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R-Ras on GTPaaseihin kuuluva solujen viestinndssd toimiva proteiini, jolla on
havaittu vaikutuksia uudisverisuonten muodostumiseen syopdkudoksessa. Téssa
tutkimuksessa selvitettiin R-Ras-geenin vaikutusta hiiren ihohaavan paranemiseen
poistogeenisen (knock-out; KO) eldinmallin avulla. Tutkimuksessa vertailtiin
thohaavojen parantumista geeniperiméltdén tavallisten, niin sanottujen
villityyppihiirten (wild type; WT) ja R-Ras-poistogeenisten hiirten vélilla.
Tutkimuksessa kiytettiin C57BL/6-hiirikantaa. Makroskooppista paranemista
arvioitiin  valokuvaamalla haavat pdéivittdin ja vertailemalla haavojen
sulkeutumista (pinta-alan pienentymistd) molemmilla genotyypeilld. Aineistossa
oli 118 aikuista uroshiirtd, jotka oli jaettu kuuteen eri tarkasteluryhméén.
Haavoista keridttiin kudosndytteitd kuutena eri tarkasteluajankohtana 2. ja 22.
operaation jdlkeisen pdivan vililld. Kudosndytteet leikattiin ja vérjattiin
paranemisen histologista tarkastelua varten.

Haavakuvien perusteella paranemisnopeudessa tai paranemistavassa ei ole eroa R-
Ras -poistogeenisen ja villityyppihiiren vililld. Tehdyissd histologisissa
vertailuissa ei tullut esille selvid eroja haavojen paranemisessa (re-epitelisaatio,
haavan koko). Yhteenvetona R-Ras-geenilld ei néyttédisi olevan vaikutusta hiiren
thohaavan paranemiseen tai vaikutus on melko vihéinen.
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1 JOHDANTO

R-Ras-proteiini on Ras-perheeseen kuuluva pieni GTPaasi
(guanosiinitrifosfataasi). GTPaasi sitoo ja muuttaa guanosiinitrifosfaatin (GTP)
guanosiinidifosfaatiksi (GDP). Tdméi on oleellinen tapahtuma solujen
viestijdrjestelmassi ja johtaa muun muassa erilaisten toisioldhettijirjestelmien ja
solukalvon ionikanavien aktivoitumiseen. GTPaasi on aktiivinen GTP:n ollessa
sithen sitoutuneena ja inaktiivinen, kun GDP on siihen sitoutuneena. Solun sisélla
GTPaasien toiminta liittyy elintdrkeisiin toimintoihin kuten solun ulkopuolelta
tulevien viestien viélittimiseen ja proteiinisynteesin sdételyyn. (Ahmadian & Zor

1999.)

Solujen biokemialliseen sddtelyyn osallistuvat GTPaasit jaotellaan alaryhmiin,
mutta yhtenevina tekijéna niilld kaikilla on samanlainen mekanismi toimia
viestinvalittdjind on/off-kytkimen tavoin. Kytkimen asennosta riippuu, onko
proteiiniin sitoutunut GTP vai GDP. GTPaaseihin kuuluvat heterotrimeeriset G-
proteiinit toimivat viestinvilittdjind solukalvolla yhdessa niihin liittyneiden
reseptorien kanssa. Heterotrimeeriset G-proteiinit koostuvat nimensd mukaisesti
kolmesta alayksikdstd (a, B ja y) ja ndiden muodostaman kompleksin GTPaasi-

aktiivisuus on riippuvainen kompleksiin liittyneen reseptorin aktiivisuudesta.

Ras-perhe on yksi Ras-superperheen viidestd alaryhmasti. Ras-perheeseen kuuluu
36 eri geenid, joista merkittivimpid ovat H-, K-, N-, M- ja R-Ras. Ras-
superperheen GTPaasit koostuvat yhdestd yksikosti, joka on analoginen
heterotrimeeristen G-proteiinien a-yksikon kanssa. Toisin kuin heterotrimeeriset
G-proteiinit, Ras-superperheen proteiinit pystyvét toimimaan itsendisesti ilman
erillisen reseptorin vaikutusta: Ras-proteiini pystyy ilman ulkopuolista
stimulaatiota irrottamaan GDP:n (inaktiivinen kompleksi) ja sitomaan tilalle
GTP:n (aktiivinen kompleksi) ja lisdksi muuttamaan sitoutuneen GTP:n GDP:ksi.
Ras-proteiinien itsendinen toiminta on luonteeltaan hidasta ja kdytdnnossa solun
toiminnalle melko merkityksetontd. Merkittdvin aktiivisuuden sditely tapahtuu
ulkopuolisten sédételyproteiinien vilitykselld. Kaksi tiarkeintd sdatelyproteiinien
ryhmaéa ovat guanosiini-nukleotidi-vaihtajat (GEFs, Guanine-nucleotide-exchange

factors), jotka edistavit GDP:n vaihtamista GTP:ksi (lisddntynyt aktiivisuus), ja
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GTPaasia aktivoivat proteiinit (GAPs, GTPase-activating proteins), jotka
kithdyttdvat GTPaasien sisdistd kykyd muuttaa GTP GDP:ksi (kompleksin
inaktivoituminen). (Wennerberg, Rossman & Der 2005.) Kédytdnnossa kahden
edelld mainitun sdételytekijin vaikutuksen suhde mairdé, kuinka suuren osan
ajasta GTPaasi on aktiivinen. GTPaasin aktiivisuus vilittyy siten, ettd GTP:n
ollessa sitoutuneena kompleksilla on suuri herkkyys sitoutua kohdeproteiiniin ja

siten saada aikaan joko kohdeproteiinin aktivoituminen tai inaktivoituminen.

Ras-perheen proteiinien toimintaa solun viestinvélitysketjussa voidaan
yksinkertaistettuna kuvata seuraavalla esimerkilld, jossa viesti vilittyy seuraavaan
vaiheeseen aina kohdeproteiinin aktivoitumisella, vaikka kdytdnnossa
sadtelyvaikutus voi yhtd lailla vélittyd myos kohdeproteiinin toiminnan
inaktivoitumisen kautta: esimerkiksi verenkierron mukana kulkeutuva kasvutekija
tai soluvilitilan tukiverkon rakenneproteiini kiinnittyy kohdesolun solukalvolla
sijaitsevan reseptorin solun ulkopuoliseen osaan. Sitoutuminen saa aikaan
muodonmuutoksen solukalvoreseptorin solun sisdpuolisessa osassa, ja se edelleen
atheuttaa solunsisdisten toisioldhettijarjestelmien aktivoitumisen.
Toisioldhettijdrjestelmin aktivoitumisen vélitykselld Ras-proteiinia sddtelevit
tekijat aktivoituvat, minkd seurauksena Ras-proteiini on enimmékseen aktiivisessa
muodossa GTP:n ollessa sithen sitoutuneena. Aktiivinen Ras-proteiini aktivoi
joko suoraan tai vdlivaiheiden kautta proteiinisynteesid ohjaavien ja sdételevien
proteiinien, eli niin sanottujen transkriptiotekijéiden, sitoutumisen kohdegeenien
sadtelyalueille, mika kdynnistdd kohdegeenien aktivoitumisen ja edelleen
kohdeproteiinien synteesin. Lopullisena vasteena on muuttuneen
proteiinisynteesiaktiivisuuden kautta haluttu muutos solun toiminnassa.
Ras-perheen jisenet sddtelevit ennen kaikkea solujen jakaantumista
(proliferaatio), mutta my0s erilaistumista, selviytymista ja liikettd (migraatio)

kudoksissa (Wennerberg ym. 2005).

Ras-proteiineista H-Ras ja K-Ras ovat keskeisid sdételijoitd solun
viestintdverkostossa, ja niitd aktivoivat useimmat kasvutekijét ja myos solujen
adheesiomolekyylit eli integriinit (Komatsu & Ruoslahti 2005). Kasvutekijoiden
vaikutus solujen proliferaatioon vilittyy merkittdviltd osin juuri Ras-geenien
kautta. Keskeisten sddtelyominaisuuksien vuoksi Ras-geenien mutaatioilla on

merkittdva vaikutus syopdsairauksien synnyssid. Pistemutaatiot Ras-geeneissa
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voivat aiheuttaa epatarkoituksenmukaisen GTPaasi-aktiivisuuden ja siten muuttaa
solun kayttdytymistd, kun keskeinen Ras-proteiini menettdd kyvyn vastata
negatiiviseen sddtelyyn. [lman negatiivista sdételyvastetta viallinen Ras-proteiini
”syottdd” jatkuvasti kasvustimulaatiota solulle ilman normaalisti tarvittavaa
kasvutekijastimulaatiota. (Ahmadian ym. 1999.) Kun kriittisissd sddtelykohdissa
vaste negatiiviseen sddtelyyn menetetdédn, seurauksena voi olla solun
hallitsematon jakaantuminen ja kdyttdytyminen ja lopulta solun muuntuminen

(transformaatio) geneettisesti epdvakaaksi syopasoluksi.

Syopaalttiuden suhteen R-Ras on Ras-perheessa poikkeuksellinen: R-Ras
proteiinia aktivoivien geenimutaatioiden ei ole osoitettu aiheuttavan syopaa.
Arvioidaan, ettd noin 25-35 %:ssa syOpatapauksista takana on aktivoiva mutaatio
jossakin kasvua stimuloivassa Ras-geenissd. R-Ras:n on todettu siitelevin
solujen vilisten liitosten muodostumista ja solun adheesiomolekyylien
aktivoitumista (Zhang ym. 1996). Lisiksi se sdételee solujen migraatiota eli
liikettd sidekudoksen ldpi (Ada-Nguema ym. 2006) ja hermosolujen aksonien
kasvua (Oinuma ym. 2006). R-Ras-geenin ilmentyminen poikkeaa muiden Ras-
perheen GTPaasien ilmentymisestd: Ras-perheen GTPaasit ilmentyvét
padsdintdisesti jakaantuvissa soluissa, ja ne vilittavit kasvusignaalia solujen
proliferaatioon. R-Ras sen sijaan ilmentyy erilaistuvissa soluissa, ja sen
ilmentyminen huipentuu solun lopullisen (ns. terminaalisen) erilaistumisen
yhteydessa eli lopullisen solusyklistd vetdytymisen yhteydessd. On osoitettu, ettd
siledlihassoluissa ja verisuonten endoteelisoluissa R-Ras:n ilmentyminen on
sidoksissa solun kypsymiseen: jakautuvassa ja kehittyvissé solussa geenin
ilmentyminen on véhdistd, mutta ilmentyminen lisdéntyy erilaistuvassa solussa, ja
kypsdssd, erilaistuneessa solussa se on voimakkainta. (Komatsu & Ruoslahti
2005.) R-Ras-geenin ilmentymiseen liittyy myoblastien siirtyminen solusyklin
lepovaiheeseen, mikd mahdollistaa myoblastien erilaistumisen kypsiksi

lihassoluiksi (Suzuki, Kaziro & Koide 2000).

Edelld kuvattuun viitaten R-Ras-geenin funktio on erilainen muihin Ras-perheen
geeneihin ndhden solun erilaistumisen ja jakautumisen sdételyssa. Lisdksi Ras-
perheeseen kuuluvalla H-Ras:1la on R-Ras:lle vastakkainen eli estdva vaikutus
soluliitosten muodostumiselle (Hughes ym. 1997) ja myoblastien erilaistumiselle

(Ramocki ym. 1997). Téiten H-Ras néyttdd toimivan R-Ras:n vastavaikuttajana.
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Néiden havaintojen perusteella on mahdollista, ettd R-Ras:n ja H-Ras:n
aktiivisuuden tasapaino mairdd suunnan solun erilaistumisen ja jakaantumisen
vililld. R-Ras:n toiminnasta ja merkityksesti on tehty useita solutason
tutkimuksia (in vitro), mutta sen vaikutuksia kudostasolla (in vivo) ei juurikaan

tunneta. (Komatsu & Ruoslahti 2005.)

Komatsu ja Ruoslahti (2005) ovat pyrkineet selvittdimain R-Ras:n todellista
merkitystd eri kudosten kehityksessé ja eri sairauksien patogeneesissa luomalla R-
Ras-poistogeenisen eldinkannan. He ovat onnistuneet luomaan R-Ras-
poistogeenisen hiirikannan, jolta puuttuu periméstdin R-Ras-geeni, mutta joka
muuten on tdysin periméltdén normaali. Ainoastaan yhden geenin puuttuminen
mahdollistaa tutkittavan geenin kudosvaikutusten selvittimisen vertailemalla
1lmio6ité tavallisen ja poistogeenisen eldimen vililld. Tutkimuksessa osoitetaan,
ettd R-Ras-geeni ilmentyy kehityksen aikana useassa kudoksessa solujen
jakaantumisaktiviteetin hidastuessa ja solujen aloittaessa lopullisen
erilaistumisensa. Verisuonissa R-Ras ilmentyy erityisesti erilaistuneissa
siledlihassoluissa ja endoteelisoluissa, ja sen merkittdvin vaikutus lienee
verisuonten kypsyminen (maturoituminen ja stabilisoituminen). R-Ras-
poistogeeninen hiiri on niin sanotusti vitaali eli pystyy kehittymdin normaalisti ja
on lisddntymiskykyinen. Vitaliteetti mahdollistaa poistogeenisen hiirimallin
kdyton erilaisissa tautitilanteissa ja selvittdimaddn R-Ras-geenin merkitysti
tutkittavissa sairauksissa. Téstd esimerkkind on havainto, ettd R-Ras -
poistogeeniselld eldimelld syopdkudoksessa on runsaammin verisuonia kuin
villityyppihiirelld. Runsaammalla verisuonimuodostuksella ei kuitenkaan nayti
olevan vaikutusta sydpikasvaimen kasvuun, mika oletettavasti johtuu R-Ras-
geenin puuttumisesta aiheutuvasta endoteelisolujen epitdydellisestd kypsymisesti

ja verisuonten heikosta perfuusiosta. (Komatsu & Ruoslahti 2005.)

Havainnot R-Ras:n vaikutuksista angiogeneesin eli verisuonten
uudismuodostukseen ja solujen lopulliseen erilaistumiseen tekevit siitd
kiinnostavan ihohaavan paranemisen kannalta, koska vammautuneen kudoksen
verisuonitus on keskeinen tekijd vamman paranemisessa. R-Ras:n merkitysta
thohaavan paranemisessa ei kuitenkaan tunneta. Verisuonten muodostuminen on
avainasemassa haavan paranemisprosessissa, ja riittdmattoman verenkierron

aitheuttama hapenpuute, eli hypoksia, tekee kroonisista ihohaavoista huonosti
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parantuvia. Hypoksia johtaa usein kudoksen nekroosiin. Adrimmaiiseni
esimerkkind ovat vaikeat krooniset haavaongelmat esimerkiksi diabeettista
valtimosairautta sairastavalla potilaalla. Ne johtavat usein lopulta jalan
amputaatioon. Diabeetikoiden keskeisin ongelma on hyvin perifeerisesti
painottuva ns. pienten suonten tauti, jota voitaisiin todennékoisesti hoitaa
tehokkaasti tehostamalla angiogeneesii. Lisdksi huonosti verisuonitettu, ja siten
huonosti paraneva haava on hankala infektioportti. Kroonisten haavojen hoitoon
on kirurgisten menetelmien liséksi kiytdssd suuri mééra erilaisia
paikallishoitovalmisteita ja mekaanisia hoitoja. Toistaiseksi tutkimuksista ja
kokeiluista huolimatta ei ole 16ydetty todistetusti tehokkaita ladkkeellisia
vaihtoehtoja parantaa ithohaavan fysiologista paranemisprosessia (Krooninen
alaraajahaava. Kédypa hoito -suositus 2010). Nykyisin kliinisesséd kdytdssa olevat
tehokkaat haavanhoitometodit vaativat paljon ty6td ja erikoisosaamista, ovat
kestoltaan pitkii ja siten kalliita toteuttaa. Haavojen hyva perushoito on ehdoton
edellytys haavanhoidon onnistumiselle, mutta lddkkeellinen paranemisprosessin
nopeuttaminen toisi merkittdvid kustannussiistdjd kroonisten ihohaavojen

hoidossa. Toimivalle haavanhoitolddkkeelle on suuri kysynta.

Taman tutkimuksen motiivina on ollut etsid potentiaalisia terapeuttisia
vaikutuskohteita tulevaisuuden haavanhoidolle 1ddkkeellisilld menetelmilla.
Tutkimuksessa tarkastellaan R-Ras-geenin vaikutusta ihohaavan paranemiseen
poistogeenisen eldinmallin avulla. Olemme pyrkineet 10ytdméén mahdolliset erot
paranemistavassa ja -nopeudessa vertailemalla thohaavan paranemista R-Ras-
poistogeenisen hiiren ja geeniperimiltddn tavallisen, niin sanotun villityyppi-
hiiren valilla. Tutkimuksen alussa tulosten suunnasta tai erojen suuruudesta ei
ollut minkdanlaista ennakkoarviota, miké teki tarvittavan aineiston koon

arvioinnista haasteellista.

R-Ras-geenin vaikutuksesta ithohaavan paranemisessa ei ole tehty aiempia
tutkimuksia. Tavoitteenamme oli selvittdd paranemistapa ja -nopeus
valokuvaamalla haavoja pédivittdin ja vertailemalla paranemista villityyppihiiren
haavan paranemiseen. Lisdksi pyrimme kudostasolla 10ytdmaan mahdolliset erot
vertailemalla eri-ikdisistd haavoista tehtyja haavakudosnaytteit.
Haavakudosndytteistd méadritettiin tavallisen hematoksyliini-eosiini-vérjdyksen

avulla helposti madritettdvid haavan paranemisen edistymisti kuvaavia
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paranemisparametreja. Paranemistavan erojen syitd voidaan arvioida tutkimalla
mahdollisia eroja eri soluryhmien aktivoitumisessa ja jarjestdytymisessa tai
poikkeavuuksia eri geenien proteiinisynteesissd haavakudoksessa eri-ikdisissa
haavoissa. Syiden arviointi on kuitenkin ollut tarkoitus jdttd4 mahdollisiin aihetta

koskeviin jatkotutkimuksiin.

2 AINEISTO

Tutkimusaineisto koostuu tdysikasvuisista, pddsdantoisesti 8—10 viikon ikéisista,

koirashiiristd. Tutkimusmenetelmien kokeilu- ja harjoitteluvaiheessa kéytettiin
my0s naarashiirid, mutta ne rajattiin pois lopullisesta analysoidusta aineistosta.
Tutkimusaineistossa tarkasteluyksikkoné kdytetddn haavaa, joita yhdelle hiirelle
tehtiin osalle kaksi ja osalle kuusi: tutkimuksen alkuvaiheessa haavoja tehtiin
kaksi haavaa yhdelle hiirelle, mutta eldintdiden tydlayden vuoksi pdadyttiin

tutkimusta jatkamaan tekemaélld kuusi haavaa yhdelle hiirelle.

Tutkimuksen aikana eldint6ihin kdytettiin yhteensd 157 hiirtd. Lopullisessa
aineistossa on haavoja 118 hiireltd. Ensimmaéisen erén 23 hiirté rajattiin
aineistosta pois joko naarassukupuolen tai soveltumattomaksi osoittautuneen
nukutusmenetelmén vuoksi. Lisdksi osa ensimmaéisen erdn kudosnéytteistd
valmistettiin jdddytysmenetelmalld, kun myShemmissa erissd kaikki
kudosnéytteet fiksoitiin paraformaldehydilld ja valettiin parafiiniin. Kymmenen
hiirtd poistettiin aineistosta lajitoverin kanssa tappelun seurauksena uudelleen
avautuneiden haavojen vuoksi. Kaksi eldinté todettiin sairaaksi ja jouduttiin
lopettamaan. Viisi eldintd kuoli liian syvén, eetterilld indusoidun anestesian
lamauttamana paivittdin toistuneen haavojen valokuvauksen aikana, ja myds ndma
eldimet rajattiin aineiston ulkopuolelle. Aineiston ulkopuolelle rajautuneissa
hiirissd olivat molemmat genotyypit edustettuina. Aineistosta ulkopuolelle
rajaamiseen johtaneet asiat vaikuttivat molempien genotyyppien hiiriin samalla
tavalla, minkd vuoksi voidaan olettaa, etteivit rajaamiset ole aiheuttaneet
valikoitumisongelmia (valikoitumisharha) tutkimusaineistossa. Rajaamisten

vaikutuksista ei ole tehty tarkempaa selvitysta.
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Kaikkien hiirten haavat kuvattiin operaation jilkeen ja lopetuspdivinad ennen
kudosndytteiden ottamista. Lisdksi suurin osa hiiristd pyrittiin valokuvaamaan
paivittdin kevyen eetterinukutuksen avulla. Haavakuvista tehtyjé pinta-

alamédrityksid kaytettiin aineistona paranemisen makroskooppisessa arvioinnissa.

Haavan paranemisen histologista tarkastelua varten hiiret jaettiin kuuteen

ryhmédn kuudessa eri aikapisteessi tehtidvaa tarkastelua varten: hiiret lopetettiin
2.,5.,7.,10., 14. ja 21—22. toimenpiteen jdlkeisend pdivana. Tavoitteena oli saada

véahintddn kuusi kuuden haavan hiirtd molemmista genotyypeisté jokaiseen
tarkastelupisteeseen. Aineiston hiirimééra olisi riittdnyt tavoitteen
saavuttamiseksi, mutta suurimman koe-eldinsarjan molempien genotyyppien
jakaminen tasaisesti eri péiville epdonnistui: koe-eldinlaboratorion henkilokunnan
kanssa tapahtuneiden vadarinymmarrysten vuoksi poikueiden genotyyppitiedot
menetettiin poikasten emosta vieroittamisen yhteydesséd. Hiirten genotyypit saatiin
selville vasta jélkikdteen hiirten hinnisti eristettyjen DNA-ndytteiden pohjalta
tehdyn genotyypityksen avulla. Taulukossa 2 on eroteltu aineiston hiirten

jakautuminen eri péiville.

Taulukko 2 Taulukossa on eritelty R-Ras-poistogeenisten hiirten ja villityyppihiirten lukuméérit eri
tarkastelupisteissi. Kaikissa tarkastelupisteissd on molemmista genotyypeisti seki kahden etti
kuuden haavan hiirii. Taulukosta kiy ilmi, etti eri tarkasteluryhmissé on selvit kokoerot aineiston
epitasaisen jakautumisen vuoksi; esimerkiksi 10. toimenpiteen jilkeisena péivina lopetettuja
villityypin hiirid on yhteensi 4, kun taas R-Ras-poistogeenisii hiirid on yhteensi 21.

Tarkastelupiste Villityyppi R-Ras -/-
2 6 Hiirida Haavojen | 2 6 Hiirid Haavojen
haavaa haavaa yht.  lkm. haavaa haavaa yht.  lkm.
2 4 10 14 68 5 4 9 34
5 6 2 8 24 1 5 6 32
7 7 9 16 68 4 4 8 32
10 2 2 4 16 17 4 21 58
14 6 3 9 30 8 3 11 34
21-22 2 6 8 40 1 3 4 20
Yhteensa 27 32 59 246 36 23 59 210




3 MENETELMAT

Haavatoimenpiteessé hiiret tainnutettiin dietyylieetterihoyrylla ja hiiren ollessa
hetkellisesti tainnuksissa pistettiin vatsanahkaan subcutaani-injektiona Avertin®
-nukutusainetta (vaikuttava aine 2, 2, 2-tribromoetanoli). Nukutuksen jilkeen
hiirelle annettiin subkutaanisesti opiaattikipulddkeinjektio (L-Polamivet®,
vaikuttava aine levometadonihydrokloridi) leikkauksenaikaisen ja -jilkeisen
kivun hoitoon. Operaation jilkeisind pdivina eldinlaboratorion henkilokunta jatkoi
tarvittaessa kipulddkitystd. Kipuindikaattorina pidettiin koe-eldimen passiivista ja
vetdytyvad kiytostd ja syomattomyyttd. Toimenpiteessd hiiren selkd ajettiin
karvaleikkurilla ja iho steriloitiin 70-prosenttisella etanoliliuoksella. Alaseldn

thoon tehtiin 2—6 py0Oredd ihohaavaa. Haavat sijoiteltiin pareittain symmetrisesti

alaselédn iholle selkdrangan molemmille puolille. Ensimmaéinen haavapari
sijoitettiin pakaroiden péélle. Haavojen viliin jétettiin vdhintddn 6 mm:n
thokannas. 6 mm halkaisijaltaan olevat pydreit ihoreidt tehtiin kiyttden apuna
terdvad pyoredd 6 mm:n biopsiainstrumenttid (Biopsy Punch®) ja lisdksi pienid
saksia. Optimaalisinta olisi ollut tehdd haavat painamalla biopsiainstrumentilld
reikd ihon ldpi, mutta silld tekniikalla olisi jouduttu painamaan hyvin kovalla
voimalla hiiren selkdd vasten ja samalla olisi vdistdmaittd aiheutettu vammoja ihon
alla oleviin lihaksiin ja lihaskalvoihin. Epdtarkoituksenmukaisten vammojen
aitheuttaminen olisi aiheuttanut koe-eldimille ylimaaréistd karsimysta ja olisi ollut

luonnollisesti vastoin koe-eldintdiden eettisid periaatteita.

Haavat tehtiin asettelemalla biopsiainstrumenttia pdytdtasolla vatsallaan
makaavan hiiren selkéé vasten. Asettelun yhteydessa ihoa ei kiristetty vaan haavat
pyrittiin tekemdan niin sanotusti luonnollisessa tilassa olevaan ithoon. Hiiren ihon
elastisuuden ja liikkkuvuuden vuoksi kiristdméilld fiksoituun ihoon tehdyisti
haavoista olisi tullut hyvin vaihtelevan kokoisia. Biopsiainstrumenttia painettiin
melko voimakkaasti hiiren selkda vasten tehden samalla pientd pyoritysliikettd.
Talld saatiin aikaan suurelta osin pinnallinen, mutta usein myds pieneltd osin koko
thon paksuinen pydred haava. Haava toimi ddriviivana, kun ihopala lopulta
poistettiin saksilla leikkaamalla. Saksilla leikkaamalla pienen thopalan

adriviivojen noudattaminen oli haastavaa, mikd myos jonkin verran aiheutti
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vaihtelevuutta haavojen koossa. Koon vaihtelua késitelldén tarkemmin

Tilastollinen testaus ja tulokset -osiossa.

Toimenpiteen yhteydessd jokainen hiiri korvamerkittiin seurantaa varten hiirten
sekoittumisen ehkdisemiseksi. Toimenpiteen jélkeen hiiret valokuvattiin. Suurin
osa hiiristd valokuvattiin péivittiin dietyylieetteri-tainnutuksen avulla.
Valokuvaamiseen kaytettiin tavallista digitaalikameraa. Valokuvaan kuvattavan
hiiren vierelle laitettiin hiiren tunnistetiedot, tieto leikkauksenjélkeisestd paivastd
ja 2 x 2 cm:n kontrollinelid. Haavojen pinta-alat mééritettiin vertaamalla niitd
kontrollinelioon, ja kdyttdmalla samaa kontrollia saatiin eri kuvista tehdyt
madritykset keskendén vertailukelpoisiksi. Haavojen pinta-alaméadritykset tehtiin
ImagelJ-ohjelmalla vapaalla kédella piirrettavin pinta-alanmaééritystoiminnon

avulla.

Koehiiret lopetettiin hiilidioksidikammiossa suunniteltuina toimenpiteen
jélkeisind tarkastelupdivind. Lopetetuista hiiristd otettiin pala hinnéstd DNA-
ndytteeksi genotyypitystéd varten hiiren genotyypin varmistamiseksi.
Genotyypitystulosten perusteella tunnisteet ja hiiret pysyivét eldinkokeiden ajan
jarjestyksessd eikd sekoittumista padssyt tapahtumaan. Yhden hiiren kaikki
haavakudosnéytteet irrotettiin seldstd kirurgisesti yhtend iho- ja
thonalaiskudosblokkina. Kudosblokit laitettiin yon yli 4-asteiseen viiledkaappiin
fiksoitumaan 4-prosenttiseen paraformaldehydiliuokseen (PFA). PFA-fiksaation
jilkeen kudosnéytteitd lioteltiin yhteensd 30 minuutin ajan 1-kertaisessa
fosfaattipuskuroidussa keittosuolaliuoksessa (1 x PBS, phosphate buffered saline).
Pesun jdlkeen haavat halkaistiin keskelté yld-ala -suunnassa haavan
keskisagittaalitason kudosleikkeitd varten. Haavapuoliskot laitettiin
kudosnidytekaseteissa 4-asteiseen viiledkaappiin 70-prosenttiseen etanoliliuokseen
odottamaan valamista parafiiniblokkiin. Parafiiniblokissa haavan puolikkaat
pyrittiin asettelemaan vierekkéin. Parafiiniin valetut haavaniytteet leikattiin ja

lasit vérjéttiin hematoksyliini-eosiini -vérjayksella.

Virjatyt ndytelasit kuvattiin méérityksid varten digitaalikuviksi ScanScope XT® -
ndytelasiskannerilla (Jarvinen & Ruoslahti 2010). Skannatuista laseista
madritykset tehtiin kuvien késittelyyn suunnitellulla Image Scope viewer® -

ohjelmalla. Kudosleikkeistd madritettiin neljd parametria paranemisen
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arvioimiseksi: haavan pinta-ala, koko haavan pituus, haavan re-
epitelisoitumattoman osan pituus ja hiiren thossa olevan panniculus carnosum -
lihaskerroksen pdiden etdisyys. Mikéli yhden haavan molemmat puoliskot
onnistuivat leikkauksessa ja virjdyksessd, niin tilastollista tarkastelua varten
kirjattiin molemmista puoliskoista tehtyjen mééritysten keskiarvo. Leikkaus- ja
vérjaystuloksen mukaan mahdollisimman monesta haavasta pyrittiin

madrittdmadn mahdollisimman monta neljistd paranemisparametrista.

Kaikki valokuvista ja kudosnaytteistd tehdyt maaritykset koottiin Excel®-
taulukko-ohjelmalla. Tilastollista testaamista varten taulukot siirrettiin SPSS16®-
tilasto-ohjelmaan tilastollista vertailua varten. Kuvaajien tekemisessa kéytettiin

molempia edelld mainittuja ohjelmia.

4 TILASTOLLINEN VERTAILU JA TULOKSET

Tutkimusraportissa kaikkien tilastollisten testien tulosten arvioinnissa on kdytetty

95 %:n luottamusvalia.

4.1 Haavojen pinta-alojen vertailu valokuvista

Operaatiopdivind otettujen valokuvien perusteella voidaan todeta, etti
lahtotilanteessa villityyppien haavat (keskiarvo 0,250 cm?) ovat keskiméérin 1,6
% suurempia kuin R-Ras-poistogeenisten hiirten haavat (keskiarvo 0,246 cm?).
Ero ei kuitenkaan ole tilastollisesti merkitsevé (p = 0,43). Molempien
genotyyppien havaintojen jakaumat noudattavat normaalijakaumaa, joten
operaatiopdivin tilastollinen testaus tehtiin riippumattomien otosten t-testilla.
Haavojen pinta-alan hajonta on jo ladhtGtilanteessa suuri, mutta kuitenkin yhta
suurta molemmissa ryhmissé (kuvaaja 4.1.1). Hajonta johtuu suurelta osin
kuvattavan pinnan epitasaisuudesta. Valokuvauksessa kamera on suunnattu hiiren
seldn keskiviivaan, minkd vuoksi kdytdnnossa kaikki haavat ovat enemman tai

vihemman kuvautuneet viistosta kulmasta. Kuvaustavan vuoksi valokuvasta
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médritetty pinta-ala on jonkin verran todellista pienempi. Toinen hajontaa
aiheuttanut tekijd on menetelmat-osiossa kuvatut haasteet tehdd ihohaavoista
tdsmélleen samankokoisia. Haavojen tekemiseen ja kéytettyihin
kuvausmenetelmiin liittyy heikkouksia, jotka lisddvét merkittavisti haavojen koon
vaihtelua. Toisaalta heikkoudet kohtelevat molempia havaintoryhmid samalla
tavalla. Voidaan siten olettaa, etteivdt ndmi menetelmiin liittyvat heikkoudet
vadristd tutkimuksen tuloksia. Kun haavat ovat yhtd suuria lédht6tilanteessa, sekd
valokuvista ettd kudosndytteistd tehtidva vertailu on mielekéstd myos toimenpiteen

jélkeisind paivina.

0,407 o

C

1

Haavan koko (cm2)

I I
Villityyppi (N=216) R-Ras -/- (N=174)
Genotyyppi

Kuvaaja 4.1.1 Histogrammikuvaajat haavojen pinta-aloista leikkauspaivini molemmilta
genotyypeilti. Histogrammin keskelli olevan laatikon sisilli oleva viiva kuvaa haavan pinta-alan
mediaaniarvoa. Laatikon siséiin jii S0 % havainnoista ja laatikon yli- ja alapuolella oleville janoille
asettuu kummallekin puolelle 25 % havainnoista. Haavojen pinta-alat ja pinta-alojen vaihtelu on
histogrammien perusteella yhté suurta R-Ras-poistogeenisilld hiirilli ja villityypeilli. Pinta-alojen
vaihteluvili on laaja; suurimpien haavojen pinta-ala on kolminkertainen verrattuna pienimpiin
haavoihin.

Havaintojen lukumaééra tarkastelupéivien edetessd vdhenee, minkd vuoksi
valokuvista méadritettyjen pinta-alojen tarkastelu on rajattu kymmenenteen
operaation jilkeiseen pdivddn. Toisaalta my0s kymmenennen pdivén jidlkeen
haavan pinta-alan méadrittdminen valokuvista ei endé luotettavasti onnistunut

tavallisen digitaalikameran tarkkuuksilla ja ilman erityisid valokuvausolosuhteita.
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Haavojen pinta-alojen jakaumat eivét kaikkina tarkastelupdivind tayti
normaalijakauman ehtoja, minkd vuoksi tilastollinen tarkastelu tehtiin kaikkina
paivind epdparametrisella Mann-Whitney U -testilld. Mann-Whitney U -testilla
tarkastellaan keskiarvojen sijaan mediaaniarvojen yhtdsuuruutta. Eri pdivind
tehdyssé pinta-alojen tarkastelussa ei kdytetty haavan koon absoluuttisia arvoja
vaan kunkin hiiren haavan kokoa verrattiin toimenpidepdivan haavan kokoon
siten, ettd toimenpidepdivdn haavan koko sai arvon 100 %. Pinta-alojen
mediaanikuvaajassa (kuvaaja 4.1.2) villityyppien ja poistogeenisten hiirten kayrét
osuvat hyvin péaillekkéin, minkd perusteella paranemisnopeudessa ei ole
merkittdvai eroa tarkasteluryhmien valilla. Paillekkaiset kdyrit viittaavat myos
sithen, ettd paranemistapa on samanlaista ryhmien vililld haavan paranemisen eri
vaiheissa. Myoskédn tilastollisessa testauksessa ei tule tilastollisesti merkitsevad
eroa minddn pdivani. Haavakuvien perusteella villityyppien ja R-Ras-

poistogeenisten hiirten haavojen paranemisnopeudessa tai paranemistavassa ei ole

eroa.
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Kuvaaja 4.1.2 Kuvaajassa on piirrettyni haavan prosentuaalisen mediaanikoon muutos ajan
funktiona. Kiyrit kulkevat koko ajan lihes péillekkiin, miké viittaa vahvasti siihen, ettei
paranemistavoissa ole eroa.

4.2 Histologinen tarkastelu

Valmiiksi saadun aineiston pienen koon vuoksi mistdin paranemisparametrista ei

pystytty tekeméén vertailuja kaikissa tarkastelupisteissa. Tehdyissé vertailuissa
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havaintojen maéré on pieni ja lisdksi mééritysten hajonta on suuri, minkd vuoksi
tdhan raporttiin tehtyjé vertailuja tdytyy pitdd vain suuntaa antavina.
Kudosnéytteistd miiritettyjen parametrien erojen kaikki tilastollinen testaaminen
tehtiin epidparametrisella Mann-Whitney U -testilld havaintojen pienen miirin

vuoksi.

4.2.1 Panniculus carnosum -lihasten vili

Havaintojen riittiméttomyyden ja epétasaisen jakautumisen vuoksi tilastollinen
tarkastelu pystyttiin tekeméén vain kolmessa tarkastelupisteessa: toisena,
seitsemantend ja kymmenentend toimenpiteen jdlkeisend piivanid (kuvaaja 4.2.1).
Toisena paivand villityypeilld panniculus-lihasten vili on keskiméérin 9,6 %
pienempi kuin R-Ras-poistogeenisilld hiirilld, ja ero on tilastollisesti merkitseva
(p = 0,002). Ero viittaa villityyppien panniculus-lihaksen nopeampaan
aktivaatioon ja supistukseen paranemisen alkuvaiheessa. Kuitenkaan eroa ei ole
havaittavissa endé seitseméntend ja kymmenentend operaation jilkeisend pdivani

(kuvaaja 4.2.1).
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Kuvaaja 4.2.1 Kuvaajassa on histogrammikuvaajat kummankin genotyypin panniculus-lihasten
vilistii eri tarkastelupéivini. Histogrammeihin on liitetty havaintojen lukumiidrit ja tarkastelupiivin
tilastollisen testin p-arvo. Havaintojen mééri on pieni verrattuna siihen, ettii jokaiseen
vertailuryhméén oli vihimmaistavoitteena saada 36 havaintoa molemmista genotyypisti. Toisena
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operaation jéilkeisené piivina saatiin esiin tilastollisesti merkitsevi ero, mutta havaintojen miari
molemmissa genotyypissd on vain kolmannes tavoitellusta médiristi.

4.2.2 Re-epitelisaation vili

Haavan reunojen re-epitelisoituneiden reunojen vilin tarkastelussa havainnot
riittivét tilastollisen vertailun tekemiseen vain toisena ja seitseméntend
toimenpiteen jalkeisend pdiviand (kuvaaja 4.2.2). Toisena operaation jilkeisend
paivana villityyppien haavojen re-epitelisoituneiden reunojen vili on keskimaérin
20,5 % lyhyempi kuin R-Ras-poistogeenisilld hiirilla ja, ero on tilastollisesti
merkitseva (p = 0,001). Seitsemédntend toimenpiteen jilkeisend pdivani ero on
painvastaiseen suuntaan 39,6 %, mutta ero ei ole tilastollisesti merkitseva.
Molemmissa tarkastelupisteissd havaintojen méard on alle kolmannes tavoitellusta

36 havainnon vihimmaistavoiteméérasti (kuvaaja 4.2.2).
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Kuvaaja 4.2.2 Kuvaajassa on histogrammikuvaajat kummankin genotyypin re-epitelisoituneiden
reunojen vilistd kahtena tarkastelupiiviini. Histogrammeihin on liitetty havaintojen lukumaiérit ja
tarkastelupiivin tilastollisen testin p-arvo. Re-epitelisoituneiden haavanreunojen vili on lyhyempi
villityypeilld toisena toimenpiteen jilkeisené péiviind, ja ero on tilastollisesti merkitsevi. Seitseménteni
operaation jéilkeisené piivina ero on pidinvastainen, mutta ero ei ole tilastollisesti merkitseva. Eron
suunnan vaihtumisen syysti ei ole mielekiisti tehdi pitkille vievid arvioita havaintojen pienen méérin
vuoksi.
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4.2.3 Terveen ihon reunojen viili

Terveen ihon reunojen vilid tarkasteltiin muissa tarkastelupisteissd paitsi
viidentend leikkauksen jélkeisend pdivana. Toisena leikkauksen jilkeisend
paivana villityyppien terveen ihon reunojen véli on keskiméérin 15,7 % lyhyempi
kuin R-Ras-poistogeenisten hiirten, ja ero on tilastollisesti merkitseva (p = 0,002).
Muissa tarkastelupisteissa erot ovat pienid ja tilastollisesti merkitsemattomia

(kuvaaja 4.2.3). Eron suunta myos vaihtelee eri tarkastelupisteissa.
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Kuvaaja 4.2.3 Kuvaajassa on histogrammikuvaajat kummankin genotyypin terveen ihon reunojen
vilisté eri tarkastelupéivind. Histogrammeihin on liitetty havaintojen lukuméirit ja tarkastelupiivin
tilastollisen testin p-arvo. Toisena operaation jilkeisené piivina villityypeilld haavan ihon reunat ovat
lihempéni kuin R-Ras-poistogeenisilli hiirill4, ja ero on tilastollisesti merkitsevi. Muissa
tarkastelupdivissi eroa ei kuitenkaan ole havaittavissa.

4.2.4 Haavan pinta-ala

Haavan pinta-aloja vertailtiin muissa tarkastelupisteissé paitsi viidentend
leikkauksen jdlkeisend paivdnd. Villityyppien haavojen pinta-alat ovat

keskimadrin 11,6 % pienempid kuin R-Ras-poistogeenisten hiirten haavat toisena
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leikkauksen jalkeisend pdivénd, ja ero on tilastollisesti merkitseva (p = 0,041).
Muissa tarkastelupisteissa tilastollisesti merkitsevii eroa ei ole, ja erojen suunnat

vaihtelevat (kuvaaja 4.2.4).
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Kuvaaja 4.2.4 Kuvaajassa on histogrammikuvaajat eri tarkastelupiivini kummankin genotyypin
kudosleikkeistd midritetystd haavan pinta-alasta. Histogrammeihin on liitetty havaintojen lukumaiéarit
ja tarkastelupdivin tilastollisen testin p-arvo. Muiden histologisten paranemisparametrien tapaan
villityyppien haavojen pinta-ala on keskiméérin pienempi kuin R-Ras-poistogeenisten hiirten toisena
leikkauksen jélkeisené péiviini, ja ero on tilastollisesti merkitsevi. Muissa tarkastelupisteissii erojen
suunta vaihtelee eiviitki erot ole tilastollisesti merkitsevia.

5 POHDINTA

Tutkimusraportin paituloksena voidaan pitdd valokuvien perusteella tehtya
haavojen pinta-alojen vertailua eri pdivind. Haavakuvista saatu aineisto on
kooltaan riittdva tilastolliseen vertailuun, ja tuloksia voidaan pitdd melko
luotettavina. Valokuvien perusteella tehdyssé vertailussa haavat sulkeutuvat
molemmissa ryhmissd samalla tavalla ja nopeudella. Tutkimusraportissa
paranemisen histologinen tarkastelu jaa selvésti puutteelliseksi aineiston pienen
koon vuoksi. Histologisessa tarkastelussa toisena paranemisen jilkeisend pdivani
villityyppien haavat ovat pienempid kaikilla neljdlld paranemisparametrilla

mitattuna, ja erot ovat my®ds tilastollisesti merkitsevid. Tulos on ristiriidassa
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valokuvien perusteella tehdyn vertailun kanssa. Histologisessa tarkastelussa
havaintojen mééra on kuitenkin niin pieni, ettd ilmeisesti sattuma on tuonut esiin
tilastollisesti merkitsevin eron, jota todennikdisesti todellisuudessa ei ole. Muissa
tarkastelupisteissa tilastollisesti merkitsevid eroja ei esiintynyt, ja erojen suunta
paranemisessa ei noudattanut minkéénlaista selvdd ja johdonmukaista trendia
kummankaan genotyypin eduksi. Histologisesta tarkastelusta ei aineiston
rajoitteiden vuoksi ole mielekédstd tehda kovin pitkille vievid johtopadtelmia.
Yhteenvetona tuloksista voidaan todeta, ettd timén tutkimuksen perusteella R-

Ras-geenilld ei ndyttéisi olevan merkitysta hiiren ihohaavan paranemisessa.

Mikali histologisista ndytteistd saamamme alustavat tulokset kertovat todellisesta
erosta haavan paranemisessa, ero viittaa siithen, ettd R-Ras-geenin puuttuessa
siledt lihassolut eivit aktivoidu normaalisti, minkd vuoksi hiiren thon panniculus
carnosum -lihaksen supistuminen on tavallista heikompaa ja edelleen haavan
supistuminen jda puutteelliseksi R-Ras-poistogeeniselld eldimelld. Tama toisena
leikkauksenjdlkeisend pdivand havaittu ero tasoittuu kuitenkin myéhemmissa
aikapisteissd, miké viittaa sithen, ettd R-Ras -geenin puuttuessa epidermiksen
keratinosyytit ja dermiksen fibroblastit jakautuvat hivenen nopeammin kuin
normaalit solut. Thon solujen nopeutunut jakautuminen johtaa siihen, ettd toisen
vuorokauden kohdalla havaittu ero korjaantuu my6hemmissé tarkastelupisteissa.
Tama tutkimustulos rohkaisee myohempiin analyyseihin, joissa pyrimme vield
selvittiméaan proliferaatiomarkkereiden avulla solujen jakaantumisnopeutta ja
soluviljely-kokeilla selvittdimddn solujen migraatiotaipumuksen. Kudosnéytteiden
immunohistokemiallisten vérjdysten avulla olisi my0s mielenkiintoista selvittaa,
millé alueilla ja missd soluissa paranevassa haavassa R-Ras-proteiinia
syntetisoidaan. R-Ras-poistogeenisen hiiren haavan paranemistaipumuksen

fenotyypin selvittiminen vaatii perusteellisen tutkimisen myos solutasolla.

Tutkimusraporttia varten histologinen aineisto saatiin vain osittain valmiiksi.
Merkittdava osa tehdyisté leikkeistd ja vérjayksistid epdonnistui, mikd vihensi
havaintojen mééra histologisessa tarkastelussa. Haavaleikkeisti
paranemisparametreja madritettiin vain ehjistd ja selkedsti tulkittavista haavoista.
Joissakin néytteissd kudospalat eivit olleet kokonaan leikkautuneet naytelasille.
Todennékoisesti ongelmana on ollut litan pinnallinen hdyldys parafiiniblokista,

johon haavanpuoliskot valettiin. Liian pinnallisessa hoyldyksessé kaikki



18

kudospalat eivit ole tiysin yltdneet hdyldyspinnalle vaan ovat jééneet osittain
parafiinin sisddn. Osa kokonaan leikatuista haavoista hajosi osittain niytteiden
valmistuksen aikana siten, etti naytteistd haavan reuna-alueilta puuttui
kudospaloja. My0s virjdys oli joissakin néytteissa liian tumma, mink& vuoksi
madritettdvia rajoja ei pystynyt luotettavasti erottamaan. Niytteiden uudelleen
tekeminen ja analysointi ei tutkimusraporttia varten ollut mahdollista

aikarajoitteiden vuoksi.

Tutkimusprojektin alussa haasteita tuotti toimivien tydtapojen etsiminen ja
harjoittelu. Ensimmaiset hiirierdt jouduttiin rajaamaan aineiston ulkopuolelle,
koska tyotavat muuttuivat projektin alkuvaiheessa. Alkuvaiheessa hiirille tehtiin
kaksi haavaa, mutta haavamiira kasvatettiin kuuteen tutkimuksen aikana pddosin
eldintdiden tyoldyden vuoksi. Haavamiirin kasvattamiseen vaikutti myds se, ettd
kéytettdvissd oli rajallinen madrd koe-eldimia ja rajalliset tilat koe-eldinkantojen
ylldpitoon. Osa aineistosta koostuu kahden haavan hiiristé, ja osalle tehtiin kuusi
haavaa. Yhdelle hiirelle tehtyjen haavojen méirin vaikutuksesta haavan kokoon
tai paranemisnopeuteen ei ole tehty tilastollista tarkastelua, joten vaikutuksen
arviointi jaa osittain arvailun varaan. Mahdollisia eroja tasoittaa kuitenkin se, ettd

sekd kahden ettd kuuden haavan hiirid on kaikissa tarkasteluryhmissé.

Tutkimusprojektin alussa ensimmadiset hiiret nukutettiin injektionukutuksella
haavojen valokuvauksen ajaksi, mutta menetelma osoittautui ongelmalliseksi, kun
osa haavoista repesi uudelleen auki nukuttamisen yhteydessd. Lopulta kuvaamista
varten hiiret pdddyttiin tainnuttamaan hetkellisesti dietyylieetterihdyrylld, jolloin
nukutettavaa hiirtd pystyttiin kisittelemaidn huomattavasti helldvaraisemmin
eivitkd haavat sen jdlkeen ainakaan kuvauksen yhteydessé tapahtuneen késittelyn
vuoksi avautuneet. Koesarjojen aikana havaittiin, ettd osa samaan hikkiin
laitetuista hiiristd tappeli keskendén ja puri toistensa haavoja auki. Lopulta
jokainen hiiri laitettiin omaan hékkiin operaation jilkeiseksi ajaksi. Haavakuvien
perusteella kaikki hiiret, joiden haavat olivat tappelusta vaurioituneet, rajattiin

aineiston ulkopuolelle.

Tutkimuksen saavutuksina voidaan pitdé tutkimusryhmin ty6tapojen kehittimista
hiirilla tehtdvdd haavatutkimusta varten. Tutkimusaineiston perusteella on

mahdollista my6hemmin tehdd voimalaskelmia tarvittavaa aineiston kokoa
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arvioitaessa, jos tdssd tutkimuksessa kaytettyja tyotapoja hyddynnetdaan
myohemmissé tutkimuksissa. Aineiston pienen koon asettamien rajoitteiden
vuoksi ei timéan tutkimuksen perusteella voida vield lopullisesti sanoa, onko R-
Ras-geenilld vaikutusta hiiren thohaavan paranemiseen, mutta tuloksemme
viittaavat vahvasti siihen, ettd R-Ras-geenilli ei ole merkittdvédé osuutta
paranemisprosessissa. Paranemisen histologinen tarkastelu on jatkossa tarkoitus

tehda uudestaan, kun riittdvan suuri aineisto saadaan valmiiksi.
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