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KIITOKSET
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(IMT). Tutkimuksen kokeellinen osatehtiin Tampereen yliopiston Laéketieteen laitoksen Lastentautien
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TIIVISTELMA

Tutkimuksen tausta ja tavoitteet

Keliakia on perinndllinen autoimmuunisairaus, jossa vehndn, ohran ja rukiin gluteeni aheuttaa
tulehdusreaktion ohutsuolessa. Gluteeni sisdltéd gliadiinia, jonka on todettu olevan haitallinen
ohutsuolen epiteelisoluille. Kaura kuitenkin sopii keliaakikoille ja se sisdltéa avenantramideja, joillaon
todettu olevan antioksidanttisia, antiproliferatiivisa sekd anti-inflammatorisia ominaisuuksia.
Tutkimuksen tavoitteina oli pystyttda uusia menetelmia gliadiinin haittojen tutkimiseen seka selvittaa,
voiko avenantramidi tai siité synteettisesti johdettu |&8keaine, Tranilast, ennaltaehkéista tai parantaa
gliadiinin aiheuttamia haittavaikutuksia Caco-2-soluissa. Lisaks tavoitteenani oli tutkia minkdaisia
vaikutuksia aveniinilla, gliadiinin vastineella kaurassa, on Caco-2-soluissa.

Tutkimusmenetelmat

Caco-2-solujen apoptoosia tutkittiin FACS-menetelmélla ja proliferaatiota kaupallisen kolorimetrisen
(TER) seka FITC-dekstraanivirtausta solukerroksen 18pi. Kalvordyhe 6iden muodostumista anal ysoitiin
falloidiinivérjatyista solundyttei st& mikroskooppisesti.

Tutkimustulokset

Tutkimuksessa pystytetyt menetelmét, apoptoosi- ja proliferaatiomittaus eivét soveltuneet gliadiinin
haittavaikutusten tutkimiseen in vitro. Tranilast e kyennyt ehk&isemaén PT-gliadiinin aiheuttamaa
lisdantynyttd parasellulaarista |8paisevyyttd, eikd kalvordyheldiden muodostumista. PT-aveniinilla oli
voimakasta kal vordyhel 6iden muodostumista.

Tulosten tarkastelu

Jotkin menetelmisté eivét soveltuneet tutkittavien aineiden testaamiseen. Tutkimuksen tulokset eivét
anna viitteita Tranilastin k&yttokelpoisuudesta keliakian vaihtoehtoisena hoitomuotona. Lisaksi
aveniini osoittautui olevan melko haitallinen epiteelisoluille. N&in ollen on mahdollista ettd kaura sopii
keliaakikoille muiden ainesosiensa ansiosta.

Johtopa&at ok set

Tranilast el pysty estdmaan gliadiinin aiheuttamia haittavai kutuksia Caco-2-soluissa ja aveniini on yhta
toksinen kuin gliadiini, ainakin in vitro.
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ABSTRACT

Background and aims

Codliac disease is an inheritable autoimmune disorder in which gluten from wheat, barley and rye
induce deleterious inflammatory responses in the small intestine. Gluten contains a prolamin protein
gliadin which has been shown to have toxic effects on intestinal epithelial cells. Even thought oats also
contains gluten, it seems not to be harmful for celiac patients. Oats also contains avenanthramides,
which are found to have antioxidant, antiproliferative and anti-inflammatory activities.. The aims of
this study were to set up new methods for studying harmful effects of gliadin in Caco-2 cells and
investigate whether avenanthramide or Tranilast, a synthetic derivative of avenanthramides, could
prevent those effects. The last aim was to study the toxic effects of avenin, corresponding prolamin for
gliadin in oats, in Caco-2 cells.

Methods

Apoptosis of Caco-2 cellswas studied with FACS method and proliferation was studied by commercial
colorimetric kit. The change of the cell layer permeability was analyzed by measuring transepithelial
resistance (TER) and the flux of FITC dextran through the cell layer. The extent of membrane ruffling
was analysed from Phalloidin-stained cells microscopically.

Results

PT-gliadin did not increase either apoptosis or proliferation in Caco-2 cells when compared to controls.
In contrast, PT-gliadin significantly increased Caco-2 paracellular permeability, but Tranilast was
unable to prevent the effect. Nor could it provide protection against membrane ruffling when added to
the cells treated with PT-gliadin. PT-avenin had as strong effect on paracellular permeability in Caco-2
cellsas PT-gliadin, but it did not cause as extensive membrane ruffling as PT-gliadin.

Discussion

Some of the tested methods were not suitable for studying the effects of PT-gliadin in Caco-2 cells in
vitro. The results of the study do not support the usefulness of Tranilast as a future treatment form for
celiac disease. In addition, avenin showed notable cytotoxicity to epithelial cells. Thusit might be that
the suitability of oats to celiac patients is due to the other health-promoting agents present in oats.
Conclusions

We conclude that Tranilast is not able to prevent gliadin-induced negative changes in Caco-2 cells and
avenin has similar toxic effects as gliadin to epithelial cells at least in vitro.
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LYHENTEET JA SYMBOLIT

APC
a-DGP antibody

a-TG2 antibody

af-TCR
BSA
DMSO
EGF
FACS
FBS

FITC
HBSS
HLA

PBS
PT-aveniini
PT-BSA
PT-gliadiini
SEM

TER

TG2

Antigen presenting cell, antigeenin esittelij&solu
Anti-deamidated gliadin peptide antibody,
antideamidoitu gliadiinipeptidivasta-aine
Anti-transglutaminase-2 antibody,
antitransglutaminaasi 2 -vasta-aine

AlphabetaT cell receptor, afa-beta-T-solureseptori
Bovine serum abumin, naudan seerumin abumiini
Dimethyl sulfoxide, dimetyylisulfoksidi

Epidermal growth factor, epidermaalinen kasvutekija
Fluorescence activated cell sorting

Fetal bovine serum, naudan sikion seerumi
Fluorescein isothiocyanate, fluoresoiva isotiosyanaatti
Hank’ s balanced salt solution

Human leukosyte antigen, ihmisen leukosyyttiantigeeni
Phosphate-buffered saline
Pepsiinillajatrypsiinilla pilkottu aveniini
Pepsiinillajatrypsinilla pilkottu BSA
Pepsiinillajatrypsiinilla pilkottu gliadiini

Standard error of the mean, keskiarvon keskivirhe
Transepithelial resistance, transepiteelinen resistanss

Transglutaminase-2, transglutaminaasi 2



1 JOHDANTO

Keliakiaa on aiemmin pidetty melko harvinaisena lasten suolistotautina, jonka tyyppioireita ovat olleet
kasvun hidastuminen, imeytymishéiriét seka krooninen ripuli. Taudinkuvan |ageneminen,
diagnostiikan kehittyminen ja tehokkaan hoitomenetelmén keksiminen (gluteeniton ruokavalio) ovat
kuitenkin muuttaneet kasitystdmme keliakiasta ja sen esiintyvyydesta merkittavasti. Nykyaan keliakiaa
voidaankin Suomessa pitéé jo kansantauting, jota esiintyy kaikenikéisilla Vuonna 2006 suomalaisia
keliakiapotilaita oli diagnosoitu kuitenkin vain 24 000, joka osittain selittyy sillg, ettd taudin moni-
ilmeisyys viivastyttéd helposti oikean diagnoosin tekemistd Nykyaén suurin osa keliakiasta
diagnosoidaankin aikuisilla, jotka ovat useimmiten 30-40-vuotiaita. Nykytiedon valossa keliakiaa

voidaan siis pitda koko elimiston elinikéisend sairautena, jota esiintyy kaikenikaisilla (Maki ym., 2006).

Keliakiassa vehnan, ohran ja rukiin siséltdma gluteeni, ja eritoten sen sisditama gliadiini, aiheuttaa
tulehduksen ohutsuolen limakalvossa. Keliakiaan voi kuitenkin liittya paljon muutakin kuin pelkka
suoliston limakalvovaurio. Sairaus voi essimerkiks aiheuttaa luun tiheyden heikentymista tai ilmentya
ihottumana (dermatitis herpetiformis, ihokeliakia) (Collin ym., 2002). Keliakiaan on kuitenkin
olemassa tehokas hoito, tiukka gluteeniton ruokavalio, jolla suolisto- ja suoliston ulkopuoliset oireet
saadaan kuriin. Gluteenittomalla ruokavaliolla suolen limakalvo paranee 1-2 vuoden aikana (Kaukinen
ym., 2007a).

Vaikka kaurakin sisdltdd gluteenia, sen on kuitenkin osoitettu sopivan keliaakikoille. Kaurasta on
|6ydetty useita terveydelle hyddyllisia molekyylega ja taman tutkimuksen tarkoituksena onkin selvittas,
voiko kauran eras fenolinen antioksidantti, avenantramidi, tai sita synteettisesti johdettu |a&keaine
Tranilast, estdd tal parantaa gliadiinin haittavaikutuksia in vitro. Taman tutkimuksen toisena tavoitteena

on tutkia kauran gliadiinia vastaavan prolamiinin, aveniinin, toksisuutta suolen epiteelisoluviljelmissa.



2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Keliakia

2.1.1 Yleista keliakiasta

Keliakia on monimutkainen autoimmuunisairaus, joka on erityislaatuinen verrattuna muihin
autoimmuunisairauksiin siks, ettd taudin edellytyksend olevat keskeisimmét geneettiset tekijét seka
ymparistotekija on loydetty. Kdiakia on siis perinndllinen sairaus, jossa vehnan, ohran ja rukiin
sisdltdma gluteeni aiheuttaa kroonisen tulehduksen ohutsuolessa. Taman tulehdusreaktion seurauksena
ohutsuolen nukkalisdkkeet surkastuvat (villusatrofia) ja kuopakkeet pidentyvét (kryptahyperplasia).
Né&iden muutosten seurauksena limakalvo muuttuu littegksi, kun terveessi ohutsuolessa limakalvo on
voimakkaasti poimuttunut (Kuva 2.1).

Keliakiapotilaiden oireet voivat vaihdella suuresti mutta ne ovat yleensd ikaryhméan sidonnaisia, silla
tauti voidaan diagnosoida joko varhaisessa lapsuusidssi niin sanottujen klassisten oireiden perusteella
tai vasta myohemmin aikuisidssé, jolloin oireiden kirjo on paljon lagjempi (Sollid 2002). Vauvailla ja
pikkulapsilla keliakian oireina esiintyy usein ripulia ja imeytymishéirioitd, jotka edelleen johtavat
kasvuhéirioihin. Myos oksentelu, ruokahauttomuus ja jopa ummetus ovat yleisd Vanhemmilla
lapsilla ja nuorilla keliakia tyypillisesti ilmenee suoliston ulkopuolisina oireina kuten
lyhytkasvuisuutena, neurologisina oireina tai anemiana. Keliakian tyyppioire myds aikuisilla on ripuli,
johon saattaa liittyd vatsakipua. Kuitenkin vain alle puolella viime vuosikymmenen akana
diagnosoiduista aikuispotilaista ripuli on ollut ensisijainen oire. Aikuisidssa kdliakia todetaankin usein
esimerkiksi imeytymishéiridistd johtuvien sivuoireiden, kuten esimerkiksi raudanpuuteanemian,
osteoporoosin tai osteopenian takia. Keliakiaan liittyvét vauriot ohutsuolessa voidaan myds huomata
sattumalta, kun potilaalle on tehty sisdtdhystys jonkun muun tautiepdilyn, esimerkiksi
ruokatorvitulenduksen takia. Keliakia voi aiheuttaa myds muunlaisia, harvinaisempia oireita. Nahin
oireisiin lukeutuvat muun muassa ummetus, laihtuminen, uupumus, nivel- ja lihaskivut, haavaumat

(aftat) suun limakalvolla, veren proteiini- tai kalsiumpitoisuuden alentuminen sekd maksan



entsyymitasojen kohoaminen. Keliakiavoi ilmeta myds iho-oireing, jolloin on kyseessa ns. ihokeliakia
(dermatitis herpetiformis) seka vaikeina neurologisina oireina, joista on esimerkkina gluteeniataksia.
Néin ollen keliakia e ole pelkké suolistosairaus, vaan koko kehon elinikénen sairaus (Green & Cdllier,
2007; Hopper ym., 2007).

T

A

r

Z

Kuva 2.1. @) Kuvaterveen ohutsuolen limakalvosta, jossa nakyvét normaalit
villukset (V) jakryptat (C). Laminapropria (LP) on |0yhéasté sidekudoksesta
muodostuva ohut kerros epiteelin alapuolella, joka sisdltda |agjan veri- jaimusuoni-
verkoston. b) Keliaakikon limaka von tunnistaa villusatrofiasta ja kryptahyper-
plasiasta, jolloin limakalvosta tulee litted ja lymfosyyttien kertyminen lamina
propriaan jaepiteeliin liséantyy. (Mukaillen Sollid, 2002.)

Vielda 1970-luvulla keliakiaa pidettiin melko harvinaisena sairautena ja sen maailmanlagjuisen
prevalenssin arvioitiin olevan 0,03 % (Lohi ym., 2007). Kasitys taudista ja sen oireista on kuitenkin
muuttunut radikaalisti yli kolmessa vuosikymmenessa. Viimeisimpien kansainvdlisten tutkimusten
mukaan keliakian prevalenss maailmanlagjuisesti on 0,5-1 %. Kuitenkin vain yks yhdeksista
aikuisesta keliaakikosta tulee diagnosoiduksi, ja "keliakian jéévuori” (Kuva 2.2) onkin yleisesti
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tunnettu kasite. Keliakia on siis alidiagnosoitu sairaus ja siihen on useita syitd. Ensinndkin monet
Kliinikot ~ olettavat  tunnistavansa  keliaakikon  lapsuusian  tyyppioireiden,  esimerkiksi
imeytymishairididen tai siita johtuvien seurausten, perusteella. Tosiasiassa tyypillisin keliaakikko on
neljissa kymmenissd kun hénet diagnosoidaan. Lisdks aikuisilla oireet ovat hyvin erilaisia kuin
lapsilla, ja huomattavalla osalla aikuisista keliaakikoista ei ole ollenkaan gastrointestinaalisia oireita,
vaan sairaus voi ilmetd muualla kehossa, aiemmin luetelluin oirein. Tama taas johtaa siihen, etté oikean
diagnoosin tekeminen usein pitkittyy. Diagnoosin viiveen on raportoitu vaihtelevan 4,5 vuodesta jopa
yhdeks&an vuoteen (Hopper ym., 2007). Aikuisilla keliakiaa esiintyy tuntemattomasta syysté johtuen
kahdesta kolmeen kertaa enemmén naisilla kuin miehilld, mutta yleisesti myds muiden
autoimmuunisairauksien esiintyvyys on suurempi naisvaestossa (Green & Cellier, 2007). Keliakiallaon
todettu olevan yhteys muista autoimmuunisairauksista anakin tyypin 1 diabetekseen seka
autoimmuunikilpirauhastautiin, joiden sairastumiseen keliaakikoilla on I8hes kymmenkertainen riski
verrattuna normaalivéestoon. Myos Sjogrenin syndroomalla, primaarisella biliaarisella kirroosilla,
Addisonin taudilla, sydanlihassairaudella (kardiomyopatia) seka &éreishermon neuropatialla on todettu
olevan yhteys keliakiaan. Kun potilaalla on seka jokin edell& mainituista autoimmuunisairauksista seka
keliakia, on keliakia yleensa oireeton. Se paljastuu vasta autoimmuunisairauden toteamisen jalkeen,
kun potilas on l&hetetty riskiryhm&an kuuluvana keliakian serologiseen seulontaan (Periolo &
Chernavsky, 2006).

/Oireinen keliakia\ &
=]

'80 Kliinisesti oireeton T gﬁ
N keliakia 5

g

Q ' g
< Kehittymassa oleva S
T keliakia : g 2
: : :m%
: e

¥ ¥

Normaal
mukoosa

Terveet henkildt \ l

Kuva 2.2. Keliakian jaéavuori. (Mukaillen M&ki &
Collin 1997; Hopper ym., 2007.)
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2.1.2 Keliakian historia

Vaikka keliakia saattaakin vaikuttaa melko uudelta taudilta, joka yleistyy koko gjan varsinkin lantisissa
teollisuusmaissa, on silld kuitenkin pitkd historia. Kdiakian kuvas ensi kerran kreikkalainen 188kéri
Aretaios Kappadokialainen toisella vuosisadalla jKr. Tuolloin tauti sai nimen koiliakos, joka tarkoittaa
krelkaksi vatsaa. Aretaioksen mukaan koliakosta esiintyi aikuisilla, erityisesti vanhoilla naisilla, ja
taudin oirelksi han kirjasi kroonisen ripulin, vaaleat ja pahanhajuiset ulosteet seka yleisen heikkouden
ja kudosten surkastumisen. Nama Aretaioksen kuvaamat oireet sopivat hyvin vield ténaankin vaikean
keliakian taudinkuvaan. Hoidoks Aretaios suositteli paastoa, silla hén katsoi oireiden johtuvan

ruuansul atushdirioista, ja siten suolisto sai levata (M&ki ym., 2006).

Kului noin 1700 vuotta ennen keliakian kuvauksen seuraavaa péivitystd. Vuonna 1856 englantilainen
Francis Adams ka&éns Aretaioksen kirjoitukset englannin kielelle ja taudin kreikankielinen nimi
k&antyi muotoon coeliac diathesis, josta on perdisin myds nykydan kaytetty nimi coeliac disease i
keliakia. Kolmisenkymmenta vuotta mychemmin, vuonna 1880 |&&kari Sir Patrick Manson otti
kayttoon termin tropical sprue kuvatakseen tropiikissa esiintyvéd vaikeaa rasvaripulia ja
ravitsemushairiota. Samankaltaista rasvaripulia todettiin myéhemmin myos tropiikin ulkopuolella ja
tautia alettiin kutsua nimella non-tropical sprue tai idiopathic sprue. Sprue-sana voitiin myds korvata
rasvaripulin latinankielisella sandla steatorrhoea. Manson liittyy keliakian tarinaan siten, etta
my6hemmin trooppinen rasvaripuli ja keliakia todettiin samaksi taudiksi, jolloin kdyttéon tuli myés

termi coeliac sprue (M&ki ym., 2006).

Jotta voimme kuitenkin jatkaa keliakian historiaa kronologisessa jérjestyksess, on meidan viela
palattava takaisin 1800-luvun lopulle. Vuonna 1888 lontoolainen pediatri Samud Gee (Kuva 2.3)
julkaisi St. Bartholomew’ n sairaalan raporttisarjassa kuvauksen keliakiasta otsikolla ”On the Coeliac
Affection”, joka suurelta osin myotéili Aretaioksen havaintoja. Aretaioksen aiemmin lueteltuihin
oireisiin Gee lisds potilaiden kapeuden ja painotti, ettd ulkoisten oireiden takia potilaiden
suolistovaivat saattoivat helposti j&&da huomiotta. Uutta Geen julkaisussa oli myds se, ettd han kuvasi
keliakiaa krooniseks ruuansulatushairioks, jota edintyy kaikenikaisilla, kuitenkin erityisesti 1-5-
vuotialla lapsilla. Han oli my6s sitd mieltd, ettd jos potilasta oli mahdollista hoitaa, se onnistui
ainoastaan ruokavalion avulla (Dowd & Walker-Smith, 1974). Vaikka keliakian syyta e viela
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tiedettykadan, oli Gee jo oikeillajdjilla kiinnittéesséén huomiota potilaiden ruokavalioon. Han suositteli
nauttimaan jauhoista valmistettuja ruokia suhteellisen vdhan, mutta leipda potilaat saivat nauttia,

kunhan se oli paahdettu molemmin puolin.

Kuva 2.3. Tohtori Samuel Gee.
(Oljyvarimuotokuvan on maalannut
Charles Vigor.)

Geen artikkelin myodta myo6s monet muut tutkijat alkoivat perehtyd keliakiaan ja julkaista
kokemuksiaan taudista. 1900-luvun alussa kuuluisimmat keliakiatutkijat olivat amerikkalainen patol ogi
C.A. Herter seka saksalainen lastentautiopin professori Otto Heubner, joiden mukaan keliakiaa
kutsuttiin  Suomessakin Herter-Heubnerin taudiksi aina 1960-luvulle asti. Angloamerikkalaisissa
maissa keliakia taas tunnettiin nimella Gee-Herterin tauti. Keliakian syista e vield tuolloinkaan ollut
sen parempaa tietoa, vaikka useimmat |&ékéarit suosittelivatkin térkkelyspitoisten ruokien, eli gis
viljojen, jéttdmista pois potilaiden ruokavaliosta. Hoitona kaytettavét dieetit saattoivat lisdks olla mita
kummallisimpia: Gee raportoi eréan lapsipotilaan parantuneen syomalla hyvéaatuisia ssmpukoita ja
Suomeenkin asti rantautui Haasin vuonna 1924 lanseeraama banaanidieetti, joka olikin menestys, mutta
ilmeisesti siksi, etta dieettiin kuului myos leivan ja kaikkien viljatuotteiden valttdminen. Kiivas
keliakiatutkimus tuotti tulosta myds taudin genetiikkaan liittyen. Keliakian nimittdin huomattiin

eslintyvan suvuittain ja samaisissa suvuissa ndytti myads esiintyvan normaalia enemman diabetesté.
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Kesti kuitenkin kohtuullisen kauan, suunnilleen 1800 vuotta Aretaioksen péivistd, kun syy keliakiaan
viimein [6ytyi. Hollantilainen lastenla&kari W.K. Dicke osoitti vaitdskirjassaan vuonna 1950, etta
vahingollinen tekija e ollutkaan viljan térkkelys, jota alkaisemmin oli arveltu keliakian aiheuttajaks.
Syy loytyi vehnastd, ja kollegoidensa kemisti JH. van de Kamerin ja lastenld&kari H.A. Weyersin
avustuksella Dicken onnistui osoittaa, etta tdma vahingollinen osa oli vehnan prolamiini nimeltaan
gliadiini. Dicken ja hénen ty6ryhménsa havainnot todennettiin nopeasti myds muualla (Maki ym.,
2006).

Vaikka Aretaios akujaan esittikin keliakiaa esiintyvan 18hinnd vanhuksilla, pidettiin keliakiaa 1800-
luvun lopulta aina 1970-luvulle asti melko harvinaisena lastentautina. Suomessa taudista esitti
tieteellisen kuvauksen ensi kerran professori Wilhelm Pipping vuonna 1923 ja méérittel ya jatkoi Margit
Edgren pitdméasséan esitelméssa Suomen Lastenl 88kériyhdistyksen perustavassa kokouksessa vuonna
1930. Keliakia-sana oli tuolloin kuitenkin téysin tuntematon ja taudista kytettiin nimea intestinaalinen
infantilismi, ja myéhemmin Herter-Heubnerin tauti. Lapsipotilaat olivat vaikeasti sairaita (Kuva 2.4), ja
monet heistd menehtyivét tautiin, silla hoitoa e tunnettu. Ennuste kuitenkin parani hieman kun
potilaiden padasiallisena ravintona ryhdyttiin kayttamdan &idinmaitoa tai kun heidé sittemmin

méaérattiin Haasin banaanidiestille.

ol !
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Kuva 2.4. Riirros tyypillisesté lapsike-
liaakikosta.
(www.pigur.co.il/imgceliac/celiac.jpg)
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Jo 1950-luvulla Suomeenkin kantautui viestejéa gluteenittoman ruokavalion tehosta taudin hoidossa,
mutta dieettiin suhtauduttiin varauksella yli vuosikymmenen ajan. 1960-luvulla ruokavaliohoidon teho
voitiin viimein varmistaa, vaikka olikin epaselvag, kuinka pitkdan hoitoatulis toteuttaa. Ongelmanaoli
pitké&n myos taudin diagnosointi. Vuonna 1962 aloitettiin suolikoepalojen otto pieniltékin lapsilta,
jolloin todettiin keliakian olevan melko yleinen tauti. Sen myds todettiin esiintyvéan erityisesti alle
kaksivuotiailla, ja 1960-luvun puolivalissa kansallisia pikkul asten ruokintaohjeita muutettiin siten, etta
ale viiskuislle lapsille e suositeltu annettavaks gluteenipitoisia viljatuotteita. Tama nosti taudin
puhkeamisikdd ja pikkulapsipotilaat tulivat vuos vuodelta harvinaisemmaksi. Vuonna 1969
eurooppalainen lasten gastroenterologian jarjestdé (nykyd&an ESPGHAN, European Society for
Paediatric  Gastroenterology, Hepatology and Nutrition) jarjesti Interlakenissa Sveitsiss
paneelikeskustelun, jossa sovittiin keliakian mééritelmasté ja yhteisista diagnostisista kriteereista. Néita
kriteergga on kutsuttu yleisesti ns. Interlakenin sdanndiksi. Mydhemmin lasten keliakia ja aikuisten
idiopaattinen rasvaripuli todettiin samaksi taudiksi ja Sir Christopher Boothin vuonna 1973 jérjestaman
seminaarin loppupddtel ména olikin, ettd samat kriteerit soveltuvat kaytettaviks kaikissa ikaryhmissa.
Viimeistéan tall6in myos keliakian elamanikaisyys tuli kiistattomaksi (Maki ym., 2006).
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2.1.3 Keliakian prevalenssi

Serologisten seulontatutkimusten perusteella keliakian prevalenssi Euroopassa ja alueilla, joilla on
paljon eurooppalaisten jakeldisia (esimerkiksi Amerikassa ja Australiassa), on aikuisvaesttssa
suunnilleen 0,5-1 %. Suppeammat tutkimukset Pohjois-Afrikassa ja Lounais-Aasiassa viittaavat yhta
korkesan prevalenssin  my6s nélla alueilla Itse asiassa korkein keliakian prevalenss
maailmanlagjuisest, 5,4 %, on raportoitu olevan Pohjois-Afrikan Sawaharivaestosss, jossa keliakian
toinen geneettinen alttiustekija HLA-DQ2 (human leukocyte antigen DQ2) -geeni on yleinen. Keski-
Afrikassa ja Kaukoidassé e ole tehty |agjoja serologisia seulontoja, mutta ainakin oireinen keliakia on
néilla aluellla hyvin harvinainen. Se tiedetddn myos, ettéd Kaukoidassda HLA-DQ2:n prevaenssi on
erittdin alhainen. Perinndlliset eroavaisuudet, erityisesti HLA-tyypeissa, eri vaestojen kesken selvasti
siis vaikuttavat havaittuihin keliakian prevalenssieroihin. Myos viljatuotteiden kulutus on yhteydessa
keliakian prevalenssiin. Kaukoidassi ja Saharan eteldpuoleisessa Afrikassa gluteenipitoisia viljoja
kytetddn ravintona hyvin vahan. Lisdks on pystytty osoittamaan, ettd nautitun gluteenin maarélla,
varsinkin varhaislapsuudessa, olisi merkitysta henkilon alttiuteen sairastua keliakiaan eldménsa aikana.
Maissa joissa vauvojen gluteenipitoisten viljojen kulutus on vahaista (essmerkiks Tanskassa, Eestissa
ja Suomessa), myds seka lapsuus- etté aikuisian keliakian insidenssi on matalampi kuin maissa, joissa
pikkulasten gluteenin kulutus on runsasta (esmerkiks Ruotsissa) (Dubois & van Heel, 2008).
Suomessa keliakian prevalenssi on kuitenkin nykyaén akuisvéestossa jo 2 % luokkaa (Lohi ym.,
2007). Vanhuksilla keliakian prevalenss on 2,5 % (Vilppula ym., 2008) ja kouluikéasillalapsilla 1,5 %
(M&ki ym., 2003).
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2.1.4 Keliakian patogeneesi

Keliakian, kuten muidenkin kroonisten tulehdussairauksien, etiologiaan liittyy seka ympéristo- etta
geneettisid tekijoita. Jakimmaisista ovat hyvand esimerkkind HLA-geenit, joiden toiminta on térkedssa
osassa useiden kroonisten tulehdussairauksien, mukaan lukien keliakian, puhkeamisessa. Keliakian
sekd muiden autoimmuunisairauksien patogeenisten mekanismien selvittamisen tekee haasteelliseks
se, ettd geneettisten ja ympéristotekijoiden vélinen vuorovaikutus on yleensa hyvin monimutkaista.
Keliakiaa voidaan kuitenkin kolmen merkittévan syyn takia pitda mallisairautena muita monimutkaisia
autoimmuunisairauksia tutkittaessa. Ensinndkin sairauden aiheuttava ympéristotekija, gluteeni, on
tunnistettu ja sen vaikutuksia voidaan tutkia poistamalla ja palauttamalla se hallitusti potilaan
ruokavalioon. Toiseksi, keliakian alttiuden maérdavat HLA-molekyylit on pystytty identifioimaan.
Kolmas syy, miksi keliakiaa voidaan pité&d muiden autoimmuunisairauksien mallitautina, on se, etta
keliakian tapauksessa taudin vahingoittamaan elimeen, ohutsuoleen, paéstéédn suhteellisen helposti
kasiksi. T&méa on mahdollistanut yksityiskohtaisten in situ -tutkimusten tekemisen ja taudin kannalta
merkityksellisten solupopulaatioiden eristdmisen in vitro -tutkimuksia varten (Sollid, 2002).
Autoimmuunisairautena keliakian patogeeniset mekanismit ovat kuitenkin hyvin monimutkaisia
Ohutsuolen epiteelin jalamina proprian vélisten prosessien yksityiskohdat seké keliakian perimmainen

syy ovat vield selvittdmétta.

Koska keliakia on perinnollinen sairaus, on sen patogeneesin kuvailu luonnollista aloittaa sairaudelle
altistavista geeneistd. HLA-kompleks on hyvin polymorfinen 4 Mb alue kromosomialueella 6p21. Se
kasittada yli 200 geeni& ja enemman kuin 3000 tunnettua aledlia. HLA luokan 11 geenit, DP, DQ jaDR,
osallistuvat eksogeenisten peptidiantigeenien esittelyyn T-soluille. N&iden geenien yhteys keliakiaan
tuli ens kerran esille serologisten menetelmien avulla kun variantti DR3 todettiin sairaudelle
atistavaksi. DR3-molekyylia koodaava alledli sijaitsee 6 Mb | agjentuneessa haplotyypissi (DR3-DQ2),
joka loytyy joka kymmenennelta pohjoiseurooppalaiselta. Taméa haplotyyppi liittyy my6s muihin
autoimmuunisairauksiin, kuten tyypin 1 diabetekseen seka autoimmuunikilpirauhastautiin (Dubois &
Heel, 2008). Yleisesti ottaen, suurimmalla osala (noin 90 %) keliakiapotilaista siis ilmentyy HLA-
DQ2-molekyyli, vdhemmistolla (noin 10 %) taas HLA-DQ8-molekyyli. HLA-DQ2 ja HLA-DQS8 -
molekyylit voivat aiheuttaa alttiuden keliakiale joko esittelemdld keliakiaspesifeja peptideja
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immuunipuolustuksen T-soluille ohutsuolessa tai muokkaamalla kehittyvid T-soluja kateenkorvassa.
Molemmista tapahtumista on seurauksena epdnormaali CD4+-T-soluvélitteinen autoimmuunivaste,
joka johtaa keliakian kehittymiseen. Tassd yhteydessa on kuitenkin hyva mainita, ettd HLA-DQ2/8
selittéa vain noin 40-50 % keliakian alttiudesta, joten keliakia onkin polygeeninen sairaus, jonka
taustalla on muitakin kuin HLA-geeng & (Catassi & Fasano, 2008).

Keliakia e kuitenkaan voi puhjeta pelk&std8n geneettisten tekijoiden aikaansaamana, vaan siihen
tarvitaan myds ympéristotekija, viljojen gluteeni. Gluteeni el hajoa taydellisesti ruuansulatuskanavassa,
vaan jéljelle jéa erilaisia gliadiinipolypeptidga, kuten o-gliadiinin 33-meeri, jonka on osoitettu
toimivan voimakkaana antigeenind CD4+-auttgja-T-soluille (Shan ym., 2002). Nama gliadiinipeptidit
eivdt diis hgoa ohutsuolessa mahan, haiman evdtka ohutsuolen harjareunuksen proteaasien
vaikutuksesta. Jadtyaan ohutsuolen luumeniin gliadiinipeptidit voivat mahdollisen ohutsuolen infektion
epiteelisolukerroksen toisella puolella on lamina propria, joka toimii keliakian geneettisten ja
immunologisten tekijoiden nayttdmond, silla siella ovat immuunipuolustuksen solut. Kun
gliadiinipeptidit ovat tunkeutuneet lamina proprian puolelle, ne kohtaavat transglutaminaasi 2 -
entsyymin (transglutaminase-2, TG2), joka deamidoi spesifisissa peptideissa, kuten gliadiinissa, olevia
glutamiinitéhteita. Gliadiinipeptidien deamidaatio lisda niiden immunogeenisyytté. Jotta ndma peptidit
voisivat aiheuttaa immunologisen vasteen, taytyy lamina propriassa kuitenkin olla myds tietynlaisia
immunosyyttgad. Tassa kohtaa perima astuu kuvaan. Suurimmalla osalla keliaakikoista antigeenin
esittelijasoluilla (antigen presenting cell, APC) on pinnallaan jo aiemmin mainittuja HLA-DQ2- tai
HLA-DQ8-molekyylgga (Green & Cellier, 2007). Deaminoidut gliadiinipeptidit voivat kiinnittya
antigeenin esittelijasolujen pinnale HLA-DQ-molekyylien valitykselld, miké taas mahdollistaa naiden
peptidien esittelyn gliadiiniherkille CD4+-soluille ja sitéa kautta hankinnaisen immuniteetin vasteiden
k&ynnistymisen (Gianfrani ym., 2005). CD4+-solujen pinnalla deaminoitujen gliadiinipeptidien
tunnistamisesta vastaavat of-T-solureseptorit (ap-T-cell receptor, af-TCR) (Kuva2.5) (Sollid, 2002).
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Kuva 2.5. Keliakian patogeneesi. (Mukaillen Sollid, 2002.)

Gliadiinireaktiiviset CD4+-solut alkavat gliadiinipeptidien esittelyn seurauksena tuottaa tulehdusta
edistévia véittgdaineita, kuten gamma-interferongja. Nama Tp1-solupopulaation tuottamat sytokiinit
kdynnistdvét tulehduskaskadin, joka johtaa metalloproteinaasien ja muiden kudosta hajottavien
entsyymien vapautumiseen ja lopulta kryptien hyperplasiaan seka villusten surkastumiseen (Mohamed
ym., 2006). Gliadiiniherkét CD4+-auttgjasolut ovat vuorovaikutuksessa B-solujen kanssa, joilla on
térked merkitys vasta-ainevélitteisessd immuniteetissa. B-solut nimittdin tuottavat vasta-aineita, jotka
keliakian tapauksessa ovat esimerkiks vasta-aineita antideamidoituja gliadiinipeptidej& vastaan (anti-
deamidated gliadin peptide antibodies, a-DGP antibodies) seka TG2:sta vastaan (anti-transgl utaminase-
2 antibodies, a-TG2 antibodies)(Kaukinen ym., 2007b). Nasta jalkimméiset ovat niin sanottuja
autovasta-aineita, koska ne kohdistuvat elimistdon omiin kudoksiin. Myo6s terveessa kehossa on B-
soluja, jotka ovat spesifeja liukoisille autoantigeeneille, mutta jotta ne pystyisivat tuottamaan vasta-

aineita nélle antigeeneille, niiden téytyy saada apua T-soluilta. Tama avunanto voi tapahtua sitomalla
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autoantigeeni  vieraan antigeenin (eli tassd tapauksessa niin sanotun kuljettajaproteiinin)  T-
soluepitooppiin. Keliakiassa tdlainen kompleksi muodostuu TG2:n ja gliadiinipeptidin vélille, ja
gliadiiniherkét CD4+-solut voivat ndin ollen auttaa antigeengja esittelevia B-soluja tuottamaan TG2-
vasta-aineita (Kuva 2.6) (Jabri & Sollid, 2006). Luokan immunoglobuliini A TG2- ja DGP-vasta-
aineiden herkkyyden seka spesifisyyden on keliakiapotilailla todettu olevan jopa 95 %, ja niita
voidaankin kayttaa apuna keliakian diagnostiikassa (Kaukinen ym., 2007b).

Endosytoosi

Prosessointi

Esittely

Gliadiinipeptidi

Auttaminen

CD4+-T-solu

Kuva 2.6. Gliadiiniherkdt CD4+-solut voivat auttaa antigeenin
esittelij&soluina toimivia B-soluja tuottamaan vasta-aineita. Jokaisella
ihmisella on B-soluja, jotka voivat tuottaa vasta-aineita autoantigeeng
vastaan, mutta ne tarvitsevat T-solujen apua aloittaakseen ndiden im-
munoglobuliinien erityksen. Gliadiini ja TG2 muodostavat kompleksin,
jossagliadiini on kantajaproteiini. Kompleksin muodostumisen kautta
gliadiiniherkét T-solut voivat auttaa B-soluja o-TG2-vasta-aine-
erityksessa.(Mukaillen M&ki, 1994; Sollid, 1997.)
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Gliadiinipeptidit voivat sytokiinierityksen valityksella laukaista myds synnynndisen immuniteetin
vasteen ohutsuolen epiteelissd, mika mahdollistaa edelld kuvatun soluvélitteisen immuniteettireaktion.
Synnynnéisen immuniteetin aktivoituessa epiteelisolukon enterosyyttien interleukiini 15:n ekspressio
lisdantyy (Maiuri ym., 2000; Di Sabatino ym., 2006). Tamad taas aiheuttaa epiteelinsisiisten
lymfosyyttien aktivoitumisen ekspressoimaan NK-G2D-reseptoria, joka on luonnollisten tappajasolujen
(nature killer cells) markkeri (Mention ym., 2003). Néin ollen lymfosyyteista tulee sytotoksisia ja ne
alkavat tappamaan enterosyytte&, joilla on pinnallaan MICA (major histocompatibility complex class |
chain related protein A) -antigeeni. MICA-antigeeni ilmentyy yleensa stressitilan, esimerkiksi
infektion, seurauksena. Tarkat ja perusteelliset mekanismit epiteelin ja lamina proprian valisten
prosessien taustalla ovat kuitenkin vield selvittdmétta (Di Sabatino ym., 2006; Green & Cellier, 2007).

2.1.5 Keliakian hoito

Keliakiaa voidaan tdla hetkella hoitaa ainoastaan poistamalla gluteeni kokonaan potilaan
ruokavaliosta. Tama tarkoittaa k&ytédnnossa sitd, ettd keliaakikon tulee vattéa vehnds, ohraa ja ruista
koko loppueldméansa agjan. Gluteenittomalla ruokavaliolla suolen limakalvo paranee yleensd 1-2

vuoden aikana (Kaukinen ym., 2007a).

Gluteenittoman ruokavalion noudattaminen e kuitenkaan valttamétta ole potilaalle helppoa, silla
varsinkin lansimaissa viljat muodostavat merkittévan osan ihmisten nauttimasta ravinnosta. Onkin
ehdottoman téarkeds, ettd potilas saa tarpeeks informaatiota ruokavaliosta ja ettd han kokee
gluteenittoman el@mantavan mahdolliseks arkipéivan eldméassdan ja saa siihen tukea (Niewinski,
2008). Kdiaakikon voi kuitenkin olla vaikeaa sitoutua téysipainoisesti gluteenittomaan ruokavalioon
myo6s siksi, ettd se on kaliimpi kuin normaali ruokavalio ja se koetaan usein my@s sosiaalisesti
rgjoittavaksi. Gluteenittomien tuotteiden valikoima ja hintataso vaihtelevat maittain ja joissain maissa
(kuten Suomessa) valtio tukee gluteenittomia tuotteita. Keliakian tunnettavuus sairautena seka
elintarvikkeiden merkitseminen gluteenia sisdltaviksi vahtelevat myos paljon eri maiden villa jo
pelké&stédan Euroopan aueella (Green & Cellier, 2007).
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Keliaakikko voi korvata kielletyt pééviljat vaihtoehtoisilla viljoilla, essimerkiks riisillg, tattarilla,
maissilla, hirssilla ja kauralla. Koska edella luetellut viljat eivét sisdlla yhta paljon B-vitamiinia kuin
padviljat, pitkdan gluteenitonta ruokavaliota noudattaneilla keliakiapotilailla saattaa esiintya
vitamiinipuutosta, mutta ongelma on helposti hoidettavissa vitamiinilisien avulla (Green & Céllier,
2007).

Vaikka gluteeniton ruokavalio onkin yksimielisesti hyvéksytty oireisen keliakian ainoaks
hoitomuodoksi maailmanlagjuisesti, sen k&yttdmisesta kliinisesti oireettomien eli niin sanottujen
piilevien keliaakikkojen hoidossa on vield eridvid midipiteita. Keskustelua heréttévat myos henkil o,
joiden seerumista |0ytyy keliakiaspesifisia vasta-aineita, mutta joiden ohutsuolessa e toistaiseks nay
merkkeg/& mukoosavaurioista. On kuitenkin osoitettu, ettd gluteenittomasta ruokavaliosta on hyotya
tallaistenkin potilaiden kohdalla (Kurppa ym., 2009). Y hteenvetona voidaan siis sanoa, etta niin kauan
kuin keliakian hoitoon e ole olemassa muita vaihtoehtoja, gluteeniton ruokavalio on suositeltava
kaikentyyppisille keliaakikoille (Troncone ym., 2008).

2.2 Gluteeni

Gluteeni on proteiinifraktio, joka loytyy kaikista paaviljoistamme, vehnastd, ohrasta, rukiista ja
kaurasta. Gluteeni e siis ole yksittdinen proteiini, vaan kasittaéa kaikki viljanjyvan ydinosan proteiinit.
Se on jéljelle jaéva sitkomassa, kun jyvéan ydinosasta on poistettu tarkkelys (Maki ym., 2006). Gluteeni
sisdltda paljon proliini- ja glutamiiniaminohappoja ja se voidaan edelleen jakaa erillisiin
proteiiniosioihin, prolamiineihin. Vehndn gliadiini-prolamiini sisdltéd ne myrkylliset aineet, jotka
aiheuttavat keliakian. Tosin vehnan toinenkin prolamiinin, gluteniinin, on todettu olevan myrkyllinen,
mutta gliadiinia on tutkittu enemman. Gliadiinia vastaavat prolamiinit ovat rukiissa sekaliini, ohrassa
hordeiini sekd kaurassa aveniini. Tyypillisesti vehndn prolamiinifraktiot on erotettu toisistaan
liukoisuuden perusteella, jolloin alkoholiin liukenevia proteiingja kutsuttiin gliadiiniksi ja alkoholiin
liukenemattomia gluteniiniksi. Uudempien tutkimusten mukaan gluteniinin uuttaminen alkoholilla ei

kuitenkaan tuota kahta téysin erillistd fraktiota, vaan gluteniinia |0ytyy gliadiinifraktiosta ja
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painvastoin. Gluteenin jaotteluun onkin esitetty parempaa, molekyylipainoon perustuvaa luokittelua
(Kuva 2.7) (Howdle, 2006).

Gliadiinin myrkyllisyydestd kertovia koetuloksia on soluviljelymalleilla saatu jo 1970-luvulta alkaen.
Gliadiini aiheuttaa ohutsuolen epiteelisoluissa morfologisia muutoksia (solujen tukirangan muutokset,
aktiinin uudelleenjarjestaytyminen, kalvordyheldiden syntyminen (membrane ruffles) solulauttojen
reunalle), muutoksia proliferaatiossa (Barone ym., 2007) seka apoptoosin lisdantymista (Giovannini
2005). Nama kaikki haittavaikutukset on havaittu altistaessa Caco-2-soluja pepsiinilla ja trypsiinilla
pilkotulle gliadiinille (PT-gliadiini). Caco-2-solulinja on ihmisen paksusuolen rauhassytvasta kehitetty
solulinja, jota on kaytetty paljon suolen epitedin tutkimisessa viimeisten vuosikymmenten aikana
(Sambuy ym., 2005).

Gluteeniproteiinit
Gliadiinit Gluteniinit
(monomeeriset) (polymeeriset)
Alhaisen Korkean
w-gliadiinit a-gliadiinit y-gliadiinit molekyylipainon molekyylipainon
alayksikot alayksikot
Rikkia
sisdltamattomat o . Korkean
keskitason prolamiinit
molekyylipaino

Kuva 2.7. Vehnan gluteeniproteiinin jaottelu. (Mukaillen Shewry ym., 1992)
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2.3 Kaura

Vaikka kaurakin siséltda gluteenia, sen on todettu kuitenkin sopivan keliaakikon ruokavalioon, silla se
el kliinisten tutkimusten mukaan esta ohutsuolta paranemasta eikd aiheuta ohutsuolen uudelleen
vaurioitumista potilaan ollessa muutoin gluteenittomalla dieetilla (Holm ym., 2006; Koskinen ym.,
2008). Janatuinen ym. (2000) totesivat, ettei kaura mytskadn aiheuttanut keliakialle tyypillisten vasta-
aineiden tasojen nousua toipuvilla keliakiapotilailla. Viitteita kauran turvallisuudesta keliaakikoille on
saatu lisdksi in vitro -tutkimuksista, joissa on esimerkiksi todettu, ettd aveniini, vehndn gliadiinia
vastaava prolamiini kaurassa, el ailheuta endomysiumvasta-aineiden tuottumista (Picarelli ym., 2001)
elkd Tpl-soluvastetta hoidettujen keliakigpotilaiden ohutsuolen  limakalvon  biopsioiden
kudosviljelmissa (Kilmartin ym., 2003).

Kauran, erityisesti sen ravintokuitujen, terveysvaikutuksia on tutkittu ahkerasti viime vuosina. Sekéa
kauran liukoisten etté liukenemattomien ravintokuitujen on todettu olevan monin tavoin térkeita
terveyden kannalta. Liukoinen kuitu sisdltéd muun muassa glykosaminoglykaania, pektiinia ja tiettyja
hemiselluloosamol ekyylejd. Sdlluloosa, ligniini ja loput hemiselluloosat ovat liukenemattomia kuituja
Ligniini esimerkiks pystyy absorboimaan sappihappoja. Liukenemattomilla kuiduilla on lisdks
yleensa hyva vedensitomiskyky, mika edistéa ulosteen muodostumista. Liukoinen Kuitu rakentuu ei-
tarkkelyspitoisista polysakkarideista, kuten betaglukaanista, ja se voi muodostaa viskoosgja liuoksia.
Lisdantynyt viskositeetti ohutsuolessa hidastaa ravintoaineiden kulkeutumista limakalvon lavitse,
viivastyttéa suolen tyhjenemista seka hidastaa glukoosin ja sterolien imeytymistd. Néin ollen liukoinen

kuitu alentaakin tehokkaasti veren kolesteroliaja normalisoi veren sokeritasoja.

Ravintokuitujen on todettu myds liittyvén proteiinien toimintaan ohutsuolessa, silla ndma proteiinit
voivat sitoa mineraaleja ravintokuitupartikkeleihin ja siten vaikuttaa mineraalien biologiseen
hy6tyosuuteen ja edelleen kehon mineraalitasapainoon (Butt ym., 2008). Kaura, kuten muutkin
yksisirkkaiset viljakasvit, siséltéd myos joukon fenoliryhmia omaavia fytokemikaalga, jotka pystyvéat
jdjittaméan ja sitomaan vapaita radikaaleja ja ndin ollen osalistuvat antioksidanttiaktiivisuuden

syntymiseen in vitro (Chen ym., 2007).
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Koska gluteenittoman ruokavalion noudattaminen on keliaakikoille haasteellista, voi kauran
kayttdminen muutoin tiukasti viljattoman ruokavalion ohella olla merkittava helpotus ja edesauttaa
potilaiden sitoutumista gluteenittomaan ruokavalioon (Butt ym., 2008). Tutkimusten mukaan
keliakiapotilaat ovatkin sita mieltd, ettd kauran k&ytté monipuolistaa gluteenitonta ruokavaliota ja
parantaa sen ravintoarvoa. Lisdks keliaakikot myOs arvostavat kauran makua, hyvaa saatavuutta ja
alhaista hintaa (Per8aho, 2004). Jos kaurasta vield |0ytyis molekyyli, joka vois ennataehkaista tai
parantaa gliadiinin aiheuttamia haittoja ohutsuolen epiteelisoluissa, olis se erinomainen
|&8keainekandidaatti keliakian hoitoon téhtédévassa tutkimuksessa, koska kaura jo léhtdkohtaisestikin
sopii 1ahes kaikille keliaakikoille.

2.3.1 Betaglukaani

Kauran liukoisen ravintokuidun térkein komponentti on betaglukaani. Se on lineaarinen, haarautumaton
polysakkaridi, joka rakentuu B-D-glukopyranosyyliyksikbista (Kuva 2.8). Betaglukaanilla on
ainutlaatuisia toiminnallisa ja ravitsemuksellisia ominaisuuksia kuten esimerkiksi voimakas
viskositeetti suhteellisen pienilldkin pitoisuuksilla. Lisdks betaglukaanin viskositeetti pysyy
muuttumattomana 18pi lagan pH-alueen, mutta se vahenee lampdtilan noustessa. Betaglukaania
voidaankin kayttéd esimerkiks suurusteena elintarviketeollisuudessa. Monet betaglukaanin fysiol ogiset
muassa plasman glukoositason aentaminen ja insuliinivasteen heikentdminen aterioinnin jalkeen,
sappihappojen kuljetus suoliston alempiin osiin ja niiden vapauttaminen seka seerumin kol esterolitason
alentaminen (Butt ym., 2008).

CH20H CH20H CH20H CH20H CH20H

O 0
b 0
0
o [\ OH OH 4 OH Ay
OH OH
OH OH OH OH OH

Kuva 2.8. Betaglukaanin rakenne. (Butt ym., 2008.)

25



2.3.2 Avenantramidi

Kaurasta on my6s [Gydetty ainutlaatuinen, ahaisen molekyylipainon omaavien liukoisten
fenoliyhdisteiden ryhmé, avenantramidit, joita ei ole |8ydetty muista viljakasveista. Avenantramidit
muodostavat ylivoimaisesti suurimman sitoutumattomien fenolisten antioksidanttien ryhman kauran
jyvéssa. (Nie ym., 2006). Avenantramidit koostuvat antraniilihapon tai sen hydroksyloituneiden
johdannaisten amidikonjugaateista sekd hydroksikanelihapoista, ja ne voidaan rakenteensa perusteella
jakaa kolmeen ryhmaan (Kuva 2.9). Avenantramidega pidetddn tarkeimpina fytoaleksiineina kauran
puol ustusmekani smeissa tiettyja patogeenea vastaan. Niilla on lisaksi todettu olevan antioksidanttisia,

antiproliferatiivisia seka anti-inflammatorisia ominaisuuksia (Chen ym., 2007).

R>
R
’ 0
R
N 7 3
H
HO N0 OR,
R, R, R, R,
AV-A OH H H H
AV-B OH H OCH; H
AV-C OH H OH H
Tranilast™ H H OCH3 CH3

Kuva 2.9. Avenantramidien ja Tranilastin rakenne.
(Mukaillen Chen ym., 2007.)
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2.3.3 Tranilast

Tranilast (N-(3',4’ -dimetoksisinnamonyyli)-antraniilihappo) on avenantramidista synteettisesti johdettu
|&&keaine, jonka farmakologiset ominaisuudet esiteltiin ensikerran jo 1970-luvulla. Sen kemialinen
rakenne poikkeaa hiukan avenantramidin rakenteesta (Kuva 2.9). Tranilastia kaytettiin alun perin
dermatologisten hairididen, kuten liikakasvuisten arpeutumien seka keloidien hoidossa. Koska se on
my6s yliherkkyysreaktioita estéva 188keaine, sitd on kaytetty lisdksi allergisen nuhan, atooppisen
ihotulehduksen sek& keuhkoastman hoidossa. Y liherkkyysreaktioiden estdminen perustuu Tranilastin
kykyyn hillita sy6ttosolujen degranulaatiota seka histamiinin erittdmistéd. Viime vuosina Tranilastin
vaikutuksia on tutkittu erilaisten in vitro - seka in vivo -mallien avulla, ja tutkimukset ovat paljastanest,
etta Tranilastin vaikutukset perustuvat useisiin eri mekanismeihin. Nata mekanismea ovat muun
muassa soluvdliaineen proteiinisynteesin inhibitio, solujen proliferaation rajoittaminen seka fibroosiin
johtavien tulehdusvasteiden inhibitio (Phaf & Hocher, 2004; Pae ym., 2008). Liséks Tranilastilla on
useissa tutkimuksissa osoitettu olevan anti-inflammatorisia vaikutuksia. Se muun muassa supressoi
syklo-oksigenaasi 2 -ekspressiota interleukiini 1p -stimuloiduissa fibroblasteissa (Platten ym., 2001)
sekd interleukiini 6 -eritysta tuumorinekroositekija a -stimuloiduissa endoteelisoluissa (Spiecker ym.,
2002). Tranilastin anti-inflammatorisia mekanismeja e kuitenkaan vield tédysin ymmarreta (Pae ym.,
2008).
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3 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Tutkimukseni tavoitteena oli pystyttdad uusia menetelmid, joilla voitaisiin tutkia PT-gliadiinin
haittavai kutuksia suolen epiteelisoluviljelmissd, Caco-2-soluissa. Liséks tavoitteenaoli selvittag, voiko
kauran avenantramidi tai siita synteettisesti johdettu |&8keaine, Tranilast, ennataehkaista tai parantaa
gliadiinin aiheuttamia haitallisa muutoksia Caco-2-soluilla. Kolmantena tavoitteenani t&ssa
tutkimuksessa oli tutkia mink&laisa vaikutuksia kauran prolamiini aveniinilla on yksingén suolen
epiteelisoluviljelmissa.
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4 MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1 Caco-2 -solujen viljely

Caco-2-soluja (HTB-37, American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) viljetiin MEM-
kasvatusliuoksessa (Minimum Essentia Medium, GIBCO Invitrogen, Paisley, Iso-Britannia), johon oli
lisdity 20 % naudan sikion seerumia (Fetal Bovine Serum, FBS, GIBCO Invitrogen), 50 U / ml
penisilliini-streptomysiinia (GIBCO Invitrogen), ei-va ttaméttomi& aminohappoja (GIBCO Invitrogen),
0,1 M natriumpyruvaattia (Sigma-Aldrich, Seelze, Saksa) sek& natriumbikarbonaattia (GIBCO
Invitrogen). Soluja viljeltiin inkubaattorissa (Sanyo MCO-17A1C CO; Incubator, Sanyo Electric Co.,
Ltd., Osaka, Japani) soluviljelyolosuhteissa (37 °C, 5 % CO,). Solut siirrostettiin kahdesti viikossa,
aina 10" solua / cm?, eli 750 000 solua / soluviljelypullo (CELLSTAR® Standard Cell Culture Flask,

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Saksa).

4.2 PT-gliadiini, PT-BSA ja PT-aveniini

Kokeissa kaytetyt gliadiini, BSA (kontrolli) jaaveniini olivat kaikki pepsiinill&ajatrypsinilla pilkottuja
(PT-gliadiini, PT-BSA ja PT-aveniini). Nama kaikki aineet oli vamistettu Kuopion yliopiston
Farmakologian ja toksikologian laitoksella, josta ne saatiin lahjana FT Jarkko Vendéaiseltd. Kaikki
aineet liuotettiin nd&nnytyskasvatusliuokseen siten, ettd niiden lopullinen konsentraatio soluilla olisi 1
mg /ml. Naannytyskasvatusliuos oli kuten normaali kasvatusliuos, mutta se sisélsi vain 1 % FBS.ia 20

% sijaan.
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4.3 Apoptoosimittaus

Soluja kasvatettiin 12-kuoppalevylla (12 Well Cell Culture Cluster, Corning B.V. Lifesciences,
Schiphol-Rijk, Alankomaat, 100 000 solua / kuoppa) 1-3 vuorokautta, jonka jalkeen ne pestiin kerran
HBSS:Ila ja niille vahdettiin ndannytyskasvatusiuos. Kun soluja oli inkuboitu yon yli
ndannytyskasvatusliuoksessa, ne dltistettiin PT-BSA:lle ja PT-gliadiinille 4 tai 24 tunnin gjaksi. Sitten
solut pestiin kaksi kertaa HBSS:lla ja irrotettiin kuoppalevylta 0,25 % trypsini-EDTA:lla (Sigma-
Aldrich). Apoptoosimittauksessa kaytettiin fluoresenssiin perustuvaa solujen erottelua (Fluorescence
Activated Cell Sorting, FACS). Solut vérjéttiin  fluoresenssi-isotiosyanaatti  (Fluorescence
isothiocyanate, FITC) -leimatulla anneksiini V:114 ja propidiumjodidilla kaupallisen kitin (Annexin V
FITC Apoptosis Detection Kit, Calbiochem, EMD Biosciences Inc., San Diego, CA, USA) protokollan
mukaan. Apoptoottisten solujen méaaritykseen kaytettiin virtaussytometria (Coulter Epics XL-MCL
Flow Cytometer, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA). Soluja laskettiin noin 5000 / ndyte ja
data anaysoitiin EXPO 32 ADC Analysis -ohjelmalla (Applied Cytometry Systems, Sheffield,
Englanti).
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4.4 Proliferaatiomittaus

Proliferaatiomittausta varten soluja kasvatettiin 96-kuoppalevylla (TC Microwell 96F, Nunc, Roskilde,
Tanska, 5000, 10000 tai 15 000 solua / kuoppa). Soluille vaihdettiin naénnytyskasvatusliuos
vuorokauden kuluttua siirrostuksesta. Kun soluja oltiin inkuboitu yon yli ndannytyskasvatusliuoksessa,
ne adtistettiin ensin menetelman optimoimiseks  PT-gliadiinille, PT-BSA:lle sek& pelkélle
ndannytyskasvatudiuokselle (kontrolli). Vuorokauden kuluttua altistuksesta elavien solujen maaré
néytteissa maaritettiin kaupallisen kitin (CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay, Promega Corporation, Madison, WI, USA) ohjeen mukaan. Kolorimetrinen mééritys tehtiin
aallonpituudella 492 nm (51118300 Multiskan Ascent®, 230 V, Thermo Labsystems, Helsinki, Suomi).

4.5 Avenantramidi ja Tranilast

Avenantramidi  saatiin lahjana ETT  Tuula  Sontag-Strohmilta  Helsingin  yliopiston
elintarviketeknologian laitokselta. Avenantramidin (100 mg / ml) lamennudiuos oli 0,1 %
kaliumsorbaatti liuotettuna 50 % vesi-glyseroliliuokseen. Avenantramidin loppukonsentraatio soluilla
oli 5 pg / ml. Tranilast (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) laimennettiin dimetyylisulfoksidiin
(dimethyl sulfoxide, DMSO, Sigma-Aldrich) pitoisuuteen 10 mg / ml. Tranilastin konsentraatio
epiteelisolukerroksen |gpai sevyytta méarittévissi kokeissa oli 100 pg / ml ja kalvordyhel 6kokeissa 10,
50 ja 100 pg / ml. Tranilastin ja avenantramidin vaikutuksia tutkittiin atistamalla solut ensin joko
Tranilastille tai avenantramidille ja 24 tuntia myohemmin PT-gliadiinille seka siten, etta solut

altistettiin PT-gliadiinille ja Tranilastille tai avenantramidille yhta aikaa.
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4.6 Epiteelisolukerroksen lapaisevyyden maaritys

4.6.1 Transepiteelisen resistanssin maaritys

Soluja kasvatettiin 24-kuoppalevylla (Multidish 24 Wells, Nunc, Roskilde, Tanska), jossa solut
kasvoivat irrallisissa kupeissa puolilapéisevan kalvon paalla (Millicell Culture Plate Inserts, Millipore
Corporate, Billerica, MA, USA, 100 000 solua / kuppi). Kasvatusliuosta pipetoitiin sekd kuppiin etta
sen ulkopuolelle. Soluja kasvatettiin niin kauan, kunnes niiden transepiteelinen resistanssi oli yli 1000
ohmia/cm?. Resistanssia mitattiin pinsettielektrodimittarilla (Millicell-ERS, Millipore Corporate).

Kun solujen transepiteelinen resistanssi ylitti 1000 ohmia/cm?, solut pestiin kerran HBSS:I1a, jonka
jakeen niille vaihdettiin néénnytyskasvatusliuos ja kasvatusta jatkettiin yon yli. Taman jélkeen ne joko
atistettiin ensin tutkittavalle aineelle ja vasta 24 h myéhemmin PT-gliadiinille, tai ne altistettiin
tutkittavalle aineelle ja PT-gliadiinille samanaikaisesti. Transepiteelista resistanssia mitattiin ensin
puolen tunnin jatunnin kuluttua PT-gliadiini-altistuksesta, ja tdman jalkeen tunnin valein viiteen tuntiin
saakka. Jokaisesta kasittelysta tehtiin kaks rinnakkaista maaritysta ja koe toistettiin ainakin kahdeksan

kertaa.

4.6.2 FITC-dekstraanivirtausmittaus

FITC-dekstraani -virtausmittaus tehtiin rinnakkain transepiteelisen resistanssin maérityksen kanssa.
Kun solut dltistettiin PT-gliadiinille, niille pipetoitiin samanaikaisesti myds FITC-dekstraania
(Fluorescent Isothiosyanate Dextran, 4 kDa, Sigma-Aldrich), jonka loppukonsentraatio soluilla oli 1
mg / ml. Irtokupin ulkopuolella olevasta kasvatusliuoksesta otettiin 100 pl:n ndyte 96-kuoppalevylle,
josta mitattiin fluoresenssi (Victor’ 1420 Multilabel counter, Perkin Elmer/Wallac oy, Turku).
Mittaukset tehtiin samoissa aikapisteissa kuin yllé& ja koe toistettiin ainakin kahdeksan kertaa.
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4.7 Kalvordyheldiden maaritys

Soluja kasvatettiin 8-kuoppalaseilla (BD Facon™ 8 Chamber Polystyren Vessel Tissue Culture
Treated Glass Slide, BD Biosciences, Erembodegem, Belgia, 20 000-50 000 solua / kuoppa). Kolmen
vuorokauden kuluttua siirrostamisesta soluille vaihdettiin  ndannytyskasvatusliuos ja kasvatusta
jatkettiin yon yli. Taman jalkeen ne joko dltistettiin ensin tutkittavalle aineelle ja vasta 24 h
my6hemmin PT-gliadiinille, tai ne altistettiin tutkittavalle aineelle ja PT-gliadiinille samanaikaisesti.
Vuorokauden kuluttua PT-gliadiinialtistuksesta solut fiksattiin inkuboimalla niitd 10 minuutin gjan 4 %
paraformal dehydissa (Merck). Solut permeabilisoitiin inkuboimalla niitéd 10 minuuttia Triton-X100:ssa
(Sigma-Aldrich), jonka jalkeen ne pestiin PBSlla (1 x Phosphate-buffered Saline). Sitten solut
varjéttiin FITC-leimatulla faloidiinilla (15 min, 1:300, Phalloidin-Fluorescein Isothiocyanate, Sigma-
Aldrich). Lopulta pesujen jalkeen solut pedattiin (Vectashield Mounting medium for Fluorescence with
DAPI, Vector Laboratories Inc., Peterborough, Englanti) ja paélle asetettiin peitinlas (Mentzel-Gl&ser,
Braunschweig, Saksa). Jokaisesta ndytteestd tehtiin kaks rinnakkaista méaritysté ja koe toistettiin

ainakin kolme kertaa.

Naytteet analysoitiin mikroskooppisesti (BX60, Olympus, Hampuri, Saksa) ottamalla viis kuvaa joka
kuopasta. Kuvista mitattiin sitten solulautan reunan pituus seka reunalla esiintyvien kalvordyheldiden
pituudet erillisella analysointiohjelmalla (AnalySIS, Olympus Soft Imaging System GmbH, Minster,
Saksa). Lopuksi médritettiin  kalvordyheldiden kokonaispituuden prosentuaalinen osuus koko

solulautan reunan pituudesta.

4.8 Tilastollinen analyysi

Tilastollista merkittavyytta arvioitiin kayttamalla Mann-Whitneyn u-testid. Ero nadytteiden vélilla oli
tilastollisesti merkittava, kun p < 0,05. Tulokset on esitetty kuvissa keskiarvoina ja kokeesta riippuen
on ilmoitettu myos joko keskihgjonnat tai keskiarvon keskivirheet (standard error of the mean, SEM)
sek& p-arvot.
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5 TULOKSET

5.1 Apoptoosimittaus

Caco-2-solujen apoptoosia tutkittiin kaupallisen kitin, Annexin V FITC Apoptosis Detection Kit, ja
FACS-menetelmén avulla. Menetelméa optimoitiin  ensin  vain kontrolli-, PT-BSA- ja PT-
gliadiiningytteilld. PT-gliadiini e lisdnnyt apoptoottisten solujen m&aréd naytteissa tilastollisesti
merkittavasti verrattuna PT-BSA- ja kontrollindytteeseen (kuvat 5.1 ja 5.2). 24 h PT-
gliadiinialtistuksen jakeen apoptoottisten solujen méard naytteissd oli kuitenkin jonkin verran
suurempi kuin kontrollissa. Sen sijaan PT-gliadiini ja PT-BSA molemmat lisdsivdt merkittavasti
nekroottisten solujen madréa ndytteissa verrattuna kontrolliin seka neljan ettd 24 tunnin altistuksen
seurauksena. PT-gliadiini ja PT-BSA eivét tosin eronneet toisistaan téssdkdan tapauksessa, vaan ne
lisdsivéat nekroottisten solujen maéraa yhta paljon. Koska PT-BSA- ja PT-gliadiininaytteiden vélille el
tullut riitt&vad eroa optimoinnin yhteydessa apoptoosimittausta el voitu kayttaé varsinaisten ndytteiden
analysoimiseen. Syité tdhan on esitetty pohdintaosiossa
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25 %

20 %

15 %

10 %

5%

0%

Apoptoottiset solut

24 h

@ Kontrolli
OPT-BSA1mg/ml
O PT-gliadiini1 mg/ m

Nekroottiset solut

Kuva 5.1. Apoptoottisten ja nekroottisten solujen keskimaarai set prosentti-
osuudet Caco-2-solunaytteissd, kun solut altistettiin tutkittaville aineille 24 h
gaks. Pylvéit esittavéat keskiarvoja. # p > 0,05.
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Kuva 5.2. Apoptoottisten ja nekroottisten solujen keskimaaraiset prosentti-
osuudet Caco-2-solunaytteissa, kun solut altistettiin tutkittaville aineille 4 h
gaks. Pylvéit esittavéat keskiarvoja. # p > 0,05.
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5.2 Proliferaatiomittaus

Caco-2-solujen proliferaatiota tutkittiin kaupallisen kitin (Cell Titer 96° AQuequs Non-Radioactive Cell
Proliferation Assay) avulla. Kitin avulla on mahdollista méérittaé elavien solujen méara naytteessa
kolorimetrisesti, aallonpituudella 492 nm. Menetel mé&a optimoidessa kontrolli-, PT-BSA- ja PT-
gliadiininaytteet eivat kuitenkaan eronneet riittévasti toisistaan (kuva 5.3). Ainoatilastollisesti
merkittava ero oli PT-BSA- ja PT-gliadiinindytteiden valillg, kun solujaoli 18ht6tilanteessa 5000 /
kuoppa, mutta tulos oli ennakko-oletusten vastainen, koska soluja oli PT-gliadiinindytteess PT-BSA-

naytettd vahemman. Asiaa on kasitelty tarkemmin pohdintaosi ossa.

0,500 " m
1 1 1
0,450
# # #
0,400 7 # # ! I
m1p=0,01
0,350 '|' f 1
£ 0,300 +— LT -
c | @ Kontrolli
N T T
2 0,250 1 —1 |@ PT-BSA 1mg /ml
g O PT-gliadiini 1 mg /m|
O 0,200+ —_— : !
0,150 1 -
0,100 1 -
0,050 1 -
0,000 T T
5000 10 000 15 000
solua / kuoppa solua / kuoppa solua / kuoppa

Kuva 5.3. Elavien solujen mééra (suoraan verrannollinen optiseen tiheyteen)
Caco-2-solundytteissa 24 h kuluttua tutkittavien aineiden lisd8misestd, kun
naytteissa oli Caco-2-solujalahtdtilanteessa 5000, 10 000 tai 15 000 / kuoppa.
Kuvassa pylvédt esittévéat keskiarvojaja palkit keskihaontoja. # p > 0,05.
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5.3 Epiteelisolukerroksen lapaisevyyden maaritys

5.3.1 Transepiteelisen resistanssin maaritys

5.3.1.1 PT-gliadiini ja Tranilast

Jokaisessa kokeessa kaikkien ndytteiden TER-arvot putosivat alle puoleen |&htdtilanteesta jo puolen
tunnin kuluttua kokeen alkamisesta, jolloin soluille oli vaihdettu testattavat aineet liuotettuina
ndannytyskasvatudiuokseen. Myos kontrollien (pelkkd naénnytysmedium ja PT-BSA) TER-arvot
laskivat. Ajan kuluessa solut akoivat kuitenkin pikkuhiljaa toipua ja TER-arvot olivatkin
ndannytysmedium- ja PT-BSA-kontrollissa palautuneet | 8ht6tasolle viimeistadan viiden tunnin kuluttua.
Gliadiininaytteiden TER-arvot palautuivat selkedsti hitaammin, ja javat merkittavéasti alle PT-BSA-

kontrollin kokeen loppuessa.

Kuvassa 5.4 nahdédn TER- kokeen tulokset eksperimenteistd, joissa Tranilast jalaimennusliuos DM SO
on pipetoitu soluille 24 h ennen PT-gliadiinialtistusta. PT-gliadiinin ja PT-BSA:n vdille tuli
tilastollisesti merkittava ero viiden tunnin kohdalla. Tranilast e ollut soluille haitallista, mutta se el

kuitenkaan auttanut ennaltaehkaisemadn PT-gliadiinin haitallisuutta.
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Kuva5.4. PT-gliadiinin ja Tranilastin vaikutus transepiteeliseen resistanssiin
Caco-2-solulinjalla kun solut altistettiin Tranilastille 24 h ennen PT-gliadiini-

dtistusta. Kuvassa pylvéét esittavét keskiarvoja ja palkit keskihgontoja.

* p=0,003.

Kuvassa 5.2 on esitetty tulokset TER-eksperimenteistd, joissa Tranilast ja PT-gliadiini pipetoitiin
soluille yhtéd aikaa. Tulokset ovat samankaltaisia verrattuna eksperimentteihin, joissa soluille pipetoitiin
Tranilast etukdteen. Tassakin tapauksessa PT-gliadiini oli soluille haitallinen, mutta tilastollisesti
merkittava ero PT-BSA:iin oli ndhtdvissa jo neljan tunnin kuluttua altistuksesta. Taméakin koe osoitti,

ettei Tranilast yksindan ollut soluille myrkyllistd, mutta se e myo6skaan auttanut torjumaan PT-

gliadiinin myrkyllisyytta
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Kuva5.5. PT-gliadiinin ja Tranilastin vaikutus transepiteeliseen resistanssiin
Caco-2-solulinjalla kun solut altistettiin Tranilastille ja PT-gliadiinille saman-
aikaisesti. Kuvassa pylvéét esittévéat keskiarvojaja pakit keskihgontoja.

* p=0,001; § p=0,002.

5.3.1.2 PT-gliadiini ja avenantramidi

Avenantramidia testattiin ensin eksperimentissg, jossa naytteind olivat pelkk& avenantramidi sek& sen
laimennusliuos, 0,1 % kaliumsorbaatti liuotettuna 50 % vesi-glyseroliliuokseen. Téaman kokeen
tulokset on esitetty kuvassa 5.6. Avenantramidi- seka laimennusliuosnaytteiden TER el laskenut kuten
muiden ndytteiden TER 0,5 h kuluttua eksperimentin aloittamisesta, vaan laskua oli ainoastaan 20 %
lahtdarvoista. Liséksi TER pysytteli néiden naytteiden osalta samalla tasolla (noin 80 % l&htbarvoista)

koko kokeen gjan.
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Kuva 5.6. Avenantramidin vaikutus transepiteeliseen resistanssiin Caco-2-solu-
linjalla. Kuvassa pylvéét esittavét keskiarvojaja palkit keskihajontoja
* 0,1 % kaiumsorbaatti liuotettuna 50 % vesi-glyseroliliuokseen.

5.3.1.3 PT-aveniini

PT-aveniinieksperimenttien tulokset on esitetty kuvassa 5.7. Naissd kokeissa PT-aveniini haittas
transepiteelisen resistanssin palautumista yhté voimakkaasti kuin PT-gliadiini. N&iden kahden ndytteen
vdillae ollut tilastollisesti merkittévaa eroa, kun taas molemmat erosivat merkittévasti PT-BSA:sta.
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Kuva 5.7. PT-aveniinin vaikutus transepiteeliseen resistanssiin Caco-2-solulin-
jala Kuvassa pylvéit esittavét keskiarvojaja palkit keskihajontoja. 8 = 0,017,
88 =0,021; * p =0,007; ** p = 0,016.

5.3.2 FITC-dekstraanivirtausmittaus

5.3.2.1 PT-gliadiini ja Tranilast

FITC-dekstraanin parasellulaarinen virtaus eksperimenteissg, jossa solut atistettiin Tranilastille 24 h
aiemmin PT-gliadiinia, n&yy kuvassa 5.8. PT-gliadiini aheutti parasellulaarisen FITC-
dekstraanivirtauksen lisdantymistd huomattavasti verrattuna kontrolliin, muttei PT-BSA:han. Tranilast
ja sen lamennusiuvos DMSO molemmat ehkdisivdt PT-gliadiinin aheuttamaa lisdantyvaa
parasellulaarista FITC-dekstraanivirtausta. Koska ndytteiden véinen vaihtelu oli suurta, erot eivét

olleet merkitsevia

41



7000
o
6000 B o = o
.— 5000 —~
3 5 o g
& 4000 o o
8 5| g B
S 3000 — a
3 B B o
%2000 - o
o
1000
0
0,5h 1h 2h 3h 4 h 5h
- Kontrolli
g—-PT-BSA 1 mg/ ml
o PT-gliadiini 1 mg/ ml
o Tranilast 100 pg / ml
o DMSO 1:100
- Tranilast 100 pg / ml + PT-gliadiini 1 mg / ml
=@ DMSO 1:100 + PT-gliadiini 1 mg / ml

Kuva 5.8. PT-gliadiinin ja Tranilastin vaikutus parasellulaariseen FITC-deks-
traanivirtaukseen Caco-2-solulinjalla kun solut altistettiin Tranilastille 24 h
ennen PT-gliadiinialtistusta. Kuvassa on keskiarvot.

Kuvassa 5.9 on esitetty tulokset FITC-dekstraanivirtauskokeista, joissa Tranilast ja PT-gliadiini
pipetoitiin soluille yhté aikaa. Eri ndytteiden vdlille e juurikaan syntynyt eroja. DMSO + PT-gliadiini -
ndyte aiheutti FITC-dekstraanivirtausta hieman muita néytteitd enemman, mutta ero e ollut
tilastollisesti merkittava.
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Kuva 5.9. PT-gliadiinin ja Tranilastin vaikutus parasellul aariseen FITC-deks-
traanivirtaukseen Caco-2-solulinjalla kun solut atistettiin Tranilastille ja PT-
gliadiinille yhta ailkaa. Kuvassa on keskiarvot.

5.3.2.2 PT-aveniini

Kuvassa 5.10 on editettynd tulokset FITC-dekstraanin parasellulaarisesta virtauksesta PT-
aveniinieksperimenteissa.  PT-aveniini aiheutti samantasoista FITC-dekstraanivirtausta kuin PT-
gliadiini. Kuten aiemmissakin eksperimenteissi, my6s PT-BSA-ndytteissd virtausta tapahtui
suunnilleen saman verran (erot eivat olleet tilastollisesti merkittévid) kuin PT-gliadiini- ja PT-
aveniinindytteissd. Kasvatusliuoskontrollindytteissa FITC-leimattu dekstraani e kuitenkaan siirtynyt

epiteelisolukerroksen 18pi yhta tehokkaasti.
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Kuva 5.10. Aveniinin vaikutus parasel lul aariseen FITC-dekstraanivirtaukseen
Caco-2-solulinjala. Kuvassa on keskiarvot. n = 14.

5.4 Kalvordyheldiden maaritys

Kalvordyheldiden maarittdmiskokeissa PT-gliadiini  aiheutti voimakkaampaa kalvordyhel6iden
muodostumista kuin pelkk& kasvatusliuoskontrolli tai PT-BSA (Kuva5.11).

Kuva 5.11. PT-gliadiinin vaikutus kalvordyhel 6iden muodostumiseen Caco-2-solulaut-
tojen reunoille. (A) Kontrolli; (B) PT-BSA 1 mg/ ml; (C) PT-gliadiini 1 mg/ ml.



5.4.1 PT-gliadiini ja Tranilast

Tranilastista testattiin kolmella eri pitoisuudella, 10, 50 ja 100 pg / ml. Lisaksi kontrollinaytteiksi
otettiin kolme vastaavaa pitoisuutta laimennusliuos DM SO:sta, 1:1000, 1:200 ja 1:100.

Kuvassa 5.12. on editetty tulokset kokeista, joissa Tranilast pipetoitiin soluille 24 h ennen PT-
gliadiinia.  PT-gliadiini aiheutti merkittavasti lisdantynyttd kalvordyheldiden muodostumista
solulauttojen reunoille kontrolliin ja PT-BSA:han verrattuna. PT-gliadiinindytteissa kalvordyhel 6jen
osuus solulautan reunasta oli keskimdd&rin 70 %, kun se PT-BSA-néytteissa oli 25 % ja
kontrollindytteissa 11 %. Tranilast véhensi PT-gliadiinin aiheuttamaa kal vordyhel 6iden muodostumista
tilastollisesti merkittévasti kaikilla Tranilastin pitoisuuksilla, mutta sama vaikutus oli myés DM SO:lla.
Tranilast jaDM SO yksin eivét aiheuttaneet royhel 6i den muodostumista.
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Kuva5.12. PT-gliadiinin ja Tranilastin vaikutus kal vordyhel 6iden muodostumi-
seen Caco-2-solulinjala, kun solut altistettiin Tranilastille 24 h ennen PT-glia-
diinialtistusta. A) PT-gliadiini + Tranilast / DM SO -néytteet. B) Kontrollinaytteet.
Kuvissa on esitetty kalvordyhel 6iden osuudet solulautan reunan pituudesta keski-
arvoina, SEM-arvot sekatilastollisesti merkittavét p-arvot.
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Kuvassa 5.13 on esitetty tulokset kalvordyhel 6iden varjdyskokeista, joissa PT-gliadiini ja Tranilast on
pipetoitu soluille yhta aikaa. PT-gliadiini aiheutti lisdantynytt& kalvordyhel 6iden muodostumista
solulauttojen reunoille. PT-gliadiinindyttei ssa kal vordyhel 6jen osuus solulautan reunasta oli
keskim&arin 63 %, kun se PT-BSA-naytteissd oli 39 % ja kontrollingytteissa 18 %. Tranilast vahensi
PT-gliadiinin aiheuttamaa kal vordyhel 6iden muodostumista tilastollisesti merkittavasti ainoastaan
pitoisuudella 10 pg/ ml. DM SO néytti vahentavan kalvordyhel 6iden muodostumista pitoisuudella
1:100, tosin véhemman kuin Tranilast pitoisuudella 10 pg / ml. Naytteet, joissa oli pelkastdan
Tranilastiatai DM SO:ia, jdivét kontrollin tasolle.
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Kuva5.13. PT-gliadiinin ja Tranilastin vaikutus kalvoroyhel 6iden muodostumi-
seen Caco-2-solulinjalla, kun solut altistettiin PT-gliadiinille ja Tranilastille yhta
aikaa. A) PT-gliadiini + Tranilast / DM SO -néytteet. B) Kontrollindytteet.
Kuvissa on esitetty kalvordyhel 6iden osuudet solulautan reunan pituudesta keski-
arvoina, SEM-arvot sekatilastollisesti merkittavét p-arvot.




5.4.2 PT-aveniini

Tulokset kalvoroyhel 6eksperimenteistéa PT-aveniinilla on esitetty kuvassa 5.14. PT-aveniinin ja PT-
BSA:n véilla e ollut tilastollisesti merkittévaa eroa (p = 0,09), vaikka prosenttiosuuksia vertaamalla
pieni eroavaisuus onkin ndhtavissd. Kalvordyhel6ita muodostui keskimaérin 8 prosenttiyksikkoa
enemman PT-aveniinindytteissa kuin PT-BSA-ndytteissd. Naissdkin kokeissa kalvordyheldiden
muodostuminen oli  kuitenkin kaikkein voimakkainta PT-gliadiinindytteissd, joiden ero PT-
aveniinindytteisiin oli keskimaarin 17 prosenttiyksikk6d. Tamékaan ero e tosin ollut tilastollisesti

merkittava p-arvon ollessa 0,11.
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Kuva 5.14. PT-aveniinin vaikutus kalvordyhel 6iden muodostumiseen Caco-2-
solulinjalla. Kuvassa on esitetty kalvordyhel 6iden osuudet solulautan reunan
pituudesta keskiarvoina, SEM-arvot seka p-arvot.
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6 POHDINTA

6.1 Menetelmien pystytys

6.1.1 Apoptoosimittaus

Apoptoosimittaus otettiin mukaan taman tutkimuksen menetelmiin, sillé gliadiinin on todettu liséévan
Caco-2-solujen apoptoosia in vitro (Giovannini ym., 2003; Mazzarella ym., 2008). Koska apoptoosin
mittausta e ollut aikaisemmin kéaytetty PT-gliadiinin tutkimiseen keliakiatutkimusryhmassa,
menetelmd& optimoitiin aluksi kayttamalla vain PT-gliadiini- ja PT-BSA-naytteita seka kontrollga. PT-
gliadiini ei tilastollisesti merkittavasti lisénnyt apoptoottisten solujen madraa néytteissi verrattuna PT-
BSA- ja kontrollingytteeseen, vaikka apoptoottisia soluja olikin jonkin verrran enemman PT-gliadiini-
ja PT-BSA-néytteissa verrattuna kontrolliin (kuvat 5.1 ja 5.2). Tam& tulos on linjassa muiden
tutkimusryhmien (esimerkiksi Giovannini ym., 2003) tulosten kanssa. Lisaks sekd PT-gliadiini etta
PT-BSA lisasivét nekroottisten solujen maéraa verrattuna kontrolliin. Syy siithen, miks PT-gliadiini- ja
PT-BSA-naytteissa kuolleitten solujen médaré oli suurempi verrattuna kontrolliin, voi olla pepsiinissé ja
trypsiinissa, joita PT-ndytteet saattoivat Siséltéd pienia madria Tama selittdis myods muiden tutkijoiden
julkaisemat tulokset. Lisaksi kaikkien ndytteiden kasittelyssa kaytettiin trypsiinid irrottamaan solut
kuopilta kasvatuksen jalkeen. Vaikka trypsiini luonnollisesti inaktivoitiin heti kun solut olivat
irronneet, oli sitd saattanut j8&da pienia maaria naytteisiin, jolloin pitkittynyt trypsiini-inkubaatio oli

voinut tappaa soluja.
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6.1.2 Proliferaatiomittaus

Barone ym. (2007) ovat tutkimustensa perusteella epéilleet gliadiinipeptideilld olevan epidermaalisen
kasvutekijdn (epidermal growth factor, EGF) kadtaisia vaikutuksia, jotka voisivat aiheuttaa
kalvoroyheldiden muodostumisen lisdkss myds solujen proliferaatiota. Kyseistéa oletusta paatettiin
testata my0s tassa tutkimuksessa. Proliferaatiomittauksen optimointi aloitettiin PT-gliadiini-, PT-BSA-
seké kontrollindytteell&. Kolmen eri naytteen solumaarét eivét kuitenkaan eronneet toisistaan, vaikka
optimointieksperimenttia toistettiin. Optimointikokeita tehtiin myds eri solumaérilla |18htotilanteen
suhteen, eli soluja siirrostettiin 96-kuoppalevylle 5000, 10 000 tai 15 000 solua / kuoppa. Tassakin
tapauksessa solundytteitéa kokeiltiin myds inkuboida eri aikoja ndyteliuoksissa ja eksperimenttia
testattiin lisaks jattamalla ndytteiden pesuvaihe kokonaan pois. Silti eri ndytteiden solumaarét pysyivat
samalla tasolla. PT-gliadiini e siis nayttdnyt vaikuttavan Caco-2-solujen proliferaatioon mill&an
tavala. Baronen ym. tydssa (2007) proliferaation liséantymista tosin tutkittiin ja todettiin tapahtuvan
NIH3T3-fibroblasteissa seké& keliaakikkojen ohutsuolikoepaloista perdisin olevissa soluissa, jotka
kummatkaan eivéat valttdmatta ole tdysin verrattavissa Caco-2-soluihin. Toinen seikka, joka voi selittda
ristiriidan téman tutkimuksen tulosten ja Baronen hypoteesin valilla on menetelméan liittyva. Barone
ym. nimittdn tutkivat gliadiinipeptidien EGF:n kaltaisia vaikutuksia bromideoksiuridiini
(bromodeoxyuridine, BrdU) -inkorporaatioanalyysin avulla Téssa menetelmassd BrdU kiinnittyy
solujen DNA:han, joten menetelm& mittaa todellisuudessa DNA:n replikaatiota. Eli jos esimerkiksi
solusykli  pyséhtyy G2-vaiheeseen, BrdU:ta detektoidaan enemmén. Taman tutkimuksen

proliferaatiomittaus taas perustui puhtaasti solujen lukumaaraan.

On my0s hyva huomioida, etté solujen maéréan kudoksessa tai ndytteessa vaikuttavat proliferaation
lisdksi niiden adheesio, €li se, kuinka hyvin ne kiinnittyvét toisiinsa ja ympéristoon, seké apoptoosi.
Joten vaikka solujen proliferaatio olisikin lisdantynyttd, voivat samanaikaisesti liséantynyt adheesio ja
apoptoosi kumota solujen lukumddran kasvun. Tamé& on luultavimmin syy proliferaatiokokeen
epaonnistumiseen, silla apoptoosimittauksen tulokset osoittivat sekd PT-BSA:n etta PT-gliadiinin
aiheuttavan ainakin kohtalaista apoptoosin liséantymista. Solujen lukumé&ardn méérittdminen e siis

menetelmana ol lut sopiva tutkittaessa PT-gliadiinin vaikutusta Caco-2-solujen proliferaatioon.
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6.2 Avenantramidi ja Tranilast

6.2.1 Avenantramidi

Kuten tulosten esittelyn yhteydessi jo mainittiin, eksperimentit avenantramidilla elvat onnistuneet
toivotullatavalla. TER e muuttunut ollenkaan avenantramidi- eika sen laimennusliuosnaytteessa koko
eksperimentin aikana, vaan pysytteli samalla tasolla mittauspisteesta toiseen (Kuva 5.3). Téten solujen
kasvua ja hyvinvointia néissa naytteissi oli mahdotonta arvioida. Syy oli mita todenndk6isimmin liuos,
johon avenantramidi oli liuotettuna. Kirjallisuudessa on viitteitéd avenantramiditutkimuksista, joissa
avenantramidi on liuotettu DMSQO:iin (Nie ym., 2005 ja Guo ym., 2008), mutta avenantramidi, joka
saatiin  kayttoon téta tutkimusta varten, oli liuotettuna 0,1 % kaliumsorbaattiliuokseen.
Kaliumsorbaattiliuos oli valmistettu liuottamalla kaliumsorbaatti 50 % vesi-glyseroliliuokseen. Nan
ollen glyserolin loppukonsentraatio soluilla oli 2,5 %, kun esimerkiks Tranilastin tapauksessa
DMSO:in loppukonsentraatio soluilla oli vain 1 %. Mahdollisesti juuri liian korkea glyserolipitoisuus
aiheutti transepiteelisen resistanssin lukittumisen paikalleen, jolloin avenantramidin vaikutusta Caco-2-
epiteelisolukerroksen |dpédisevyyteen e voitu maarittdd. Valitettavasti tdmén tutkimuksen aikataulun
puitteissa el ollut mahdollista saada avenantramidia liuotettuna johonkin muuhun liuottimeen, joten

eksperimentteja avenantramidilla el voitu jatkaa.

6.2.2 Tranilast

6.2.2.1 Transepiteelisen resistanssin maaritys

Caco-2-soluja kasvatettiin TER-kokeita varten aina niin kauan, kunnes solujen transepiteelinen
resistanssi oli vahint&én 1000 ohmia / cm?. Sitten soluille vaihdettiin n&énnytyskasvatusliuos ja tasta
voidaan gjatella varsinaisen eksperimentin alkaneen. Caco-2-solut eivét kuitenkaan jokaisen koekerran

aikana kasvaneet samaan tahtiin, vaan 1000 ohmia/ cm? TER-arvon saavuttamiseen kului 5-14 paivaa.
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Keskimé&rin solut saavuttivat minimiresistanssin noin viikossa. Koska koko TER-eksperimentin
suorittamiseen meni 4-5 paivaariippuen siita, liséttiinko soluille Tranilast etukéteen vai yhté aikaa PT-
gliadiinin kanssa, ei koetta aina pystytty aloittamaan heti kun solut saavuttivat 1000 ohmia / cm?
resistanssin. Myos saman levyn eri kuoppien vdilla saattoi olla suuria eroja transepiteelisen
sen perusteella, mik& oli keskim&dréinen TER-arvo suurimmassa osassa kuoppia, 8aripagt pois jattaen.
Néin ollen solujen todelliset TER-arvot olivat valilla 450-3900 ohmia / cm? TER-kokeiden alkaessa.
Tama hajonta otettiin huomioon jakamalla jokai sen aikapisteen todellinen TER-arvo nollahetken TER-
arvolla, eli silla arvolla, joka naytteella oli ndannytyskasvatusliuoksessa inkuboimisen jalkeen, ennen
tutkittavien aineiden lisdamista. Néin eri ndytteista tuli vertailukelpoisia niiden [ahtdarvoista huolimatta
jatulosten perusteella (Kuvat 5.4 ja 5.5) melko suuret erot ndytteiden TER-arvoissa alkuhetkella eivét
vaikuttaneet eksperimentin onnistumiseen. Tranilast ei pelastanut TER:i8 etukéteen eik& samaan aikaan

PT-gliadiinin kanssa liséttyna

6.2.2.2 FI TC-dekstraanivirtausmittaus

PT-gliadiinin on todettu aiheuttavan myds lisdantyvaa parasellulaarista molekyylivirtausta, jota on
tutkittu FITC-leimatun dekstraanin avulla (Sander ym., 2005). PT-gliadiinindytteiden FITC-
dekstraanivirtaus olikin kasvatusliuoskontrollgja voimakkaampaa kaikissa muissa eksperimenteissa
paitsi niissg, joissa solut altistettiin PT-gliadiinille ja Tranilastille yhtd aikaa. Tranilastin onnistui
heikentdd FITC-dekstraanivirtausta kokeissa, joissa se pipetoitiin soluille 24 h PT-gliadiinia
aikaisemmin. My0s Sander ym. (2005) kayttivat vastaavissa eksperimenteissa kontrollina PT-BSA:ia,
jonka lisééaminen soluille e aiheuttanut lisdantynyttd FITC-dekstraanivirtausta. Tassa tutkimuksessa
PT-BSA kuitenkin aiheutti kaikissa eksperimenteissa véhintddn yhta voimakasta FITC-
dekstraanivirtausta kuin PT-gliadiini, mika on ristiriidassa aikaisempien tutkimusten kanssa. Lisdks
kokeet, joissa PT-gliadiini ja Tranilast pipetoitiin soluille yhta aikaa, PT-gliadiinindytteiden Caco-2-
solukerroksen 18pi kulkeutui kaikkein vahiten FITC-leimattua dekstraania, joten tulokset néista
eksperimente std menettivat merkityksensa. Kaiken kaikkiaan FITC-dekstraanivirtauskokeiden tulokset
eivdt kuitenkaan kumoa TER-kokeista saatuja tuloksia, silla tulokset néistéa eri menetelmista eivét ole

tédysin verrannollisa. On térkedd huomata, ettd TER-menetelmé mittaa transepiteelista resistanssia,
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jonka aiheuttavat epiteelisolukerroksen |8pi kulkevat ionit. FITC-dekstraanimenetelméassa taas
epiteelisolukerroksen 18pi kulkevat fluorokromileimatut dekstraanimolekyylit, jotka ovat kooltaan (4
kDa) paljon suurempia kuin ionit, joten niiden siirtyminen tapahtuu oletettavasti eri mekanismilla
Lisdks FITC-dekstraanikokeissa naytteiden autofluoresenss saattoi aiheuttaa artefaktin, eika
absorbanssiarvoja voitu autofluoresenssin takia mydskdan normalisoida l8htéarvoilla. Joten vaikka
kaikki FITC-dekstraanieksperimentit eivé onnistuneetkaan, voidaan onnistuneiden eksperimenttien
perusteella kuitenkin sanoa, etté PT-gliadiini lissi parasellulaarista FITC-dekstraanivirtausta

6.2.2.3 Kalvordyhel6iden maaritys

Kuten aiemmissakin tutkimuksissa on havaittu (Barone ym., 2007), PT-gliadiini aiheutti
kalvorbyheldiden = muodostumista  Caco-2-solulauttojen  reunoille. PT-BSA-naytteissakin
kalvordyhel6ita tosin muodostui kontrollindytteitd enemman, mutta PT-gliadiini lisdsi solulauttojen
reunan " royhel Gitymist&’ selkeasti eniten.

Tranilast ja DMSO yksingdn aiheuttivat kalvordyheldiden muodostumista PT-BSA-naytetta
vahemman, mik& oli luonnollisesti oletuskin. Kun soluille pipetoitiin Tranilast etukéteen,
kalvoroyheldiden muodostuminen oli kaikilla Tranilastin pitoisuuksilla tilastollisesti merkittavasti
vahdisempéaé kuin PT-gliadiinindytteissd. Kun soluille pipetoitiin Tranilast ja PT-gliadiini yht& aikaa,
kalvordyheldiden voitiin huomata merkittavasti vahentyneen Tranilastin vaikutuksesta ainoastaan
pitoisuudella 10 pg / ml. Tulos oli ylléattéava, koska olis ollut oletettavaa, ettd myos Tranilastin
korkeammilla pitoisuuksilla (50 pg / ml ja 100 pg / ml) kalvordyheldiden osuus solulautan reunan
pituudesta olisi vahentynyt ainakin saman verran, tai jopa enemman kuin pitoisuudella 10 pug / ml.
Varsinkin kun Tranilast e yksinddn néilla suuremmilla pitoisuuksilla aiheuttanut lisééntynytta
kalvoroyheldiden muodostumista. Télle tulokselle on hankala |6ytdd muuta selitystd kuin etta
vaikutuksen on saanut akaan Tranilastin laimennusliuos, DMSO, joka tassd néaytteessd oli
pitoisuudessa 1:1000. Toinen hdmmentava tulos kokeista, joissa solut altistettiin PT-gliadiinille ja
Tranilastille yhtd aikaa, oli nimittéin se, ettd DM SO naytti tilastollisesti merkittavasti hillitsevan PT-
gliadiinin aiheuttamaa kalvordyheldiden muodostumista pitoisuuksilla 1:1000 ja 1:100. Se, ettd
DMSO:lla todella olisi téllainen vaikutus, on taysin hypoteesimme vastaista. Toisaalta, DM SO:lla on
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raportoitu olevan paljon erilaisia farmakologisia ominaisuuksia ja vaikutuksia, liittyen muun muassa
my0s havaittu tehostavan tai vahentavan muiden |88kkeiden vaikutuksia epéspesifisesti (Jacob &
Herschler, 1986). On siis mahdollista, ettd DM SO:lla olis tassa tapauksessa pienind pitoisuuksina ol lut
positiivinen vaikutus Caco-2-soluihin, vaikka yleisesti ottaen se onkin suuremmilla pitoisuuksilla
sytotoksinen kemikaali. Voi myds olla, ettd ndytteiden valiset erot olisivat tulleet viela selkeAmmiksi,

jos koettaolisi toistettu lisda.

6.3 PT-aveniini

6.3.1 Transepiteelisen resistanssin maaritys

Tulokset kokeista, joissa tutkittiin PT-aveniinin vaikutusta TER:iin Caco-2 soluilla, olivat jokseenkin
ylléttévia PT-aveniini nimittéin ndytti haittaavan solujen transepiteelisen resistanssin palautumista yhta
paljon kuin PT-gliadiini. Koska keliaakikot kuitenkin voivat kéyttéa kauraa gluteenittoman ruokavalion
rinnallailman etta se vahingoittaisi ohutsuolen epitedid, on mahdollista etté jokin muu kauran ainesosa

suojaa ohutsuolen epiteelisoluja aveniinin sytotoksisilta vaikutuksilta.

6.3.2 FITC-dekstraanivirtausmittaus

PT-aveniini vaikutti saman ominaisuuden valossa olevan yhta sytotoksinen kuin PT-gliadiini. Nama

havainnot myds tukevat TER-tuloksia.
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6.3.3 Kalvoroyheldiden maaritys

Vakka TER- ja FITC-dekstraanivirtauskokeiden perusteella PT-aveniini vaikutti olevan yhta
sytotoksinen kuin PT-gliadiini, aktiinivarjaykset eivét tdysin tukeneet samaa pagtelmad. PT-aveniini
nimittéin asettui PT-BSA:n ja PT-gliadiinin puolivaliin, kun vertailtiin ndiden naytteiden vaikutusta
kalvoroyheldiden muodostumiseen Caco-2-solulauttojen  reunoille.  Vaikka PT-aveniini el
alheuttanutkaan yhté voimakasta kal vordyhel 6iden syntymista kuin PT-gliadiini, poikkesi vaikutus silti
PT-BSA-kontrollista.  Kun  néiden kolmen menetelman, TER-, FITC-dekstraani- ja
aktiinivarjayskokeiden, tulokset otetaan huomioon, voidaan PT-aveniinin sytotoksisten vaikutusten
Caco-2-soluilla todeta olevan PT-gliadiinin vaikutusten tasolla TER-tulosten pohdintaosiossa
mainittiin jo mahdollisuudesta, etta jokin muu kauran ainesosa saattais suojata keliaakikkojen
ohutsuolen epiteelid aveniinin haittavaikutuksilta, koska suurin osa keliaakikoista kuitenkin voi nauttia
kauraa osana gluteenitonta ruokavaliota. Toinen mahdollinen selitys vois olla se, etta kauran
proteiineista aveniinia on vain 5-15 %, kun vehnan, rukiin ja ohran vastaava prolamiiniosuus on
keskimaarin 50 %. Tutkijoiden kesken onkin viela erimielisyytta siitd, onko aveniinin toksisuudelle
jokin tietty kynnysarvo kulutuksen suhteen, jolloin toksiset ominaisuudet tulisivat esiin vasta

suuremmilla pitoisuuksillata méaérilla (Garsed & Scott, 2007).
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7 JOHTOPAATOKSET

Tutkimukseni tavoitteena oli pystyttdad uusia menetelmid, joilla voitaisiin tutkia PT-gliadiinin
haittavai kutuksia suolen epiteelisoluviljelmissd, Caco-2-soluissa. Liséks tavoitteenaoli selvittag, voiko
kauran avenantramidi tai siita synteettisesti johdettu |&8keaine, Tranilast, ennataehkaista tai parantaa
gliadiinin aiheuttamia haitallisa muutoksia Caco-2-soluissa. Kolmantena tavoitteenani  tassi
tutkimuksessa oli tutkia minkdaisia vaikutuksia kauran prolamiini aveniinilla, on yksindan suolen
epiteelisoluviljelmissa.

Apoptoosi- ja proliferaatiomittaus eivét osoittautuneet toimiviksi menetelmiks tutkittaessa PT-
gliadiinin vaikutuksia Caco-2-soluilla. Apoptoosimittauksessa ndytteiden mahdolliset pepsiini- ja
trypsiinijgdmét saattoivat itsessddn aiheuttaa apoptoosia, jolloin menetelman tulokset eivét olleet
luotettavia. Proliferaatiomittaus taas e ollut menetelménéd sopiva, koska pelkdn soluméarén
mittaaminen e ottanut huomioon esimerkiksi solujen adheesiota ja apoptoosia, jotka luonnollisesti

vaikuttavat solujen lukumaéraan.

Avenantramidin osalta kunnollisia tuloksia e saatu, koska todenndkoisesti sen laimennusliuos aiheutti
solujen epanormaalia kayttdytymistd, joka ilmeni transmembraanisen sahkdisen resistanssin
jamahtamisena paikalleen. Taman vuoks solujen kasvua ja hyvinvointia oli mahdoton arvioida ja

tutkimukset avenantramidillajéivat kesken.

Tranilastilla @ ollut vaikutusta gliadiinin hidastamien TER-arvojen palautumiseen, eikd myodsk&an
FITC-dekstraanivirtaukseen Caco-2-soluilla. Kalvordyheldiden muodostuminen naytti Tranilastia
lisdttéessa vahenevan tilastollisesti merkittévasti joissakin  kokeissa, mutta Tranilastin pelkalla
laimennusliuoksella, DMSO:lla, oli sama vaikutus. Nén ollen DMSO oli hyvin todenndkoisesti
vaikutuksen takana. Tranilast e siis ennaltaehkaissyt eiké parantanut gliadiinin atheuttamia haitallisia

muutoksia Caco-2-soluissain vitro.
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etta FITC-dekstraanimenetelmdla mitattuna. KalvordyhelGita muodostui  PT-aveniinindytteissa
kuitenkin PT-gliadiinindytteita véhemmén. Kalvordyheldiden muodostuminen oli kuitenkin PT-
aveniinindytteissa kontrollga voimakkaampaa. N&iden tulosten valossa aveniini nayttaisi olevan yhta
sytotoksinen kuin gliadiini, ainakin in vitro. Tutkimuksia on siis vield jatkettava, jotta |Gydettaisiin
tekija, joka selittdd miks kaura soveltuu keliaakikkojen ruokavalioon, eiké aiheuta vaurioita ohutsuolen

epiteelisol ukossa kuten muiden paaviljojen prolamiinit.
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