentisti ja peittivit koko pullon pohjan. Mediumin
vaihto tehtiin kerran ennen jokaista siirrostusta. Mediumin vaihdossa T-pullosta poistettiin 8 ml

ylldpitomediumia ja sen tilalle liséttiin 8 ml tuoretta mediumia.

Solujen siirrostuksessa vanha medium poistettiin pullosta. Tdmén jédlkeen solut pestiin kaksi kertaa
10 ml:1la Hanksin suolaliuosta (Hank’s Buffered Salt Solution). Solut irrotettiin lisadmalld 1 ml
trypsiini-EDTA:ta ja inkuboimalla soluja 10 minuutin ajan. Kun solut olivat irronneet, pulloon

lisdttiin kasvatusmediumia, seosta suspensoitiin ja solumassa jaettiin tasan 2—-3 sentrifugiputkeen.
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Putkiin liséttiin saman verran kasvatusmediumia. Tdmén jédlkeen putkia sentrifugoitiin 10 minuuttia
nopeudella 700 rpm. Vanha medium imettiin pois solujen péilti, tilalle lisdttiin uutta mediumia 2
ml ja solut laskettiin. Uuteen T-pulloon liséttiin mediumia ja solumassaa siten, ettd nesteen
kokonaistilavuudeksi saatiin 16 ml. Jokaisen siirrostuksen jidlkeen solulinjan passage- numero

kasvoi yhden numeron suuremmaksi. Solulinja tuhottiin, kun se saavutti passage-numeron 48.

Solulaskentaa varten 30 pl solumassaa virjittiin 120 pl:1la Trypan blue -liuosta, ja titd seosta
pipetoitiin edelleen solulaskukammioon. Solujen laskemisella saatiin tietda solumidrd millilitraa

kohti.

2.3 Solujen kasvatus eri glukoosipitoisuuksissa

Solujen kasvatukset eri glukoosipitoisuuksissa tehtiin kahdessa erdssd. Ensimmaéisessi erdssid 24
tunnin kasvatusliuos sisilsi 1 % AB/AM:ia, 10 % FBS:ia seki DMEM/F12:ia, jonka
glukoosikonsentraatio oli joko 18 mmol/I tai 33 mmol/l. DMEM/F12:n normaali
glukoosikonsentraatio on 18 mmol/l. 33 mmol/l:n glukoosikonsentraatio saatiin lisdé@amailld puuttuva

miérd D-glukoosia DMEM/F12-mediumiin. Ennen kdytt64d medium steriilisuodatettiin.

Toisessa eriassa 24 tunnin kasvatuslivos koostui 1 % AB/AM:sta, 10 % FBS:sta, 7,5 %
natriumvetykarbonaatista sekd DMEM :sta, jonka glukoosikonsentraatio oli 5,56 mmol/l, 18 mmol/l
tai 33 mmol/l. DMEM itsesséén ei sisilld glukoosia, joten glukoosikonsentraatiot 5,56 mmol/l, 18
mmol/l ja 33 mmol/l saatiin punnitsemalla ja lisidimalld mediumiin tarvittava médard D-glukoosia.

Ennen glukoosipitoisen DMEM:n kéyttod mediumit steriilisuodatettiin.

Solujen altistamista varten 10 000 solua siirrostettiin 96-kuoppalevyn kuoppiin. Reunimmaisiin ja
soluttomiin kuoppiin pipetoitiin 100 pl tislattua vettd, soluja sisédltdaviin kuoppiin pipetoitiin 100 pl
24 tunnin kasvatusmediumia. Kaksi ylinti rivid seké alin rivi olivat soluttomia. Tdmén jdlkeen
kuoppalevyt laitettiin inkubaattoriin, jossa lampdétila oli 37 astetta ja kaasukoostumus oli 5 % CO,/

95 % ilmaa.

2.4 Bentsalkonikloridi ja WST-1-koe

BAK eli bentsalkonikloridi on silmétipoissa kéytettdavi sarveiskalvolle toksinen sdilontdaine (Labbe
2006). Bentsalkonikloridin vaikutusta selvitettiin WST-1-tutkimuksen avulla. WST-1-

madritykselld tutkitaan solujen mitokondrioiden toimintaa. Elinkelpoisten solujen mitokondrioiden
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dehydrogenaasientsyymit pilkkovat WST-1-suolan{4-[3-(4-iodofenyyli)-2-(4-nitrofenyyli)-2H-5-
tetratsolio]-1,3-bentseenidisulfonaatti} formatsaaniksi. Tdmén seurauksena niytteen viri vaihtuu

lievidsti punaisesta tumman punaiseksi, ja tdtd muutosta voidaan mitata madrittimalld ndytteen

aallonpituus. (Roche 2007.)

Ensimmaiisen erin altistusmediumit koostuivat DMEM/F12:sta, jonka glukoosikonsentraatio oli 18
mmol/l tai 33 mmol/l, sekd 1 % AB/AM:sta. Toisen erdn altistusmediumit sisilsivit 1 %
AB/AM:ia, 7,5 % natriumvetykarbonaattia sekd DMEM:ia, jonka glukoosikonsentraatio oli 5,56
mmol/l, 18 mmol/l tai 33 mmol/l. Jokaista altistusta varten kuhunkin altistusmediumiin liséttiin
bentsalkonikloridia, jolloin saatiin laimennussarja bentsalkonikloridikonsentraatioilla 0,0025 %,
0,00125 %, 0,000625 % ja 0,00 %. Altistusmediumeihin ei lisdtty seerumia, silld sen on todettu
suojelevan soluja ja siten vihentdvin bentsalkonikloridin toksista vaikutusta (Huhtala 2002a,

2002b, 2003).

Kun soluja oli kasvatettu eri glukoosipitoisuuksissa 24 tuntia, pipetoitiin kasvatusliuos pois ja
lisdttiin soluille100 pl bentsalkonikloridialtistusliuosta. Tamén jidlkeen levyja inkuboitiin 37
asteessa kaasukoostumuksessa 5 % CO,/ 95 % ilmaa yhden tunnin ajan. Tdmaén jidlkeen solu- ja
kontrollikuoppiin liséttiin 10 ul WST-1-reagenssia. Osasta levyji otettiin lisdksi supernatantti
talteen jatkotutkimuksia varten. Tétd varten 24 tunnin altistuksen jidlkeen edelld mainittuihin
kuoppiin pipetoitiin 250 pl altistusliuosta. Tunnin altistuksen jilkeen yliméérdinen 150 pl
pipetoitiin pois ja kuoppiin liséttiin 10 ul WST-1-reagenssia. Levyjd inkuboitiin yksi tunti 37
asteessa kaasukoostumuksessa 5 % CO,/ 95 % ilmaa. Tunnin WST-1-altistuksen jidlkeen 96-
kuoppalevyja ravisteltiin minuutin ajan ja absorbanssi mitattiin aallonpituudella 450 nm Victor

Multilabel Counter -laitteella.

Kaiken kaikkiaan tyossd tehtiin DMEM/F12:11a glukoosikonsentraatioilla 18 mmol/I ja 33 mmol/l
neljd altistusta kummastakin. DMEM-liuoksilla glukoosipitoisuuksilla 5,56 mmol/l, 18 mmol/I ja 33
mmol/] altistukset toistettiin jokaisesta viisi kertaa. Tilastollista analyysia varten kaikista
glukoosikonsentraatioista valittiin kolme altistussarjaa. Aallonpituustuloksista piirrettiin
annosvastekdyrit ja laskettiin ECsp-arvot kullekin glukoosipitoisuudelle ja altistusmediumille
GraphPad Prism 5 -ohjelmalla. ECsp-arvo kuvaa sité altistukseen kiytettdvid bentsalkonikloridin
madrdd, joka viahentdd ARPE-19-solujen elinkykyid 50 %:lla kontrolliin verrattuna. P-arvojen

madrittamiseen kdytettiin Studentin t-testii.



3 Tulokset

Bentsalkonikloridin lisdys vihensi kaikissa altistussarjoissa WST-1-suolan muodostumista.
Viheneminen oli bentsalkonikloridin konsentraatiosta riippuvaista. Kullekin

glukoosikonsentraatiolle ja mediumille lasketut ECsp-arvot on esitetty taulukossa 1.

Kun altistusmedium sisdlsi DMEM:ia, vihensi 0,000625 prosenttinen bentsalkonikloridi 5,56
mmol/l glukoosilla altistettujen solujen elinkykyéd 17 % ja 33 mmol/l:1la kisiteltyjen solujen
elinkykyd 21 % (kuva 1A ja kuva 3). Vastaavalla bentsalkonikloridipitoisuudella oli 18 mmol/l:ssa
glukoosia kasvatettujen elossa olevien solujen méaéra selvésti suurempi, 46 %. Tdmai ero oli myos
tilastollisesti merkitsevi, 5,56 mmol/l ja 18 mmol/l glukoosia kasvatettujen solujen vililld p-arvo
oli 0,0163, ja 33 mmol/l ja 18 mmol/l glukoosia kasvaneiden solujen vililld p-arvo oli 0,0391
(taulukko 2). Bentsalkonikloridin konsentraatiolla 0,00125 % oli glukoosikonsentraatiossa 18
mmol/l elinkykyisten solujen osuus 29 %. Tama oli selvésti suurempi kuin vastaavalla
bentsalkonikloridipoitoisuudella altistettujen elinkykyisten solujen osuudet
glukoosikonsentraatioissa 5,56 mmol/l, 6 %, ja 33 mmol/l, 3 % (kuva 4). Téssékin erot 5,56 mmol/l
ja 18 mmol/l (p-arvo 0,0196) sekd 18 mmol/I ja 33 mmol/l (p-arvo 0,0078) glukoosipitoisuuksissa
kasvatettujen vililld olivat tilastollisesti merkitsevid. Bentsalkonikloridin konsentraatiolla 0,00125
% saatiin merkitsevd ero myos 5,56 mmol/l ja 33 mmol/l kasvatettujen solujen vilille (p-arvo
0,0462). Kun verrattiin glukoosikonsentraatioiden ECsp-arvoja, 5,56 mmol/l ja 18 mmol/I (p-arvo
0,5245) ja 18 mmol/l ja 33 mmol/l (p-arvo 0,7127), ei ndiden vililla todettu tilastollisesti

merkitsevii eroa.

Kun altistusmedium sisdlsi DMEM/F12:ia, aiheutti 0,00125 % bentsalkonikloridin lisdys 33 mmol/I
glukoosia kasvatettujen solujen elinkyvyn vihenemisen 48 %:iin, kun vastaava arvo 18 mmol/l
glukoosia oli 33 % (Kuva 1B). Ero oli myos tilastollisesti merkitsevi, p-arvo 0,0488. ECsp-arvojen

vililld vastaavaa eroa ei tullut esille (p-arvo 0,8166).

Kun altistusmediumeja DMEM ja DMEM/F12 verrattiin toisiinsa glukoosikonsentraatiolla 18
mmol/l, havaittiin 0,000625 % bentsalkonikloridia vihentivin DMEM-kisiteltyjen solujen
elinkykya tilastollisesti merkitsevésti 46 %:iin, kun vastaava lukuarvo DMEM/F12:1le oli 83 %, p-
arvo 0,0005 (kuva 2A). Bentsalkonikloridipitoisuuksilla 0,00125 % ja 0,0025 % elossa olevien
solujen madrit vaheniviat molemmissa altistussarjoissa suunnilleen samassa suhteessa, eikd ECsg-

arvoissa todettu tilastollisesti merkitsevii eroa. Glukoosikonsentraatiolla 33 mmol/l saatiin
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merkitsevit erot DMEM/bikarbonaatissa ja DMEM/F12:ssa kasvatettujen solujen vilille sekd
bentsalkonikloridipitoisuudella 0,000625 % (p-arvo < 0,0001) ettd 0,00125 % (p-arvo < 0,0001)
(Kuva 2B). Elatusaineiden ECsp-arvojen vililld oli tilastollisesti merkitsevéa ero

glukoosipitoisuudella 33 mmol/I (p-arvo 0,0005).

Taulukko 1. Altistussarjojen ECsg-arvot keskiarvon keskivirheen kanssa.

Medium Glukoosikonsentraatio | ECsg-arvo
(mmol/1) (Ka + SEM)
DMEM 5,56 0,0002580 + 0,0001286
18 0,0005730 = 0,0004337
33 0,0003998 + 0,00006140
DMEM/F12 18 0,001114 +0,0002128
33 0,001168 + 0,00004324
A B
1507 -»- DMEM 5.6 mmol/l glukoosia 1507
DMEM 18 mmol/l glukoosia .- ?é\ﬂnfmg T/: Slukoosia
_“5 o -+ DMEM 33 mmol/l glukoosia é 100- DMEM/F12
3 °© 33 mmol/l glukoosia
g £
=< 501 e 50
. 0 3
g.ooo 0.001 0.002 0.003 0.000 0.001 0.002 0.003
BAK % BAK %

Kuva 1. WST-1-suolan viheneminen, kun medium sisiltdd (A) DMEM:ia ja (B) DMEM/F12:ia.

A B
150

-o- DMEM 33 mmol/l glukoosia
-~ DMEM 18 mmol/l glukoosia DMEM/F12 33 mmol/l glukoosia
DMEM/F12 18 mmol/l glukoosia

1504

N

i\ )

-

o

S
-
=3
=3

o
<

% kontrollista
% kontrollista

[3.]
(=}

c T 1
0.002 0.003

T T 1 - T
0.000 0.001 0.002 0.003 0.000 0.001
BAK % BAK %

Kuva 2. WST-1-suolan viheneminen, kun altistusmedium sisiltdd joko DMEM:ia tai
DMEM/F12:ia, ja glukoosikonsentraatio on A) 18 mmol/l tai B) 33 mmol/l.
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Il DMEM 5.56 mmol/l

glukoosia

= DMEM 18 mmol/l

glukoosia

B DMEM 33 mmol/l

glukoosia

3 DMEM/F12 18 mmol/I

glukoosia

Bl DMEMF12 33 mmol/l

glukoosia

Kuva 3. WST-1-suolan miiri, kun bentsalkonikloridikonsentraatio on 0,000625 %.

60-

'S
<

% kontrollista
3

L

—

Bl DMEM 5.56 mmol/l
glukoosia
DMEM 18 mmol/l
glukoosia

B DMEM 33 mmol/l
glukoosia
DMEM/F12 18 mmol/l
glukoosia

B DMEM/F12 33 mmol/l
glukoosia

Kuva 4. WST-1-suolan maiiré, kun bentsalkonikloridikonsentraatio on 0,00125 %.

Taulukko 2. P-arvot eri kasvatusmediumeille, kun bentsalkonikloridin konsentraatio on 0,000625 %

ja 0,00125 %. Tilastollisesti merkitsevét arvot lihavoituina.

Elatusaine | Glukoosi- Elatusaine Glukoosi- BAK BAK
konsentraatio konsentraatio | 0,000625% | 0,00125%
mmol/l mmol/l p-arvo p-arvo

DMEM 5,56 DMEM 18 0,0163 0,0196

DMEM 5,56 DMEM 33 0,3073 0,0462

DMEM 18 DMEM 33 0,0391 0,0078

DMEM/ 18 DMEM/ 33 0,1435 0,0488

F12 F12

DMEM/ 18 DMEM 18 0,0005 0,7035

F12

DMEM/ 33 DMEM 33 < 0,0001 < 0,0001

F12
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4 Pohdinta

Tdmaén tyon tarkoituksena oli selvittdd kasvatusmediumin glukoosikonsentraation vaikutus
bentsalkonikloridin aiheuttamaan toksisuuteen ARPE-19-soluissa WST-1-kokeen avulla mitattuna.
Soluja kasvatettiin ensin DMEM/F12-mediumissa, jonka glukoosikonsentraatio oli 18 mmol/I.
Tamin jilkeen soluja kasvatettiin 24 tuntia mediumeissa, joiden glukoosikonsentraatiot olivat joko
5,56 mmol/l, 18 mmol/l tai 33 mmol/l ja elatusaineena oli joko DMEM/F12 tai
DMEM/bikarbonaatti. Tutkimuksessa havaittiin, ettid bentsalkonikloridin toksisuus oli selvisti
pienempi 18 mmol/l:ssa glukoosia kasvatetuissa soluissa kuin 5,56 mmol/I tai 33 mmol/l
kasvatetuissa, kun elatusaineena oli DMEM/bikarbonaatti. 18 mmol/l glukoosia lisési siis
merkitsevisti solujen elinkykyé. Tdamén tutkimuksen perusteella solujen elinkyvyn kannalta
optimaalinen glukoosikonsentraatio ARPE-19-solujen kasvattamiseen olisi 18 mmol/l, kun
kiytetddn elatusaineena DMEM/bikarbonaattia. Tésséd vaiheessa jdid kuitenkin epdselviksi, mikd
vaikutus glukoosikonsentraation yhtékkiselld vaihtamisella on tutkimustuloksiin ja selittddko se

osittain 18 mmol/l:ssa glukoosia kasvaneiden solujen selvésti parempaa elinkykyé.

Heimsath ym. (2006) vertasivat 5,5 mmol/l:ssa tai 18 mmol/l:ssa glukoosia kasvatettuja ARPE-19-
soluja. My0s he havaitsivat, ettd 18 mmol/l:n glukoosikonsentraatiolla oli soluviljelyn kannalta
myonteisid vaikutuksia, kuten solujen jakaantumisnopeuden lisddntyminen. Lisédksi
glukoosikonsentraatio vaikutti VEGF:n erittymiseen ja solujen morfologiaan. ARPE-19-solujen
valmistaja suosittelee kiyttimain kasvatusmediumina DMEM/F12:ia, jonka glukoosikonsentraatio
on 18 mmol/l (ATCC 2011). Tdma pitoisuus on kuitenkin selvésti suurempi kuin elimiston
normaali glukoosikonsentraatio, 4—6 mmol/l. Jos tutkimuksessa kéytetdin pelkastiin ARPE-19-
soluja, joita on kasvatettu 18 mmol/l:ssa glukoosia, saattaa tama glukoosikonsentraatioero elimiston
glukoosikonsentraatioon verrattuna vaikeuttaa tutkimustulosten kliinisen merkittdvyyden arviointia.
Jatkotutkimuksissa tulisikin kdyttdd 18 mmol/l:ssa glukoosia kasvatettujen solujen lisiksi 5,56

mmol/l:ssa glukoosia kasvatettuja.

Hyperglykemian on todettu lisddavin happiradikaalien muodostumista soluissa, ja timén
lisdéintyneen oksidatiivisen stressin on osittain ajateltu selittivin diabeteksen komplikaatioiden
kehittymistéd (Giacco & Brownlee 2010). Yokoyama ym. (2006) vertasivat 5,5 mmol/l:ssa glukoosia
kasvatettuja ARPE-19-soluja soluihin, joita oli altistettu 48 tunnin ajan 33 mmol/l:lle glukoosia. He
havaitsivat, etti ARPE-19-solut reagoivat akuutin hyperglykemian aiheuttamaan stressiin

tuottamalla lisdd antioksidanttientsyymeji, kuten glutationiperoksidaasi ykkosta (GPX-1). GPX-1
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kuuluu peroksidaasientsyymien perheeseen, joka vihentda solun oksidatiivista stressid muuttamalla
esimerkiksi vetyperoksidia vedeksi (Knorpp ym. 2006). Kun tissi tutkimuksessa verrattiin
DMEM/bikarbonaatissa 5,56 mmol/l:ssa ja 33 mmol/l:ssa glukoosia kasvatettuja soluja, havaittiin
5,56 mmol/l:ssa glukoosia kasvatettujen solujen elinkyky merkitsevisti paremmaksi ainoastaan
bentsalkonikloridin pitoisuudella 0,00125 %. Tassdkin elinkykyisten solujen mééra oli selvisti
pienempi kuin 18 mmol/l:ssa glukoosia kasvatettujen, ja tdmén selitys jdi tidssd vaiheessa

episelviksi.

Téassd tutkimuksessa oli myos tarkoitus selvittdd, onko DMEM/F12-mediumissa kasvatettujen
solujen elinkyvyssd eroa DMEM/bikarbonaatissa kasvatettuihin, kun glukoosikonsentraatio oli
sama. Vertailtavien altistusten glukoosikonsentraatiot olivat 18 ja 33 mmol/l, koska DMEM/F12-
mediumia valmistetaan vain glukoosikonsentraatiolla 18 mmol/l. DMEM ei sisilléd lainkaan
glukoosia. Tutkimuksessa saatiin merktsevd ero DMEM:n ja DMEM/F12:n vilille vain
bensalkonikloridin konsentraatiolla 0,000625 %, kun glukoosikonsentraatio oli 18 mmol/l. Kun taas
verrattiin 33 mmol/l:ssa glukoosia kasvatettuja soluja, oli bentsalkonikloridin aiheuttama toksisuus

kauttaaltaan merkitsevisti pienempi DMEM/F12:ssa kasvatetuissa soluissa.

DMEM/F12 sisiltdd 1:1 DMEM:ia ja Ham’s F12:1a (Nutrient Medium F12). Ham’s F12:n vuoksi
DMEM/F12 eroaa DMEM:sta glukoosikonsentraation lisdksi aminohappojen konsentraatioiden,
B12-vitamiinin, biotiinin, epdorgaanisten suolojen sekd pyruviinihapon natriumsuolan suhteen.
(Invitrogen 2011a, 2011b.) Verkkokalvossa on runsaasti sinkkié, joka on vilttiméaton retinan
pigmenttiepiteelisolujen metabolian ja antioksidanttientsyymien normaalille toiminnalle. Sinkin
puutteen on todettu johtavan muutoksiin retinan pigmenttiepiteelin rakenteessa ja solunsisdisten
granuloiden kertymiseen. (Ugarte & Osborne 2001.) DMEM, toisin kuin DMEM/F12, ei sisilld
sinkkid, ja tdma voisi osittain selittdd tdssd tutkimuksessa havaitun DMEM/F12:ssa kasvatettujen
solujen paremman elinkyvyn. DMEM/bikarbonaattielatusaineen kiytto jatkotutkimuksissa
glukoosin vaikutusten selvittimisessd ARPE-19-soluissa lienee kuitenkin jarkevidmpii, koska sen

glukoosikonsentraatio voidaan muuttaa tarvittaessa pienemmaksi kuin 18 mmol/I.

Tissd tutkimuksessa havaittiin, ettd bentsalkonikloridin aiheuttama toksisuus oli merkitsevisti
pienempi 18 mmol/l:ssa glukoosia kasvatetuissa ARPE-19-soluissa 5,56 mmol/l:ssa tai 33
mmol/l:ssa kasvatettuihin soluihin verrattuna, kun elatusaineena kaytettiin DMEM/bikarbonaattia.
Koska glukoosi vaikuttaa merkitsevisti ARPE-19-solujen elinkykyyn, tulisi jatkotutkimuksissa
kayttdd valmistajan suositteleman 18 mmol/l glukoosikonsentraation lisiksi soluja, joita on

kasvatettu glukoosikonsentraatiosssa 5,56 mmol/l. Ty6ssé verrattiin lisdksi DMEM/F12- ja
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DMEM/bikarbonaattielatusaineita toisiinsa glukoosikonsentraatioilla 18 mmol/I ja 33 mmol/l.
Bentsalkonikloridin aiheuttama toksisuus oli merkitsevisti pienempi DMEM/F12:ssa kasvatetuissa
soluissa glukoosikonsentraatiolla 33 mmol/l. DMEM/bikarbonaatin kéytto elatusaineena lienee
kuitenkin jatkotutkimuksissa jarkevimpad, koska téalloin pystytddn tutkimaan soluja myos alle 18

mmol/l:n glukoosikonsentraatioilla.
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