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Alfa-amylaasientsyymin aktiivisuus syljesséd on tutkimusaiheeltaan ajankohtainen; tut-
kimuksissa on huomattu, ettd se on yhteydesséd autonomiseen hermostoon ja stressiin,
joka on hyvin yleinen ilmié nyky-yhteiskunnassa. Pitkdaikaisstressin diagnosoinnissa
kaytettavida menetelmid on todettu olevan syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuusmit-
tauksen lisédksi muitakin; poikkeavilla seerumin ja syljen kortisolipitoisuudella sek& sy-
kevélivaihtelulla on havaittu olevan yhteys stressiin. Tutkimuksemme toimeksiantaja oli
BioOption Oy.

Tavoitteenamme oli selvittéd, voiko syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuusmittausta
kayttadd kertamittauksena pitkaaikaisstressin arvioinnissa, seka arvioida muiden potenti-
aalisten diagnosointimenetelmien yhteytta pitkaaikaisstressiin.

Tutkimusaineistonamme kaytimme haastattelulomakkeista, veri- ja sylkindytteista seka
sykevilivaihtelusta saatua tietoa. Haastattelulomakkeisiin tutkimushenkil6t arvioivat
oman stressitilansa. Verindytteista analysoitiin seerumin kortisolipitoisuus, sylkinéyt-
teistd analysoitiin seka kortisolipitoisuus etta alfa-amylaasientsyymin aktiivisuus. Ar-
vioimme tutkimushenkildiden stressitilaa haastattelulomakkeista saatujen tietojen avulla
ja vertasimme saamiamme tutkimustuloksia koehenkildiden kokemaan stressitilaan.

Tutkimustulostemme mukaan syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuusmittausta ei
voida kayttaa kertamittauksena pitk&aikaisstressin arvioinnissa. Muiden kéayttdmiemme
mittausten seka pitkdaikaisstressin yhteyksien I0ytdminen oli myos haastavaa.

Tutkimusjoukkomme pienesté koosta johtuen emme saaneet kerattya riittdvén laajaa ai-
neistoa. Emme siis voineet tehda tutkimustuloksistamme varmoja johtopédatoksia. Tule-
vissa tutkimuksissa syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuutta tulisi mitata tata pi-
demmalla aikavalilla, jotta saataisiin kattavampaa tietoa stressin ja alfa-amylaasin véli-
sesta yhteydesta.

Asiasanat: Stressi, sylki, alfa-amylaasi, kortisoli, sykevalivaihtelu
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Activity of salivary alpha-amylase enzyme is a current and interesting topic in research.
Stress is a very common phenomenon in today’s society, and researchers have discov-
ered connection between the autonomic nervous system, stress and salivary alpha-
amylase. Besides salivary alpha-amylase enzyme activity measurement, researchers
have developed other methods to diagnose long term stress; deviant cortisol values in
serum and saliva and low heart rate variability have been discovered to have a connec-
tion with stress. This study was assigned by BioOption Oy.

The main goal of this study was to resolve if measurement of salivary alpha-amylase
enzyme activity can be used as a single method of analysis in diagnosing long-term
stress. Besides salivary alpha-amylase, we also examined other potential methods in di-
agnosing long-term stress.

This study used quantitative methods for data collection. We used interview forms, se-
rum and saliva samples and measurement of heart rate variability to collect data. On in-
terview forms, subjects evaluated their level of stress. Cortisol levels were analyzed
from serum and saliva samples, activity of alpha-amylase enzyme was measured from
saliva samples. These results were compared with the stress levels of our subjects,
which were calculated from the interview forms. Results were demonstrated with charts
and diagrams.

Findings revealed that most likely salivary alpha-amylase enzyme activity measurement
cannot be used as a single method of analysis in diagnosing long-term stress. It was also
difficult to find connections between long-term stress and other methods used in this
study.

In future studies, salivary alpha-amylase enzyme activity should be measured over a
longer period of time to gain comprehensive information about salivary alpha-amylase’s
connection with long-term stress.

Keywords: Stress, saliva, alpha-amylase, cortisol, heart rate variability
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1 JOHDANTO

Kvantitatiivisen  tutkimuksemme  tarkoituksena oli  selvittdd syljen  alfa-
amylaasientsyymin merkitysté pitkaaikaisstressitilassa. Tutkimuksessa arvioimme, onko
syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuuden mééritys varteenotettava menetelma pitka-
aikaisstressin mittaamisessa. Tutkimusmateriaalina kaytimme haastattelulomakkeita,
veri- ja sylkindytteitd seka sykevélivaihtelua. Verindytteistd maaritimme seerumin kor-
tisolipitoisuuden ja sylkindytteista kortisolipitoisuuden seka alfa-amylaasientsyymin ak-
tiivisuuden. Arvioimme tutkimushenkilGiden stressitilaa heidan tayttamien haastattelu-
lomakkeiden avulla ja vertasimme saamiamme tutkimustuloksia koehenkildiden koke-

maan stressitilaan.

Aiheen opinnaytetydhon saimme syksylla 2010 koulumme ideapankista. Tutkimustam-
me rahoittaa BioOption Oy. Alfa-amylaasientsyymin aktiivisuus syljessa on ajankohtai-
nen tutkimusaihe, koska tutkimuksissa on huomattu, ettd se on yhteydessa stressiin.
Stressi on hyvin yleinen ilmi6é nyky-yhteiskunnassa, ja siitd puhutaan paljon. Jokainen
ihminen kokee stressia jossakin vaiheessa elamaa. Kehitteilla on muun muassa vierites-
tejd, joilla voidaan mitata syljesta alfa-amylaasientsyymin pitoisuutta, joka kertoisi eli-
miston stressitilasta. Vieritestit olisivat hyddyllisi& muun muassa tyoterveyshuolloissa,
koska niilla saataisiin mitatuksi nopeasti mahdollinen stressi. Nain valtyttéisiin monilta
laboratoriokokeilta, silla hyvin usein stressaantuneet hakeutuvat laékarin hoitoon jonkin
muun vaivan takia, vaikka oireiden alkuperd saattaa ollakin pelk&stdéan stressista johtu-
vaa. Sylkivieritesti on myos potilaalle huomattavasti miellyttdvdmpi vaihtoehto, silla
sylkindytteenotto on nopeampi ja kivuttomampi kuin esimerkiksi suoniverindytteenot-

toon.

Henkilokohtaisena tavoitteenamme oli oppia yhteistoiminnallisuutta sekd kehittdd am-
mattitaitoa niin asiakaspalvelussa kuin aineiston analysoinnissakin. Tavoitteenamme oli
myas tuottaa tietoa ja tuloksia tuleviin tutkimuksiin, jotka liittyvéat syljen alfa-amylaasin

ja stressin véliseen yhteyteen.



Opinndytetydtamme ohjasivat lehtori Paula Reponen, sairaalakemisti Simo Rasi koulul-
lamme toimivasta Pharmatest Oy:sta seka osastonjohtaja Annikki Savolainen, englannin
kielen lehtori Marketta Rusanen ja &idinkielen lehtori Marja Kuure. Opinnéytetydprosessin
apuna olivat myds vertaisarvioijat seka opiskelijaryhmat bio8sn ja bio9sa. Tutkimukses-
samme tulosten arvioinnissa apuna toimi myos tyéterveyspsykologi. Hankimme tutki-
musluvat Oulun seudun ammattikorkeakoulun Sosiaali- ja terveysalan yksikoltd, seka tut-

kimustamme rahoittavalta BioOption Oy:It4.



2 STRESSI JA ELIMISTON STRESSITASON MITTAAMI-
NEN

Stressi on nykypéivana hyvin yleinen ja tiedostettu ilmi¢ véestdssa. Se mielletaan
yleensa huonoksi, elamaa haittaavaksi tekijaksi. Kaikki stressi ei kuitenkaan ole haital-
lista, silld stressilla on hyva vaikutus useassa tilanteessa. Keskeisintd stressin haitalli-
suuden kannalta on se, onko stressi tilapdista vai jatkuvaa, seké se, kuinka yksilo reagoi
stressiin. (Duodecim 2009, hakupaivé 12.10.2011; Aldridge 2001, 93.)

2.1 Stressi

Stressi ei ole sairaus, vaan eldaméén kuuluva normaali ilmi6, jota aiheuttavat hyvin mo-
nenlaiset asiat. Elimiston kiihtymistilan katsotaan olevan stressid. Kiihtymistila alkaa
psyykkisend ja johtaa fyysiseen elimiston kiihtymistilaan. Naita kiihtymistiloja aiheut-
tavat muun muassa seké kielteiset ettd myonteiset elamanmuutokset, kuten avioero, 1&-
heisen kuolema tai esimerkiksi rakastuminen ja lapsen saaminen. (Lénngvist 2009, ha-
kupdiva 12.10.2011.) Se, miten elimisto reagoi erilaisiin elamanmuutoksiin, riippuu hy-
vin paljon yksilon vastustus- ja sietokyvystd, ndkdkulmista ja asenteista. (Mattila 2010,
hakupéiva 14.1.2010)

Eldmanmuutoksista selviaminen siis riippuu henkilon kyvyistd sopeutua muutokseen.
Jokainen reagoi stressiin omalla tavallaan. Toiselle hyvin pieni vastoinkdyminen saattaa
tuntua toisesta erittdin suurelta. Esimerkiksi useiden minuuttien odottelu puhelinjonossa
saattaa nostattaa verenpainetta, tai odottelua saattaa pitéa rentouttavana taukona. Tarke-

aa on se, kuinka ihmiset kohtaavat stressié aiheuttavat asiat. (Aldridge 2001, 92, 100)

Stressia ei kuitenkaan pida aina ajatella pahana, ulkoapéin tulevana haittana, joka saa

vojen ohjaamasta hormonien ja vélittajdaineiden vuorovaikutuksesta, jonka paatarkoitus
on lisatd voimavaroja havaitusta uhasta selviytymiseen. Elimisté valmistautuu pakoon

tai taisteluun, miké tarkoittaa uhan valttdmista tai kohtaamista. Tallgin elimistd kohdis-
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taa energiansa lihaksiin paon tai taistelemisen avuksi. Syddmen lyonnit tihenevat, hen-
gitys kiihtyy ja verenpaine nousee. Normaali verenkierto muuttuu, sill& ruuansulatusjar-
jestelmistd, munuaisista ja iholta ohjataan verta lihaksille. (Aldridge 2001, 94-95.) Ly-
hytkestoinen stressi luo paineita, mika taas auttaa suoriutumaan kohdatusta haasteesta
paremmin. Pieni stressi saa ihmisen yrittdm&an parhaansa, jolloin se voi olla myds posi-
tilvinen voimavara. (Mattila 2010, hakup&ivd 14.1.2010; Helsingin ja Uudenmaan sai-
raanhoitopiiri 2006, hakupdiva 17.10.2011.)

Stressin kolme tyyppid ovat eustressi, neustressi ja distressi. Eustressi on positiivista
stressid, joka koetaan innostavana ja motivoivana. Ihminen ei koe sitd uhkaavaksi tai
pahaksi. Rakastuminen tai jonkin harrastuksen tuoma jannitys ovat hyvia esimerkki tél-
laisesta stressista. Neustressi ei aiheuta erityisen hyvéa eiké erityisen pahaa mielialaa.
Se on eré&énlaista vélimaastoa, jollaista aiheuttaa esimerkiksi toisella puolella maapalloa
sattunut suuronnettomuus. Tapahtuma on meille kaukana asuville ik&vd, mutta se ei
merkitse meille sellaista uhkaa, joka aiheuttaisi varsinaisesti stressia. Distressi sen si-
jaan on pahaa stressid, mutta sekin voidaan jakaa kahteen erilaiseen tyyppiin. Akuutti
muoto on tavallisesti voimakasta, mutta haviaa ja lievittyy melko nopeasti. Kroonisessa
distressissé vaikuttava stressitekija ei ole samalla tavalla arhakas kuin akuutissa tyypis-
sd. Krooninen distressi saattaa kestdd muutamista péivista jopa vuosiin. Distressia pide-
taan haitallisena ja vaarallisena terveydelle, koska paha stressi saa elimiston pysyvéaan

virhetilaan, mik& voi aiheuttaa monenlaisia terveyshaittoja. (Vartiovaara 2008, 16-17.)

Elimiston ihannekohta stressihormonien tuotannon kannalta on siind, missa eustressi
muuttuu distressiksi. Tdm& voidaan havaita eldinkokeillakin. Tdssa tilanteessa stressi-
hormonit ovat optimaalisella tasolla ja fyysinen suorituskyky on huipussaan. Stressin
muuttuessa distressiksi optimaalinen tilanne on ohitse, jolloin stressi aiheuttaa ihmiselle
terveyshaittoja. (Vartiovaara 2008, 17-18.)



2.1.1 Stressin vaikutukset

Stressireaktio kdynnistyy aivojen kuorikerroksesta, josta lahetetdan varoitusmerkki ai-
vojen hypotalamus-osaan, miké saa kehon valmiustilaan. Hypotalamus puolestaan vie
viestid eteenpéin keskushermoston sympaattisia osia pitkin lisamunuaisiin, mika saa ai-
kaan sen, ettd lisdmunuaisten ydinosa vapauttaa adrenaliinia ja noradrenaliinia ja lisa-
munuaisten kuoriosa alkaa tuottaa kortisolia. Kortisolin tuotanto tapahtuu hitaammin
kuin adrenaliinin ja noradrenaliinin. (Vartiovaara 2008, 29; Aldridge 2000, 97.) Tdman
monimutkaisen reaktion tapahtumiseen menee aikaa vain sekunnin murto-osa, jolloin
nama niin sanotut stressihormonit vapautuvat ja levidvat verenkierron kuljettamana
kaikkialle elimistoon (Vartiovaara 2008, 29-30).

Autonominen hermosto koostuu kahdesta vastakkaisesta jarjestelméstd, sympaattisesta
ja parasympaattisesta hermostosta. Ihmisen stressaantuessa sympaattinen hermosto ak-
tivoituu, kun taas parasympaattisella hermostolla on painvastainen vaikutus elimistossa.
Sympaattinen hermosto saa elimet reagoimaan stressiin sekunneissa. Noradrenaliini on
sympaattisten hermopaatteiden tarkein vélittajdaine, joka vaikuttaa muun muassa ma-
sennukseen. Se saa my0s verisuonet supistumaan, jolloin verenpaine kohoaa. Se yleensa

myos terastaa elimiston vastaanottamaan ongelmatilanteen. (Aldridge 2000, 96.)

Lisédéntyneiden vélittdjaaineiden erityksen huomaa sydamen sykkeen kiihtymisesta, syl-
jen erityksen vahenemisesta ja kdmmenten hikoilemisesta. (Kerttula 1999, hakupdiva
14.1.2011.) Stressitilanteen ollessa ohi parasympaattinen hermosto aktivoituu ja palaut-
taa kehon toiminnan normaaliksi. (Ruttle 2008, hakupaiva 14.1.2011.)

Stressid voi kuvailla my6s liian suurista paineista aiheutuvaksi ylihalytystilaksi. Jos
stressi jatkuu pitkaan, alkaa elimisto erittdd liikaa stressihormoneja, mikd voi johtaa
elimellisiin ja psyykkisiin oireisiin. (Vartiovaara 2008, 30.) Tavallisimpia stressiin liit-
tyvié psyykkisia oireita ovat muun muassa jannittyneisyyden, levottomuuden ja ahdis-
tuneisuuden tunteet sekd unen hairiét. Tavallisia ovat myds p&énsarky, huimaus, syda-
mentykytykset, pahoinvointi, ylavatsavaivat, ripuli, tihentynyt virtsaamisen tarve, hikoi-
lu, ihon punoitus sekd monien somaattisten perussairauksien vaikeutuminen. (Lonngvist
2009, hakupadiva 4.1.2012)
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Nykypéivana tyduupumus on hyvin yleistd. Tyduupumus on tydssé ilmeneva kroonisen
stressin ja depressiivisyyden yhdistelma, joka vésyttaa tyontekijan kokonaisvaltaisesti,
ja hénen asenteensa tyota kohtaan muuttuvat kyynisiksi ja ammatillinen itsetunto heik-
kenee. (Lonngvist 2009, hakupaivé 4.1.2012)

2.1.2 Stressikasitteen historia

1300-luvulla stressilla tarkoitettiin ahdinkoa, koettelemusta, vaikeuksia ja vastoin-
kaymisia. 1600-luvulla se merkitsi kérsimystd, puutetta, deprivaatiota eli psyykkista
niukkuutta, koettelemusta ja haitallisuutta. 1800-luvun lopulla stressille muodostui
erdénlainen vertauskuvallinen merkitys. Se tarkoitti sellaista psykologista tilaa, joka
pystyy aikaansaamaan seka fyysisid ettd mentaalisia ongelmia. Mydhempin& aikoina
stressi on tarkoittanut monenlaisia asioita, kuten paineita, hyokkéaysta, rajoittavaa tilan-
netta seké sitd, miten elimistd reagoi naihin asioihin. Tieteellisten tutkimusten jatkuessa

huomattiin, ettei kaikki stressiné pidetty olekaan haitallista. (\Vartiovaara 2008, 15.)

Kaésitteen stressi toi maailmaan tutkija ja tiedemies Hans Selye. Selye alkoi jo laéketie-
dettd opiskellessaan 1920-luvulla ihmetelld, ettd yllattdvan usein erilaisista sairauksista
karsivilla potilailla oli hyvin samanlaisia oireita. He olivat vain yleisesti sairaita, mika
oli siihen aikaan uusi ajattelutapa ladketieteessa, silla tuohon aikaan keskityttiin yksit-
téisten oireiden ja sairauksien ldytdmiseen ja kuhunkin vaivaan kehitettiin omia laakkei-
td ja hoitoja. (Rantanen 2007, hakupaiva 20.11.2011.)

Hans Selye oli ensimmainen, joka todisti, ett stressista saattaa seurata ruumiillisia hait-
toja. Kokeissaan hén testasi munasarjauutteen vaikutusta rottiin, jonka seurauksena hén
sattumalta havaitsi, etté rotissa tapahtuvat fysiologiset muutokset johtuivat stressistd, ei-
ka munasarjauutteesta. Kokeessaan han piikitti rimpuileviin ja hatd&ntyneisiin rottiin
munasarjauutetta, sekd osaan rotista pelkkad suolaliuosta. Kuitenkin Kkaikille rotille tuli
muun muassa paiseita ja suurentuneita lisémunuaisia. Jos ruumiilliset muutokset olisivat
johtuneet munasarjauutteesta, olisi muutoksia tullut vain rottiin, joihin han sité piikitti.
Rotat reagoivat kdmpel6on kasittelyyn stressaantumalla, jolloin jatkuva elimiston kor-
tisolin tuotanto aiheutti ruumiilliset muutokset. (Aldridge 2001, 99.) Hén tutki myos
11



monen muun aineen, kuten formaliiniin ja epdpuhtauksia sisdltdvan veden, vaikutusta
koe-elaimiin. Joskus han myos altisti koe-elaimet fyysisille haittatekijoille, kuten ront-
gensateilylle, palohaavoille, kylmyydelle ja fyysisille ruhjeille. Koe-eldimet reagoivat
aina samalla tavalla ja samoin spesifisin oirein, olipa haitallinen asia mik& tahansa.
(Vartiovaara 2008, 22.) Kokeiden seurauksena h&n havaitsi, ettd koe-eldinten lisa-
munuaiset laajenivat ja Kiihdyttivat toimintaansa kun taas imurauhaset seké kateenkorva
ja rintaontelossa sijaitseva rauhanen Kkutistuivat. Lisdksi mahalaukkuun ja suolistoon
kehittyi haavoja. (Rantanen 2007, hakupéiva 4.1.2012.)

Vaikka Selye olikin merkittava stressin tutkija, han ei osannut ottaa huomioon ihmisten
yksilollisid psyykkisia ominaispiirteitd ja kykya selviytyé stressistd. Uusissa tutkimuk-
sissa painotetaankin henkilokohtaisten tekijoiden ja ominaisuuksien suurta merkitysta
stressin aikana. Nykyisin esimerkiksi tiedet&én, ettd vain alle 20 % ihmisistd kykenee
toimimaan tehokkaasti kriisitilanteessa. (Vartiovaara 2008, 31.)

2.2 Syljen alfa-amylaasi

Syljen alfa-amylaasientsyymi, toiselta nimeltaan ptyaliini, erittyy sylkirauhasista. Sen
tehtdvand on aloittaa tarkkelysmolekyylien pilkkominen glukoosiksi suussa. (Holum
1997, 641.) Syottéessa tarkkelyspitoista ruokaa, kuten perunaa tai leipad, syljen amylaa-
sin toiminnan vuoksi ruoka muuttuu pureskeltaessa hieman makean makuiseksi tarkke-
lyksen pilkkoutuessa sokereiksi. (Hiltunen, Holmberg, Kaikkonen, Lindblom-Ylanne &
Niensted 2003, 529-530.)

Syljen alfa-amylaasi pilkkoo liukenemattoman tarkkelyksen 1,4-glukoosiketjuja, muut-
taen tarkkelystd liukenevaan muotoon, polysakkarideiksi, oligosakkarideiksi ja glu-
koosimolekyyleiksi. Syljen amylaasilla ei ole kauan aikaa toimia suussa. Kuitenkin sen
toiminta on nopeaa ja sulatus jatkuu ruokamassan sisassé mahalaukkuun asti. Amylaasi
inaktivoituu ruokamassan péatyessa mahalaukkuun, silla mahahappojen aiheuttama
happamuus (pH 3,3) estdd amylaasin toiminnan. (Amend, Armold & Mundy 1993, 798—
799.)
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Alfa-amylaasientsyymi on yksi syljen tarkeimmista proteiinikomponenteista. Hiilihyd-
raattien pilkkomisen ohella se osallistuu mm. bakteerien kasvun ehkaisyyn. Syljen alfa-
amylaasia tuotetaan eksokriinisten sylkirauhasten hyvin erilaistuneissa epiteelisoluissa,
jolloin alfa-amylaasi erittyy suoraan sylkeen eika kierra hormonien tapaan ihmisen ve-
renkierrossa. Syljen alfa-amylaasista noin 80 % tuotetaan parotisrauhasessa, joka on yk-
si kolmesta suuresta sylkirauhasesta. Parotisrauhanen tuottaa noin 20-50 % syljesta sen
mukaan, stimuloidaanko syljen tuotantoa vai ei. Syljen alfa-amylaasi koostuu kahdesta
isoentsyymistd, joista toinen on glykosyloitunut ja toinen ei sisélld hiilihydraatteja. Gly-
kosyloituneen muodon molekyylipaino on noin 57 000 Da ja non-glykosyloituneen
muodon noin 54 000 Da. Kaikesta sylkirauhasissa tuotetusta proteiinista alfa-amylaasin
osuus on noin 40-50 %. Elaimilla ja ihmisilla tehdyisséa tutkimuksissa on tultu johto-
paatoksiin, joiden mukaan autonominen hermosto ohjaa voimakkaasti syljen alfa-
amylaasientsyymin sekd syljen tuotantoa. Kaikki tekijat, jotka vaikuttavat syljen tuotan-
toon, voivat vaikuttaa myos syljen alfa-amylaasin tuotantoon. (Nater & Rohleder 2009a;
Nater & Rohleder 2009b.)

Yleisesti on tultu siihen tulokseen, ettd sympaattisen hermoston stimulaatio johtaa syl-
jessa alfa-amylaasin korkeisiin proteiinikonsentraatioihin, kun taas parasympaattisen
hermoston stimulaatio johtaa suureen syljen maaraan. Elaimilla tehdyissa tutkimuksissa
on havaittu sekd sympaattisen ettd parasympaattisen hermoston aktivaation johtavan
kohonneisiin syljen alfa-amylaasiarvoihin. (Berger, Ehlert, Gaab, Jud, Kirschbaum, Na-
ter & Rohleder 2005.)

Tutkimusten mukaan syljen alfa-amylaasia pidetaan lupaavana biomerkkiaineena sym-
paattisen hermoston aktiivisuudelle, joka aiheuttaa kehossa tapahtuvat stressista johtu-
vat muutokset. Vaikuttaa siltd, ettd syljen alfa-amylaasi reagoi sekd psyykkisten etta
fyysisten stressitekijoiden aiheuttamaan sympaattisen hermoston aktivaatioon. Tutkijoi-
den mielestd vaikuttaa todennékoiseltd, ettd syljen alfa-amylaasi voi toimia merkkiai-

neena autonomisen hermoston toiminnalle. (Nater & Rohleder 2009b.)

Syljen alfa-amylaasin eritykselld on oma vuorokausirytminsé. On todettu, ettd alfa-
amylaasitaso on matalimmillaan heti herédtessa ja kohoaa pitkin paivad. Unenlaadun ei

ole havaittu vaikuttavan aamulliseen amylaasin méarééan. Tutkimuksissa suositellaan ot-
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tamaan naytteitd useita kertoja tiettyihin kellonaikoihin paivén aikana, jotta syljen alfa-
amylaasi pitoisuudesta saadaan kattava késitys. Sukupuolella tai iall4 ei ole havaittu
olevan vaikutusta syljen alfa-amylaasin méaéraan lukuun ottamatta vastasyntyneitd, joi-

den alfa-amylaasi arvot ovat liian pienia mitattavaksi. (Nater & Rohleder 2009b.)

Tupakoinnilla, alkoholilla, joillakin ladkkeill, kofeiinilla, ruoalla ja kovalla fyysisell&
harjoittelulla on havaittu olevan vaikutusta syljen alfa-amylaasin méaraan. Tasta syysta
tutkijat ovat antaneet néytteenottoon liittyen ohjeita, joiden mukaan ylldmainittuja asioi-
ta tulisi valttaa tiettyja aikoja ennen naytteenottoa tai ainakin kontrolloida niiden méaa-
réd. Kofeiinia ja ruokailua tulee valttaa tunti ennen néytteenottoa, ja rankkaa liikuntaa ei
tule harrastaa tutkimukseen osallistuttaessa. Normaali fyysinen aktiivisuus on sallittua.
Tupakointi, alkoholin- seké tiettyjen ladkkeiden kéytto tulee olla tutkijoiden tiedossa
tutkimusta tehdessa. (Nater & Rohleder 2009b.)

Eri tutkimusryhmét ovat tulleet samantapaisiin tuloksiin ja ovat yhta mielta siitd, etta
syljen alfa-amylaasi toimii psyykkisen stressin merkkiaineena. Berger tydtovereineen
(2005) tutki 24 tervettd aikuista laboratorio-oloissa altistaen heidét stressitestille
(TSST). He havaitsivat merkittdvan eron stressaantuneen tilan ja lepotilan syljen alfa-
amylaasitasossa. Alfa-amylaasi entsyymin aktiivisuus kohosi stressaavan tilanteen aika-
na ja sen jalkeen huomattavasti verrattuna stressitestia edeltdvaan tilaan ja palautui lah-
totasolle seuraavan tunnin aikana. Tutkijat osoittivat, ettd syljen alfa-amylaasi kohoaa
nopeasti akuutin lyhytaikaisen psykososiaalisen stressin vaikutuksesta. Tutkijat tekivéat
tastd johtopaatoksen, jonka mukaan syljen alfa-amylaasia voidaan pitdd hyddyllisena

parametrina stressitutkimuksissa.

Ehlert tutkimusryhmineen (2006) tuli samanlaisiin tuloksiin tutkimuksessaan, jossa tut-
kimusjoukkona kaytettiin 30 tervettd nuorta miestd. Myds he huomasivat selvdn muu-
toksen syljen alfa-amylaasiarvoissa verrattaessa akuuttia stressitilaa sekd lepovaihetta.
Amylaasiarvo kohosi merkittavasti psykososiaalisen stressin aikana. Myo6s he paatyivat
tulokseen, jonka mukaan syljen alfa-amylaasia voi pitdd luotettavana stressin merkkiai-
neena. He kuitenkin ottivat huomioon sen, ettd syljen alfa-amylaasin aktiivisuutta nos-
tavia mekanismeja ei tunneta vield tarpeeksi. (Ehlert, Florin, Koller, La Marca, Lang-
hans, Moses & Nater 2006.)
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Allwood kollegoineen (2011) on tutkinut syljen alfa-amylaasin aktiivisuutta lapsissa.
Tutkimusjoukkona oli 56 tervettd lasta ja nuorta, i&ltdédn 7—-16-vuotiaita. Lapset altistet-
tiin erilaisille stressaaville tilanteille ja heiltd kerattiin sylkindytteet ennen tilannetta, ti-
lanteen aikana ja tilanteen jalkeen. Syljen alfa-amylaasin huomattiin kohoavan samaan
tapaan kuin aikuisilla eli heti altistuttaessa akuutille stressitekijalle. He tulivat myos tu-
lokseen, jossa syljen alfa-amylaasi reagoi laboratorioympéristossa aiheutettuun stressiin
nopeammin kuin syljen kortisoli, ja palautui lahtotasolle myds kortisolia hopeammin.
(Allwood, Granger, Handwerger, Kivlighan & Stroud 2011.)

Samassa tutkimuksessa havaittiin, ettd matalan lahtétason syljen alfa-amylaasi on yh-
teydesséd suurempaan syddmen sykkeen reaktiivisuuteen, eli matala l&dhtétason alfa-
amylaasi voi ennakoida voimakkaampaa kardiovaskulaarista reaktiota stressiin. Naméa
Ioydokset tukevat oletusta, jonka mukaan syljen alfa-amylaasi toimisi sympaattisen

hermoston aktiivisuuden merkkiaineena. (Allwood ym. 2011.)

Syljen alfa-amylaasin mittaamiseksi on mygs kehitelty vieritestilaitteita. Muun muassa
Elashoff tyotovereineen (2011) on testannut fotometriseen mittaukseen perustuvaa bio-
sensorimenetelmaa, jolla voidaan mitata syljen alfa-amylaasia ilman suurta laboratoriota
ja laitteistoa. Vieritestilla saatuja tuloksia verrattiin Olympus AU400 analysaattorilla
saatuihin tuloksiin, ja ne vastasivat toisiaan erinomaisesti. Tutkimusryhmé tuli johtopaa-
tokseen, jonka mukaan vieritesti soveltuu hyvin syljen alfa-amylaasitason mittaamiseen,
silla se osoittautui tarkaksi ja luotettavaksi. (Elashoff, Robles, Shetty, Yamaguchi &
Zigler 2011.)

Kaikki tutkijat eivat kuitenkaan ole olleet yksimielisid syljen alfa-amylaasin toimivuu-
desta sympaattisen hermoston toiminnan merkkiaineena. Bosch ym. (2011) tuovat ra-
portissaan esiin poikkeavan mielipiteensd, jonka mukaan t&na péivand syljen alfa-
amylaasin aktiivisuudesta ei ole vield niin runsaasti tietoa tai tulkintataitoa, etta sitd voi-
taisiin pitad luotettavana merkkiaineena. He kiinnittavat huomiota mm. siihen, ett4 har-
valla syljen alfa-amylaasin aktiivisuuden tutkijoista on riittdvasti tietoa tai koulutusta

suun biologiasta. Tutkijat kritisoivat myds mm. tutkimuksissa kaytettyja sylkinaytteiden
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kerddmismenetelmid sekd niista kertomisen puutteellisuutta. (Bosch, Geus, Proctor &
Veerman 2011.)

2.3 Kortisoli

Kortisoli on tarkein glukokortikoidi. Glukokortikoidit ovat hormoneja, jotka osallistuvat
hiilihydraattien aineenvaihdunnan séatelyyn. HPA-akseli eli hypotalamus—aivolisake—
munuaiskuori-akseli ja lisimunuaisen kuorikerros alkavat erittad steroidihormoneja,
joista tarkein on kortisoli. HPA-akseli toimii siten, ettd hypotalamus erittdd CRF-
hormonia, eli kortikotropiinia vapauttavaa tekijaé, joka antaa aivolisakkeelle kaskyn
tuottaa ACTH-hormonia, eli kortikotropiinia. ACTH puolestaan stimuloi lisémunuais-
kuoren tuottamaan kortisolia. Korkea kortisolitaso aiheuttaa myds osteoporoosia seka
kasvuhormonien- ja sukupuolihormonien erityshairioitd. (Ljung & Friberg 2004, haku-
paiva 12.1.2011; Salimetrics 2009-2011.)

Kortisoli saatelee itse tuotantoaan negatiivisen palautteen kautta, eli se palaa verenkier-
ron kautta takaisin hypotalamukseen ja rajoittaa CRF:n ja ACTH:n eritysté ja laskee
omaa tasoaan. Tuotantoa sdadelldén uni—valve-rytmin mukaisesti niin, ettd aamulla kor-
tisolitaso on korkeimmillaan ja iltaa kohden taso laskee. Krooninen stressi ja traumaatti-
set tapahtumat johtavat veren epanormaaliin kortisolitasoon, jonka aiheuttaa HPA-
jarjestelman epénormaali saately. Kun kortisolia vapautuu verenkiertoon, silla on vaiku-
tuksia elimiston aineenvaihduntaan, solujen kasvuun, verenkiertoon, immuunijarjestel-

maan ja myos mielialojen vaihteluun. (Sane 2000, 261-262, 270, 304.)

Pitk&an jatkuva stressi aiheuttaa muutoksia aivokemiassa ja heikentaa erityisesti HPA-
akselin tasapainoa. Kortisolireseptoreiden maara véhenee aivoissa sijaitsevassa hippo-
kampuksessa jatkuvan stressin seurauksena, jolloin herkkyys reagoida kortisolin maa-
réan heikkenee. Jos hippokampuksen herkkyys pienenee, HPA-akseli keikahtaa véhitel-
len pois tasapainostaan, koska hippokampus on HPA-akselin tarkein palautteen antaja.
Kortisoli siis kiinnittyy kortisolireseptoreihin, ja mitd enemman reseptoreita on, sita te-
hokkaammin ne reagoivat kortisoliin ja viestivat hypotalamukselle k&skyn lopettaa kor-
tisolin erityksen. (Aldridge 2001, 104, 106.)
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Kortisoli on vuorovaikutuksessa solujen kanssa silloin, kun se on sitoutuneena johonkin
reseptoriin. Naitd reseptoreja ovat glukokortikoidireseptorit (GR) ja mineralokortikoidi-
reseptorit (MR). Glukokortikoidireseptoreja I0ytyy ladhes jokaisesta elimiston kudokses-
ta. Mineralokortikoidireseptoreja on muun muassa aivoissa hippokampuksen alueella.
N&ma steroidireseptori-kompleksit pystyvat sadtelemddn aloittamalla tai lopettamalla
joidenkin spesifisten geenien transkription. Ne siis pystyvét sdatelemdin proteiinien

synteesid, miké aiheuttaa fysiologisia muutoksia elimistéssa. (Sane 2000, 260-261.)

Mineralokortikoidireseptorit vetavéat kortisolia puoleensa kymmenen kertaa suuremmal-
la vetovoimalla kuin glukokortikoidireseptorit. T&mén johdosta MR sitoo suurimman
osan aivoissa olevasta kortisolista silloin, kun stressin taso on matala tasoittaen HPA-
akselin toimintaa seka hillitsemélla stressivasteen alkamista. Kun kortisolin tuotanto li-
séantyy, alkaa myos GR sitoa kortisolia. Sen vetovoima kasvaa ja se alkaa toimia vé-
hentdmallda HPA-akselin aktiivisuutta ja lopulta lopettaen stressivasteen. Se, mita solus-
sa tapahtuu, riippuu siitd, kuinka paljon reseptorit ovat sitoneet kortisolia. Viimeaikaiset
tutkimukset ovat osoittaneet, ettd on olemassa GR geenin eri variaatiota, jotka voivat
vaikuttaa solun glukokortikoidiherkkyyteen. T&st4 syystd ihmiset reagoivat stressiin eri
tavalla. (Salimetrics 2009-2011, hakupéaivé 14.1.2011.)

Seerumin kortisolierityksessa on selvd vuorokausirytmi: tasot ovat suurimmillaan var-
hain aamulla ja pienimmilladn myo6haan illalla. Kortisolin eritys lisadntyy hyvin herkésti
erilaisten stressistimulusten vaikutuksesta. Suurin osa kortisolista on sitoutunut seeru-
missa kantajaproteiiniin ja pieni osa on vapaina, biologisesti aktiivina hormoneina. Kor-
tisolimaaritysta kaytetaan yleensa lisémunuaistautien diagnostiikassa ja hoidon seuran-
nassa. Lievasti kohonneita kortisoliarvoja tavataan esimerkiksi myds lihavuudessa, ano-
reksiassa, ruumiillisessa ja henkisessa rasituksessa seké depressiossa. Estrogeenit, ras-
kaus ja ehkaisypillerit lisadvat kantajaproteiinin maaraa ja siten kortisolipitoisuutta. Ma-
talia arvoja tavataan lisamunuaiskuoren- ja aivolisdkkeen vajaatoiminnassa. Jos potilaal-
la on hydrokortisonildakitys, seerumindyte on otettava aamulla ennen seuraavaa l&a-

keannosta. (Helsingin ja uudenmaan sairaanhoitopiiri 2010, hakup&iva 14.1.2011.)

Syljen kortisoli kuvaa seerumin vapaata, biologisesti aktiivista kortisolifraktiota. Syljen

kortisolierityksessd on my6s vuorokaudenajan vaihtelua. Syljen kortisolipitoisuus on
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korkeimmillaan aamulla ja matalimmillaan keskiyo6lla. 1ltayolld kerétty syljen kortisoli
on sensitiivinen Cushingin oireyhtyman (hyperkortisolismin) seulontatutkimus. (Hel-
singin ja uudenmaan sairaanhoitopiiri 2011, hakupdivé 5.4.2011.) Dahlgren tyttoverei-
neen on havainnut tutkimuksessaan, ettd uupumus ja stressaavat tilanteet vaikuttavat
merkittdvasti aamuiseen syljen kortisolin eritykseen. Tutkimus osoittaa, ettd matalat
kortisoliarvot aamulla ovat yhteydessa aamu-unisuuteen, edeltdvan paivan uupumiseen
ja huonoksi arvioituun terveyden tilaan. Korkeat ilta-arvot liittyvat stressioireisiin seké
huonoksi arvioituun terveyden tilaan. (Dahlgren, Kecklund, Theorell & Akerstedt
2009.)

2.4 Sykevalivaihtelu

Sykevalivaihtelulla tarkoitetaan syddmen sahkoisten toimintojen rekisterdinnissa, elek-
trokardiografiassa, havaittavaa R-R intervallien valista vaihtelua. Sykevélivaihtelun on
havaittu kuvaavan luotettavasti fysiologisia tekijoitd, jotka vaikuttavat syddmen nor-
maaliin rytmiin. Tutkijoiden mukaan se on hyvé tyokalu tutkittaessa autonomiseen her-
mostoon kuuluvien sympaattisen ja parasympaattisen hermoston vuorovaikutusta. Sy-
kevélivaihteluanalyysista on myos tullut tarkea kardiologinen menetelmd, koska mitta-
ukset ovat non-invasiivisia sekd helppoja toteuttaa ja toistaa. Pientd sykevélivaihtelua
pidetddn epasuotuisana ennustemerkking useille sydan- ja verisuonitaudeille, ja sen on
havaittu olevan pienempi muun muassa korkeaa verenpainetta sairastavilla. (Stauss
2003; Acharya, Joseph, Kannathal, Lim & Suri 2006.)

Aikaisemmissa tutkimuksissa on havaittu, ettd syddmen sykevélivaihtelu pienenee ihmi-
sen ollessa fyysisesti rasitettu tydssaan. Tutkimusryhmaé tutki fyysisesti raskasta tyota
tekevid ranskalaisia roskakuskeja nelja viikon ajan, joista kolme viikkoa oli raskasta
tyoté ja yksi viikko lepoa. Tutkimuksessa havaittiin sykevalivaihtelun merkittava pie-
nentyminen perakkaisten raskaiden tyoviikkojen aikana, sekd selva palautuminen eli
sykevalivaihtelun kasvaminen lepoviikon aikana. Tutkijat havaitsivat myds sykevali-
vaihtelun muutoksen olevan paljon suurempi rasituksen ja levon aikana kuin syddmen
leposykkeen muutos. (Antoniadis, Barthelémy, Bourin, Duverney, Garet, Gaspoz, La-
cour, Pichot & Roche 2002.)
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Sykevélivaihtelu heijastaa autonomisen hermoston verenkiertoa saatelevan hermos-
tonosan tilaa. Vireystilan noustessa henkisen tai fyysisen kuormituksen vuoksi sykevé-
livaihtelu pienenee. Elimistdn rentoutuessa ja esimerkiksi hyvan yéunen aikana sykeva-
livaihtelu kasvaa selvésti. Sykevalivaihtelua analysoitaessa pitdd muistaa, ettd normaa-
liin ty6paivan aikana vireystila on suurimman osan ajasta koholla. Samoin harrastus tai
tehokas liikunta pitavét vireystilaa koholla ja sykevélivaihtelu on pientd. Tallainen
stressi on kuitenkin positiivista, silla elimistén toiminta tehostuu ja suorituskyky para-
nee. Sen sijaan esimerkiksi nukkuessa havaittu jatkuva pieni sykevalivaihtelu voi viitata

ylikuormitukseen ja kuluttavaan stressiin. (Lindholm 2007, hakupdiva 6.4.2011.)

Sykevalivaihtelumittaus on monipuolinen menetelmé. Sykevélivaihtelun avulla voidaan
mitata stressia ja palautumista, tyon kuormitusta, energiankulutusta ja liikunnan vaikut-
tavuutta. Analyysilla voidaan arvioida myds elaméantapoihin liittyvia riskejd& muun mu-
assa diabeteksen kehittymiselle. Elimiston kuormittuminen heijastuu syddmen toimin-
taan ja edelleen sykevélivaihteluun. (Firstbeat 2010, hakupdivé 1.3.2011.)

Paivaohjelmaa ja syketta vertaamalla voidaan nahdd, milloin stressaantuminen on ollut
huipussaan ja milloin palautuminen on alkanut. Jos henkilé on hyvin stressaantunut,
stressitaso ei laske nukkuessakaan, jolloin palautumista ei tapahdu. (Venejarvi 2009,
hakupéiva 14.1.2011.)

Shanghaissa tehdyssa tutkimuksessa tutkittiin muutoksia pitk&aikaisissa sykevalivaihte-
lusarjoissa eritasoisen ajasta aiheutuvan paineen alla. Tutkimusryhma kéytti tutkimus-
joukkonaan kaikin puolin terveité yliopisto-opiskelijoita, jotka laitettiin tekemdaan tieto-
konetehtavia eripituisten aikojen rajoissa. Mité lyhyempi aika tehtévaa varten oli varat-
tu, sitd suurempi psyykkinen kuormitus tehtévésta aiheutui. Tutkimuksen mukaan tar-
kasteltaessa sykevalivaihtelua pidemmalla valilla voidaan huomata, ettd sykevalivaihte-
lu pienenee nopeutta vaativassa tietokonetydssa psyykkisen paineen alla ja kasvaa pai-

neen helpottuessa edes véhaksi aikaa. (He, Jiang, Qiu, Tong & Zhu 2009.)
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3 NAYTTEENOTON VAKIOINTI

Né&ytteenotto tulee olla suositusten mukaista, jolla varmistetaan ndytteen edustavuus ja
luotettavat laboratoriotutkimustulokset. Vakioitu naytteenotto edellyttad, ettd tutkimus-
tuloksia voidaan verrata viitearvoihin tai potilaan aikaisempiin tuloksiin. Luotettavat
tutkimustulokset ovat térked osa potilasturvallisuutta, sill& niiden perusteella tehddén
paatoksia potilaan terveydentilan arvioinnissa. Preanalyyttiset tekijat takaavat nayttei-
den laadun, tutkimustulosten luotettavuuden sek& potilasturvallisuuden. (Makitalo &
Vainio 2008.)

Preanalytiikkaan kuuluvat laboratorion huolehtimat tai ohjeistamat toiminnot, kuten po-
tilaan valmistelu, néytteenotto, naytteiden kuljetus, kasittely ja séilytys. My6s potilas-
kohtaiset kliiniset tekijat ovat tarke& osa ndytteenottoon valmistautumisessa. Potilaan
esivalmisteluilla vdhennetaan tulokseen vaikuttavia mahdollisia hairiotekijoita. (Joutsi-
Korhonen 2010, 206.)

Laboratorion méaéarittaméan tutkimustulokseen vaikuttavat ennen néytteenottoa useat
biologiset tekijat, jotka voidaan jakaa geneettisiin ja fysiologisiin tekijoihin. Fysiologi-
sia tekijoita ovat mm. ruumiinasento naytteenottohetkelld, ruokavalio, paasto, fyysinen
rasitus, nautitut aineet (tupakka, kahvi, alkoholi, ladkkeet), ik&, psyykkinen stressi ja
naisilla kuukautiskierto tai menopaussi. Liséksi tulokseen voivat vaikuttaa vuorokau-

denaika ja jopa vuodenaika. (Kouri, Malminiemi & Pohjanvaara 2003.)

3.1 Sylkinaytteenotto

Sylkindytteenotossa on paljon preanalyyttisia tekijoité, jotka tulee huomioida naytteen
kontaminaation estdmiseksi. Kontaminaatio voi haitata analysointia, ja ndin ollen tutki-
mustulokset eivét ole luotettavia. Preanalyyttiset tekijat ovat suurimmaksi osaksi tutki-
mushenkil6sta riippuvia. Tutkimukseen osallistuvan henkilon on valtettava fyysista rasi-
tusta kolme tuntia ja ruokailua tunti ennen sylkindytteen kerdysta. Kortisoliladkkeet vai-

kuttavat syljen kortisolin pitoisuuteen. Verinen sylki on hyddyton néyte, joten tutki-
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mushenkilon ei tule pesta hampaita juuri ennen néaytteenottoa mahdollisen verenvuodon
valttdmiseksi. Suu huuhdellaan puhtaalla vedella mahdollisista ruuantéhteisté ennen ke-
rayksen aloitusta. (Salimetrics, Saliva Collection and Handling Advice 2009, 3-4; Hel-

singin ja Uudenmaan sairaanhoitopiiri 2011, hakupdiva 7.9.2011)

Néyte otetaan Salivette-syljenkerdysputkeen, jonka sisélla on polyesterivanutukko. Va-
nutukko ei saa joutua kasien kosketukseen, vaan tukko kaadetaan kerdysputkesta suu-
hun. Tukkoa pidetdan suussa 1-2 minuutin ajan tai niin, ettd tukko on vettynyt eika ime
enéa sylked. Méarké tukko laitetaan takaisin putkeen, jossa on siivild, jonka avulla sylki-
nayte sentrifugoidaan tukosta putken pohjalle. Putkeen merkitadan tutkimushenkilén ni-
mi tai tutkimuskoodi seka kerdaysaika. Sylkinédyte sailyy vuorokauden huoneenlammaos-
sd, 3-5 paivaa jaakaapissa ja pakastettuna pitemman aikaa. (Helsingin ja Uudenmaan
sairaanhoitopiiri 2011, hakupdiva 7.9.2011.)

Salivette-naytteenottotekniikka on ollut kéytdssa useimmissa tutkimuksissa, joissa on
madritetty syljen kortisolipitoisuutta. Siksi se on usein kaytossad myds alfa-amylaasi tut-
kimuksissa. Syljen kerdysmenetelmid on monia, joissa ndyte joudutaan ottamaan asian-
tuntijan lasné ollessa. Siksi Salivette-kerdysputki on helppo, kaytannéllinen ja paras
vaihtoehto, jos tutkimushenkild joutuu ottamaan sylkindytteet esimerkiksi omalla ajal-
laan. (Nater & Rohleder 2009a.)

3.2 Verinaytteenotto

Vakioidun suoniverindytteenoton térke&dnd perustana on asianmukainen potilasohjaus.
Hoitajan tulee kertoa miksi tutkimukset tehddén, mité tutkimuksia tehdaén, ja miten tu-
lee valmistautua néytteiden ottoon, jotta tulokset olisivat luotettavia. Perustelu tutki-
muksen tarkoituksesta ja tarpeellisuudesta, poistavat potilaalta turhia pelkoja ja moti-
voivat héntd noudattamaan ohjeita. Laadukkaan lopputuloksen kannalta on tarke&a, etta
naytteenottaja tiedostaa naytteenottotoiminnan virhel&hteet ja osaa arvioida preanalyyt-
tisten tekijoiden merkityksen. (Tuokko, Rautajoki & Lehto 2008, 9; Mékitalo & Vainio
2008, 20-23.)
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Seerumista mitattavan kortisolin (S-Korsol) verindytteenottoa varten ei tarvitse paastota.
Yleisid verindytteenoton esivalmisteluohjeita tulee kuitenkin noudattaa, kuten rankan
fyysisen rasituksen vélttdminen ja aloillaan istuminen 15 minuutin ajan, jotta verenkier-
to tasaantuu. Kortisoliladkkeet vaikuttavat seerumin kortisolin pitoisuuteen. (Yhtyneet
Medix laboratoriot 2011, hakupaiva 6.4.2011)

Laskimoverindytteenotossa tarvittavia valineitd ovat mm. ndyteneulat, neulanpidike
(holkki), ndyteputket, puristusside (staasi), ihonpuhdistuslaput, puhdistusaine, ihoteippi
ja kéytettyjen neulojen séilytysastia. Naytteenotossa on huomioitava kaytettdvan neulan
koko. Kokoa valittaessa huomioidaan potilaan suonien paksuus ja sijainti seka kéaytetta-
va naytteenottotekniikka (vakuumi-, avo- tai siipineula). Verindytetta otettaessa staasin
kaytto laskimon esille saamisessa tulee rajoittaa. Liian pitkdan (yli 1 min) ollut ja liian
Kired puristus voivat aiheuttaa ndytteen hemolysoitumista, eli punasolut hajoavat ja he-
moglobiini varjaa plasman punaiseksi. Hemolysoitunut ndyte vaikuttaa useiden eri tut-
kimusten tuloksiin, se nostaa esimerkiksi hemoglobiinipitoisuutta. (Tuokko ym. 2008,
39, 41-42; Garza & Becan-McBride 2005, 194-195)

Useimmiten naytteen analysointi vaatii erilaisia toimenpiteitd, jotta nayte on analyysin
edellyttdmassd muodossa. Seerumindyte (S-) otetaan putkeen, joka ei sisalla antikoagu-
lanttia ja sen annetaan hyytya ennen sentrifugointia. Hyytyminen tapahtuu huoneen-
lammaossé yleensa 30-60 minuutin kuluttua ndytteenotosta. Naytteen hyydyttya seeru-
miputki sentrifugoidaan, jotta solut laskeutuvat putken pohjalle ja seerumi nousee pin-
taan. Nain on helppo erotella seerumi eri putkeen analysoitavaksi. (Tuokko ym. 2008,
9-10; Garza & Becan-McBride 2005, 194-195.) Erottelun jalkeen seerumi sailyy vuo-
rokauden huoneenldmma@ssé, kolme vuorokautta jadkaapissa ja pakastettuna séilyvyys

on pidempiaikainen. (Pohjois-pohjanmaan sairaanhoitopiiri 2011, hakupéivé 7.9.2011.)
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4 TUTKIMUKSEN TARKOITUS JATUTKIMUSTEHTA-
VAT

Tutkimustehtévien padmaarénd on selventaa tutkittavan asian tarkoitusta. Tutkimusteh-
tavat ovat kysymyksid, joihin tutkimuksen avulla etsitdén vastausta. (Soininen 1995,
64.)

Tutkimustehtavét ovat:

1.  Kuinka hyvin sykevélivaihtelumittausten, seerumin Kortisolin, syljen kor-
tisolin ja syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuuden tulokset vastaavat koe-

henkilon kokemaa stressitilaa?

2. Kuinka hyvin syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuuden mittaus toimii yk-
sittaisend, kerran tehtdvéana tutkimuksena pitk&aikaisstressin diagnosoinnissa?

Tavoitteenamme on selvittad, onko alfa-amylaasientsyymin aktiivisuus syljessa spesifi-
nen merkkiaine pitkdaikaisstressissa. Kaytdmme tutkimuksessa myds muita fysiologisia
mittauksia, joilla on jo ennestddn mitattu stressid onnistuneesti: veren ja syljen kor-
tisolipitoisuus seka sykevélivaihtelumittaus. Tutkimusryhmamme koostuu henkil6isté,
jotka kokevat itsensa stressaantuneiksi. Tutkimusryhma jaettiin kahtia haastattelulo-
makkeista saatujen tietojen perusteella stressaantuneiden ja ei-stressaantuneiden ryh-
miin. Selvitimme myds, vastaavatko edelld mainittujen tutkimusten tulokset koehenki-

16n kokemaan stressiin.
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5 TUTKIMUKSEN TOTEUTTAMINEN

5.1 Tutkimusjoukko

Tutkimusjoukkomme koostuu kymmenesta henkilosta. Lahetimme kutsukirjeen (liite 1)
séhkdpostilla kaikille koulumme oppilaille ja henkilékunnalle, jossa kerroimme tarvit-
sevamme tutkimusryhmaan vapaaehtoisia tutkimushenkilita, jotka kokevat itsensa pit-

kaaikaisstressaantuneiksi.

Painotimme kirjeessd, ettd tutkimushenkil6ilta vaaditaan intensiivistd osallistumista 20
tunnin ajan. Vapaaehtoisia pyydettiin ilmoittautumaan sahkopostitse tai puhelimitse.
Tutkittavat henkil6t valittiin ilmoittautumisjarjestyksessd, ja he saivat sahkdpostitse ajat

naytteenottoon ja valmistautumisohjeet tutkimukseen (liite 3).

5.2 Naytteenoton ja sykevalivaihtelumittauksen toteuttaminen

Tutkimusaineistonamme olivat sylki- ja verindytteiden seka sykevalivaihtelumittauksen
tulokset. Lisdksi kdytimme aineistonamme tekemdadmme haastattelulomaketta (liite 2)
sekd tutkimusta avustavan psykologin omaa lomaketta. Mittauspéivakirjan (liite 4) avul-
la voidaan analysoida sykevélivaihtelukadyrid, kuten esimerkiksi uni—valve-rytmia. Koe-

henkild kirjaa mittauspéivékirjaan kaikki paivan merkittavét tapahtumat.

Sylki- sek& verindytteenotto tapahtuivat neljana eri kellonaikana. Naytteenotto on ha-
vainnoituna kuviossa 1. Naytteenottoajat olivat kello 12, 16, 20 ja 8. Tutkimus aloitet-
tiin sykevalivaihtelu mittauksen k&ynnistykselld kello 12 ja sen jalkeen otettiin veri- ja
sylkinaytteet. Kello 12, 16 ja 20 otettavat ndytteet otimme koulun ndytteenottotiloissa.
Seuraavana aamuna tutkimushenkil6 otti sylkindytteen kotonaan puoli tuntia herddami-
sestddn, ennen aamiaista ja hampaiden pesua. Kello 8 tapahtui viimeinen verindytteenot-
to koulullamme, jonka jalkeen sykevélivaihtelumittaus lopetettiin ja taytetyt lomakkeet
palautettiin. Veri- ja sylkindytteenotossa otettiin huomioon useat preanalyyttiset tekijat,

jotka mainitaan viitekehyksessé.
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TUTKIMUKSEN ALOITUS KLO 12
sykevalivaihtelu mittauksen aloitus
lomakkeiden anto taytettavaksi
sylkindytteenotto
verindytteenotto

KLO 16
sylkinédytteenotto
verindytteenotto

KLO 20
sylkinédytteenotto
verindytteenotto

SEURAAVA AAMU
sylkindytteenotto 30 min
herddmisen jalkeen

TUTKIMUKSEN LOPETUS KLO 8
verindytteenotto
sykevélivaihtelumittauksen lopetus
lomakkeiden palautus

KUVIO 1: Naytteenottoaikataulu
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Tutkimushenkiloille toimitettiin valmistautumisohjeet (liite 3) ennen saapumista tutki-
mukseen. Tutkimus alkoi kello 12, ja henkilon saavuttua koulumme palvelulaboratori-
oon, jossa tutkimusaineisto kerattiin, varmistimme heiddn noudattaneen ohjeita ennen
tutkimuksen aloitusta. Ohjeissa korostetaan ottamaan huomioon sylkindytteenottoon
liittyvat ohjeet, joissa kerrotaan kuinka kauan esimerkiksi syomisesta ja juomisesta tulee
olla kulunut. Ohjeessa kehotetaan my6s istumaan 15 minuutiksi ennen verindytteenottoa
verenkierron tasoittumiseksi. Kavimme myos lapi kaikki ndytteenottoaikataulut, jolloin

sylki- ja verindytteet otetaan koulullamme ja kehotimme heitd tulemaan ajoissa paikalle.

Jokaista tutkimushenkiloa pyydettiin allekirjoittamaan suostumuslomake, jotta he tieta-
vat, mihin tarkoitukseen heidéan tietojaan ja naytteitaan kaytetdan. HenkilGille annettiin
taytettavaksi kaksi haastattelulomaketta. Toinen lomakkeista oli meidan tekemamme
(liite 2). Siina keskityimme stressiin, vdsymykseen ja unen laatuun, ja toinen lomakkeis-
ta oli yleinen tyOuupumuksen arvioinnissa kaytettdva haastattelulomake B15. Tyo-
uupumuslomakkeen arvioi tutkimuksessamme apuna toiminut tyoterveyspsykologi.
Koehenkildille annettiin myds paivakirja, joihin merkitddn paivéan tapahtumat ja aktiivi-
suudet. Paivakirjaan merkitaan fyysinen aktiivisuus, psyykkisesti kuormittavat tapahtu-
mat, palauttavat tapahtumat (esimerkiksi péivaunet tai tauko), unen kesto seka laatu ja
mahdolliset laakitykset seka alkoholin kayttd. Péivakirjaa voidaan kayttad apuna ana-
lysoitaessa sykevélivaihtelukdyrad. Haastattelulomakkeissa tutkimushenkild arvioi
omaa stressin tasoaan, jonka avulla tutkimme, kuinka hyvin muut tutkimustulokset vas-
taavat henkilon kokemaa stressitilaa. Kaikki lomakkeet ovat tietosuojamateriaalia, joten
jokaiselle tutkimushenkil6lle on keksitty oma koodi, jolloin kaikki henkil6tiedot pysy-

vat nimettdmana tutkimuksen ajan.

Haastattelujen jalkeen sykemittariin syotettiin tutkimushenkilon syntymaaika, sukupuo-
li, pituus ja paino. Sykevyon elektrodipinnat kostutettiin johtokykya parantavalla geelil-
Ia ja tarkistettiin, ettd elektrodipinnat ovat tiukasti ihoa vasten. Sykemittari asetettiin
paéalle ja kerrattiin mittarin kayttoohjeet (liite 3). Tarkeimpé&na ohjeena oli, ettei syke-
vyO0ta irroteta edes suihkussa. Sykemittarin kello tulee ottaa pois, mutta pitéé se tarpeek-
si l1ahelld signaalin sailyvyyden takaamiseksi. Ohjeissa on myds uudelleenkdaynnistysoh-

jeet vaihe vaiheelta, jos mittaus sattuu katkeamaan kesken tutkimuksen.
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5.3 Naytteiden analysointi

Verindytteet kortisolimadritysta varten otettiin seerumigeeli-nayteputkiin. Ndytteen an-
nettiin hyytyé vahintdan puoli tuntia ennen sentrifugointia. Seerumindytteet sentrifugoi-
tiin 15 minuuttia 3000 rpm:n (rounds per minute) kierrosnopeudella. Sentrifugoinnin
jalkeen seerumi eroteltiin puhtaaseen putkeen ja pakastettiin analysointipdivaan asti.
Kéytimme Salivette-nayteputkia sylkindytteen kerdyksessa. Opastimme tutkimushenki-
|6t ottamaan sylkindytteen, jotta he osaisivat ottaa sen itsendisesti. Sylkindytteet sentri-
fugoitiin kierrosnopeudella 2290 rpm kahden minuutin ajan ja pakastettiin.

Syljen ja seerumin kortisolimaaritykset

Syljen ja seerumin kortisolimaaritykset tehtiin radioimmunoanalyysimenetelmall&
(RIA) Oulun Yliopiston biolaéketieteen laitoksen fysiologian osastolla Multigamma 11,
1260 Gamma Counterilla, kayttden Orionin valmistamaa tutkimuskittia (liite 6). Radio-
immunoanalyysi on herkké ja spesifinen menetelmd, jossa antigeeni tai vasta-aine on
leimattu radioaktiivisella merkkiaineella. Kun néyte ja reagenssi yhdistetddn, maaritet-
tava yhdiste eli leimaamaton antigeeni ja vakiomaarainen leimattu antigeeni Kilpailevat
yhté aikaa sitoutumisesta rajoitettuun méaraan vasta-ainetta, joka on sidottuna Kiintedan
faasiin, esimerkiksi putken pintaan. Reaktion jalkeen vasta-aineeseen sitoutunut leima
madritetddn ja kéytetddn leimaamattoman yhdisteen pitoisuuden laskemiseen. Radi-
oimmunoanalyysin kéayttd on vahentynyt, silla markkinoille on tullut uusia menetelmia,
kuten ELISA (entsyymi-immunologinen maaritys). RIA:ssa kéytettdvaa radioaktiivista
leimaa pidetéan terveydelle haitallisena, mutta sill4 on kuitenkin hyvétkin puolensa,
koska se on tarkka ja herkka seké isotooppi on helppo liittdd kaytettdvaan antigeeniin tai
vasta-aineeseen. Syntyva signaali voidaan mitata ilman tarkkaa optimointia, eiké se ole
herkka hairitseville tekij6ille. (Halonen 2004, 90-94.)

Orion Diagnostica Spectria Cortisol RIA tutkimuskittid kdyttden voidaan méaarittéa ra-
dioimmunoanalyysilla kortisolin pitoisuutta seerumista, virtsasta ja syljestd. Tutkimus-
Kittiin kuuluvissa koeputkissa on valmiiksi sidottuna janiksen polyklonaalisia anti-

kortisoli vasta-aineita, ja reagenssissa on valmiiksi **I-leimattua (jodi leimattua) kor-
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tisolia Tris-puskurissa. Reagenssin radioaktiivisuus on alle 250kBqg. Myos kalibraattorit
kuuluvat Kittiin. (Orion Diagnostica, 4-5.)

Syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuuden maaritys

Syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuuden maaritys tehtiin Salimetricsin tutkimuskit-
tid kayttden koulumme PerkinElmer Victor X Multilabel Reader -spektrofotometria (lii-
te 7). Spektrofotometri on optinen mittauslaite, joka mittaa absorboitunutta tai transmit-
toitunutta valoa. Spektrofotometrin toimintaperiaate perustuu Lambert-Beerin lakiin,
jonka mukaan valon absorption maara on suoraan verrannollinen valon aineessa kulke-
maan matkaan ja aineen konsentraatioon liuoksessa. Spektrofotometrilld voidaan mitata
valon intensiteettid halutulla aallonpituudella yleensa UV-alueelta infrapuna-alueelle as-
ti (190-1000 nm) jatkuvasti séd&dettdvan prisman tai hilan avulla. Useat biologiset yh-
disteet absorboivat valoa UV-alueella. Spektrofotometriaa kaytetddn biologiassa esi-
merkiksi nukleiinihappojen ja proteiinien pitoisuuksien maarittamisessa. (Halonen
2004, 67-68; Solunetti, hakupdiva 14.9.2011.)

5.4 Tutkimusaineiston kasittely ja analysointi

Tutkimuksista saatiin kvantitatiivista tietoa, jota k&ytimme tutkimusaineistona. Kir-
jasimme tulokset taulukkomuotoon kayttden Microsoft Office Excel -taulukko-
ohjelmaa. Havainnollistaaksemme tutkimustuloksia, ne on kuvattuina kuvioiden ja kaa-
vioiden avulla. Aineistomme pienuudesta johtuen, emme kéyttaneet tilastollisia mene-
telmid aineiston analysoinnissa, vaan teimme johtopéatoksia tekemistamme taulukoista
ja kuvioista. Teimme aineistostamme johtopaatoksia siitd, kuinka hyvin eri tutkimustu-
lokset vastaavat tutkimushenkiléiden kokemaa stressitilaa, seké siité toimiiko syljen al-

fa-amylaasin aktiivisuus pitkdaikaisstressin merkkiaineena yksittdismittauksessa.
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6 TUTKIMUSTULOKSET JATULOSTEN KASITTELY

Tutkimuksemme tarkoituksena on selvittad syljen alfa-amylaasientsyymin merkitys pit-
kaaikaisstressitilassa. Tavoitteenamme oli selvittdd kuinka hyvin syljen alfa-
amylaasientsyymin aktiivisuuden mittaus toimisi yksittdisend, kerran tehtavana tutki-
muksena pitkdaikaisstressin diagnosoinnissa ja miten saamamme syljen alfa-amylaasin,
syljen kortisolin, veren Kortisolin sekd sykevélivaihtelumittauksen tulokset vastaavat
koehenkilon kokemaa stressitilaa

6.1 Tutkimushenkil6iden kokeman stressitilan yhteys tutkimustulok-

siin

Haastattelulomakkeet

Haimme tutkimukseen henkil6itd, jotka kokivat itsensa stressaantuneiksi. Koehenkil6t
tayttivat kaksi haastattelulomaketta, joiden perusteella heidan stressitasonsa arvioitiin.
Toinen lomakkeista oli valmis psykologien kéyttdmé kaavake, jonka perusteella arvioi-
daan muun muassa tyéuupumusta ja siihen liittyvaa stressid. Toisen lomakkeen suunnit-
telimme itse (liite 2). Halusimme lomakkeen kysymyksilla tietoja koehenkildiden stres-
sitasosta, vasymyksesta ja niiden fyysisista vaikutuksista. Koehenkil6t arvioivat koke-
maansa olotilaa numeerisesti asteikolla 1-6. Myds psykologin haastattelulomakkeessa
arvioitiin omia tuntemuksia numeerisesti ja muutimme molemmista haastattelulomak-

keista saadut tulokset prosenttiluvuksi, joissa 100 % on maksimi stressitaso.

Jaoimme tutkimushenkil6t haastattelulomakkeista saadun informaation perusteella kah-
teen ryhmaan, jotka nimesimme stressaantuneiksi ja ei-stressaantuneiksi. Stressaantu-
neen henkilon kriteering oli, ettd hanen oma arvio stressitasostaan ylittd4 60 %:n rajan.
Prosentti on laskettu tekeméstdmme haastattelulomakkeesta, jossa koehenkil6t arvioivat
omaa stressitilaansa. Kuvioissa 2 ja 3 olemme verranneet psykologin arviota omaamme.

Molemmilla haastattelulomakkeilla on saatu samankaltaisia tuloksia suurimmassa osas-
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sa tapauksista. Haastattelulomakkeilla saadut tulokset kuitenkin kuvaavat vain henkilon
omaa subjektiivisesti kokemaa olotilaa.

Ei-stressaantuneet koehenkilot
100

B Psykologin arvio

%o /Iax
h
(=]
|

B Meidan arvio

A C E F I J

KUVIO 2: Ei-stressaantuneiden koehenkildiden stressitason arvio haastattelulomakkei-

den perusteella. Kirjaimet viittaavat tutkimushenkil6ihin.
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KUVIO 3: Stressaantuneiden koehenkildiden stressitason arvio haastattelulomakkeiden

% /max

perusteella. Kirjaimet viittaavat tutkimushenkiloihin
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Sykevalivaihtelu

Koehenkildt pitivat sykevalivaihtelua mittaavaa sykemittaria yllaén tutkimukseen osal-
listumisen ajan. Mittari mittasi sykevalivaihtelua seka unen ettd valveen aikana, ja mit-

tauspéivakirjan avulla ndma vaiheet pystyttiin erottamaan toisistaan.

Stressin hallinnan kannalta on tarkeéé, etta stressitila ei ole jatkuvaa ja palautumista ta-
pahtuu yon aikana. Y0 on térkein palautumisen jakso, mutta myo6s lyhyet palauttavat
hetket péivan aikana auttavat voimavarojen palautumisessa. (Firstbeat 2010, 6.) Palau-
tuminen voidaan havaita sykevalivaihtelun muutoksina. Kasvanut sykevalivaihtelu yon

aikana kuvaa elimiston palautumista. (Lindholm 2007, hakupaivéa 6.4.2011.)

Vertasimme koehenkil6iden valveen ja unen aikaista sykevalivaihtelua, ja laskimme
niiden vélisen prosentuaalisen muutoksen. Kuvioissa 4 ja 5 kuvataan stressaantuneen- ja
ei-stressaantuneen ryhman sykevalivaihtelun valveen ja unen vélistd prosentuaalista
muutosta. Kuten viitekehyksesté tulee ilmi, stressaantuneiden koehenkil6iden sykevali-
vaihtelun prosentuaalinen muutos valveen ja unen vélilla tulisi olla pieni, ja ei-
stressaantuneiden koehenkil6iden suuri. Liite 5 on tyypillinen esimerkki sykevélivaihte-

lukéyréasta.

Sykevélivaihtelun prosentuaaliset muutokset olivat jokseenkin samantasoisia molem-
missa ryhmissd. Kummassakin ryhmassé oli havaittavissa eroja yksiloiden valilla. Esi-
merkkina poikkeamasta, koehenkild F on saanut laskennalliseksi tulokseksi haastattelu-
lomakkeestamme 44 %, jonka mukaan héanet on luokiteltu ei-stressaantuneeseen ryh-
mé&én. Kuitenkin kuviosta 5 huomaa hénen sykevalivaihtelun prosentuaalisen muutok-
sen olevan huomattavan matala verrattaessa muihin koehenkildihin, myds koehenkil6i-

hin stressaantuneiden ryhmassa.
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Ei-stressaantuneet, sykevalivaihelun %-

muutos
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KUVIO 4: Ei-stressaantuneiden koehenkiliden sykevéalivaihtelun prosentuaalinen muu-

tos valveen ja unen valilla.
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KUVIO 5: Stressaantuneiden koehenkil6iden sykevélivaihtelun prosentuaalinen muutos

valveen ja unen valilla.
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Seerumin kortisoli

Tutkimuksen aikana koehenkil6ilta otettiin verinaytteet nelja kertaa: klo 12, 16, 20 ja
seuraavana aamuna klo 8. Naytteista maadritettiin seerumin kortisoli. Seerumin kortisolin
iltapdivéarvot ovat normaalisti noin 25-40 % aamuarvoja alhaisemmat. Stressissd veren
kortisoliarvot ovat hieman koholla. (Helsingin ja uudenmaan sairaanhoitopiiri 2010, ha-
kupdivé 6.12.2011). Seerumin kortisolin tasot ovat suurimmillaan varhain aamulla ja
pienimmilldadn myohaan illalla. (Helsingin ja uudenmaan sairaanhoitopiiri 2010, haku-
paiva 14.1.2011.) Kaytimme Orionin antamia viite-arvoja, joissa aamuarvot ovat 131—
642 nmol/l ja iltapdivaarvot 61-429 nmol/l.

Tutkimustuloksia kuvaavissa kuvioissa kello 8.00 tulos on siirretty ensimmaiseksi, jotta

tulosten tarkastelu helpottuisi. Ndin vuorokausivaihtelun havainnointi helpottuu.

Tarkastellessa kuviota 6, voi huomata, ettd yhtd poikkeusta lukuun ottamatta (koehenki-
16 1), ei-stressaantuneen tutkimusryhmén jasenten seerumin kortisoliarvot noudattavat
samankaltaista kaavaa. Aamuarvot ovat korkeimmat, laskevat keskipdivddn mennessa,
pysyvat suhteellisen tasaisena tai nousevat hieman iltapdivaan mennessé, ja laskevat rei-
lusti illaksi. Tamé& paivarytmi noudattaa normaalia seerumin kortisoliarvojen vuorokau-

sivaihtelua.
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Ei-stressaantuneet, S-Korsol
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KUVIO 6: Ei-stressaantuneiden seerumin kortisoliarvot. Tarkastelun helpottamiseksi

klo 8 tulos siirretty ensimmaiseksi.
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nmol/l
= wn
s 2
|
!

klo8 klo12 klo16 klo20

KUVIO 7: Stressaantuneiden seerumin kortisoliarvot. Kuviosta puuttuu koehenkild H:n
tulokset, silla iltandytetta ei saatu otettua tutkimusryhmastamme riippumattomista syis-

ta
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Kuviossa 7 kuvataan stressaantuneen tutkimusryhmén jasenten seerumin kortisoliarvo-
ja. Kun verrataan kuvioita 6 ja 7, voi havaita ettd tutkimusryhmien vélill& seerumin kor-
tisoliarvojen paivarytmi on melko samankaltainen. Stressaantuneiden kortisoliarvot ovat
aamulla korkeimmillaan ja laskevat illalla matalimmilleen, mikd noudattaa normaalia
kortisoliarvojen vuorokausirytmid. Se tapa, kuinka kortisoliarvot laskevat stressaantu-

neen tutkimusryhman sisalld, on hieman vaihteleva.

Kuviosta 7 huomaa, ettd koehenkild D:n kortisoliarvot noudattavat hyvin samankaltaista
vuorokausivaihtelua kuin ei-stressaantuneiden ryhmé. Koehenkild G:n aamuarvot taas
ovat huomattavasti yli viitealueen (>642 nmol/l). Kortisoliarvot laskevat jatkuvasti iltaa
kohden, eivatka arvot pysy tasaisena keskipdivén ja iltapaivéan valisend aikana. Koehen-
kilo B:n kortisoliarvoja tarkastellessa voi huomata, etta hanen keskipaivéarvonsa on itse
asiassa korkeampi kuin aamuarvo, vaikka normaalisti aamuarvo on korkein. Ero on pie-
ni, mutta kuitenkin poikkeava normaalista vuorokausirytmistd, joka on havaittavissa

suurimmalla osalla tutkimushenkildistamme.

Syljen kortisoli

Koehenkildt kerasivat sylkinaytteitd nelja kertaa tutkimuksen ajan: klo 12, 16, 20 ja seu-
raavana aamuna puoli tuntia herddmisen jalkeen. Kuten viitekehyksessé todetaan, mata-
lat kortisoliarvot aamulla ovat yhteydesséd aamu-unisuuteen, edeltdvan pédivan uupumi-
seen ja huonoksi arvioituun terveyden tilaan seka korkeat ilta-arvot liittyvét stressioirei-
siin (Dahlgren ym. 2009). Stressaantuneen- ja ei-stressaantuneen ryhman valilla siis tu-

lisi olla eroja.

Vertasimme syljen kortisolituloksia Orionin antamiin viitevéleihin, joissa aamuarvot

ovat 6,2-38,1 nmol/l ja iltapdivaarvot 0,6—4,9 nmol/I.

Stressaantuneiden ja ei-stressaantuneiden syljen kortisoliarvoilla ei ollut huomattavia
eroja keskendan. Tarkastellessa kuvioita 8 ja 9, huomaa, ettd ryhmien valiset tulokset
ovat kesken&an hyvin samankaltaisia. Suurimmalla osalla tutkimushenkil@ista syljen
kortisolipitoisuus on korkeimmillaan aamulla 30 minuuttia herddmisesta ja laskee tasai-

sesti iltaa kohti. Joillakin henkil6ill& kortisoliarvot poikkeavat kuitenkin vuorokausiryt-
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mistd. Esimerkiksi tutkimushenkilon E aamuarvo ei ole pédivan korkein, vaan se nousee
korkeimmilleen vasta iltapdivalla. Kaikki tutkimushenkild E:n syljen kortisoliarvot ovat

kuitenkin viitevéleissa.

Ei-stressaantuneet, Sa-Korsol
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KUVIO 8: Ei-stressaantuneiden syljen kortisoliarvot

Stressaantuneet, Sa-Korsol
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KUVIO 9: Stressaantuneiden syljen kortisoliarvot. Kuviosta puuttuu koehenkilé H:n tu-

lokset, silla iltandytetta ei saatu otettua tutkimusryhmastadmme riippumattomista syista.
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Syljen alfa-amylaasi

Kuten jo viitekehyksessa kerrotaan, tutkimuksissa on suositeltu ottamaan sylkindytteet
useaan kertaan paivassd, tiettyihin kellonaikoihin, jotta syljen alfa-amylaasin aktiivi-
suudesta saadaan kokonaisvaltainen kuva. Syljen alfa-amylaasitaso on matalimmillaan
heti herétessa ja se kohoaa pitkin paivad. (Nater & Rohleder 2009b). Tutkimushenkilot
ottivat sylkinaytteet kello 12, 16, 20 ja seuraavana aamuna puoli tuntia herd&@misen jal-
keen ennen hampaiden pesua ja aamupalaa. Teimme syljen alfa-amylaasin aktiivisuuden
madritykset Salimetricsin tutkimuskitilld, jonka tydohjeessa annettiin viitevaliksi 3,1
423,1 U/ml.

Vertaillessa kuvioita 10 ja 11 huomataan, ettd stressaantuneiden ja ei-stressaantuneiden
koehenkiltiden tulosten vélilla ei ole huomattavia eroja. Kaikilla koehenkil6illa syljen
alfa-amylaasiaktiivisuus on aamulla matalimmillaan ja nousee keskipdivd&dn mennessa.
Keskipéivan jalkeen tutkimustulokset eivat noudata yhdenmukaista kaavaa ja yksilolli-

set erot ovat suuria. Kaikki tutkimustulokset ovat kuitenkin viitevéleissa.

Esimerkiksi koehenkild A:n syljen alfa-amylaasiaktiivisuus nousee tasaisesti pitkin pai-
vaa aina iltaan asti. Muilla koehenkil6illa alfa-amylasiaktiivuus nousee keskipaivaan ja
laskee iltapaivaan mennessa. Osalla arvot nousevat vield iltaan mennessd, ja osalla arvot

laskevat.

37



Ei-stressaantuneet, sAA
300
250
m — P
200 = ~ C
T // —
g 150
- // F
e |
100 W
e |
50 /
O T T T
30 min klo12 klo16 klo 20
herddmisesta

KUVIO 10: Ei-stressaantuneiden alfa-amylaasientsyymin aktiivisuus syljessa.
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KUVIO 11: Stressaantuneiden alfa-amylaasientsyymin aktiivisuus syljessd. Kuviosta
puuttuu koehenkild H:n tulokset, silld iltandytettd ei saatu otettua tutkimusryhméastam-
me riippumattomista syista.
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Johtopaatokset

Arvioimme tutkimushenkil6iden stressitilaa heidén téyttdmien haastattelulomakkeiden
avulla, ja vertasimme veren ja syljen kortisolipitoisuutta, syljen alfaamylaasiaktiivisuut-

ta sekd sykevalivaihtelua koehenkildiden kokemaan stressitilaan.

Oletuksenamme oli, ettd mitd stressaantuneemmaksi ihminen tuntee itsensd, sitd huo-
nompi palautuminen yon aikana tapahtuu. Tdman vuoksi oletimme, etté stressaantunei-
den henkiloiden sykevélivaihtelun prosentuaalinen muutos valveen ja unen vélilla on
pieni, ja ei-stressaantuneiden suuri. Tarkastelimme sykevélivaihtelun muutosta jalleen
sen perusteella, kuinka stressaantuneeksi koehenkil6t olivat itsensé arvioineet. Kuviois-
ta 4 ja 5 huomaa, ettd sykevalivaihtelumittaustulokset ja niissa havaitut erot eivat ole ti-
lastollisesti merkittavid. Sykevalivaihtelun prosentuaaliset muutokset olivat jokseenkin
samantasoisia molemmissa ryhmissé, kuitenkin ei-stressaantuneiden ryhmassa sykevé-
livaihtelun prosentuaalisen muutoksen keskiarvo valveen ja unen valilla oli 36 % kun se
stressaantuneiden ryhmassé oli 31 %. Kummassakin ryhmaéssa oli havaittavissa huomat-
tavia eroja yksiloiden valilla, joka ei tue oletustamme siitd, ettd ryhmien tulokset olisi-
vat toisistaan selvésti poikkeavia.

Tuloksia tarkastellessa on otettava huomioon, ettd sykevalivaihtelun mittaus kesti aino-
astaan yhden vuorokauden. Luultavasti sykevalivaihtelumittausta tulisi jatkaa useam-
man péivan ajan, jotta saataisiin tarkempaa tietoa henkildiden sykevalivaihtelusta ja sen
muutoksista. Sykevalivaihtelu voi olla hyvin vuorokausikohtaista, eika yhden vuoro-

kauden mittaus valttaméattd anna siita riittavan kattavaa kasitystéa.

Tuloksiemme perusteella emme pysty sanomaan vastaako veren kortisoliarvot koehen-
kildidemme kokemaa stressitilaa. Kuviosta 7 huomaa, ett4 osalla stressaantuneista koe-
henkil6ista kortisoliarvot olivat poikkeavia viitealueesta tai normaalista vuorokausiryt-
mistd, mutta tutkimusjoukkomme suppeudesta johtuen emme voi yksiselitteisesti tehda
tuloksistamme mitéén johtopatoksia. Emme lahde epdilemé&én ilmeisen yleisesti todet-
tua faktaa siitd, ettd seerumin Kkortisoli toimii stressin merkkiaineena. Uskoisimme sen

vaativan pidempdaa mittausaikaa, jotta saataisiin yksiselitteisempia tuloksia.
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Oletimme, etté stressaantuneiden syljen kortisolin aamuarvot olisivat matalammat ja il-
tapdivdarvot korkeammat kuin ei-stressaantuneiden arvot. Oletimme myds, ettd stres-
saantuneiden arvot olisivat viitevéleistd poikkeavat. Tulokset eivat olleet oletuksiemme
mukaisia, silla kaikki tulokset ovat viitevéleissa, seka stressaantuneiden aamuarvot eivat
ole matalammat eivétka ilta-arvot korkeammat kuin ei-stressaantuneilla. Tuloksemme

ovat péinvastaisia oletuksiemme kanssa.

Néiden tutkimustulosten perusteella syljen kortisoliarvot eivét kerro pitkdaikaisstressin
tasosta. N&in ollen emme osaa sanoa vastaako syljen kortisoliarvot henkilon kokemaa
stressitilaa. Tutkimustuloksemme eivét ole yhdenmukaisia Dahlgrenin tutkimusryhmén
(2009) tulosten kanssa, joiden mukaan uupuminen ja stressi aiheuttavat matalia aamuar-

voja ja korkeita ilta-arvoja.

Oletimme, etta syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuus on matalimmillaan aamulla ja
nousee paivan aikana. Kuten viitekehyksessé mainitaan, stressin on todettu aiheuttavan
kohonneita arvoja, joten oletimme stressaantuneiden koehenkildiden tulosten poikkea-
van ei-stressaantuneiden tuloksista. Vertaillessa kuvioita 10 ja 11 keskend&n huomataan,
etta stressaantuneiden ja ei-stressaantuneiden ryhmien valilla tuloksissa ei ole suuria
eroja. Yksildiden valilla on kuitenkin havaittavissa runsaasti vaihtelua, esimerkiksi vuo-
rokausirytmissa. Kuviosta 11, stressaantuneiden koehenkildiden ryhméssa voi huomata
tulosten noudattavan laskevaa kaavaa. Kahdella kolmesta stressaantuneesta koehenki-
Iosta syljen alfa-amylaasiaktiivisuus nousee aamusta keskipaivadn, ja laskee tasaisesti
keskipaivasta iltaan, pdinvastoin kuin normaali vuorokausirytmi. Koehenkildiden véhéi-
sen maaran ja lyhyen tutkimusajan takia, emme voi sanoa johtuvatko ndma muutokset

stressisté vai yksilollisesta vaihtelusta.

Huomattavasti yksilolliset erot tuloksissa eivdt tue oletustamme syljen alfa-
amylaasiaktiivisuuden kayttaytymisestd, joten emme osaa sanoa kuvaavatko tulokset
tutkimushenkildidemme kokemaa stressitilaa. Lyhyestd tutkimusajasta johtuen emme
mielestdmme saaneet tarpeeksi analysoitavaa aineistoa. Syljen alfa-amylaasientsyymin
aktiivisuutta tulisi mitata pitemmalla aikavélill, jotta saataisiin luotettavaa tietoa alfa-
amylaasiaktiivisuuden yhteydesté pitkdaikaisstressiin ja siitd, kuinka suurta yksilollinen

vaihtelu todellisuudessa on.
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Stressin kokeminen on hyvin yksilollistd. Koehenkildmme arvioivat stressitilaansa sub-
jektiivisesti haastattelulomakkeiden avulla, ja ainakaan télla subjektiivisesti arvioidulla
stressilla ei vaikuta olevan suoraa yhteytta kdyttdmiimme stressin mittareihin. Toisen
henkilon objektiivinen stressin arviointi on hyvin hankalaa, koska ihmiset kasittelevéat
stressid eri tavoin. Tamén vuoksi henkilon itsensé tekema arvio stressistdéan on mieles-

tamme luotettavin.

6.2 Syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuusmittaus pitkaaikaisstres-

sin diagnosoinnissa

Kehitteillda on vieritesteja syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuuden mittaamiseen,
joiden yksi kayttosovellus voisi olla pitkaaikaisstressin toteaminen nopeasti esimerkiksi
tyoterveysladkarin vastaanotolla. Jos pitkakestoinen psykososiaalinen stressi voitaisiin
todeta yhdella yksinkertaisella testill&, voitaisiin vélttaa pitkia ja kalliita tutkimuksia joi-

ta kéytetaan stressin aiheuttamien oireiden tutkimiseen.

Opinndytetyotamme tehdessa kaikki aiheeseen liittyvat saatavilla olevat tutkimukset k&-
sittelevat syljen alfa-amylaasin yhteyttd akuuttiin stressiin eik& tutkimustuloksia syljen
alfa-amylaasin  yhteydestd  pitkaaikaisstressiin  ole  saatavissa. Syljen alfa-
amylaasientsyymin toimintaa itsessaan on kuitenkin tutkittu runsaasti, jonka pohjalta on

voitu maarittdd muun muassa entsyymin vuorokausirytmi.
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KUVIO 12: Syljen alfa-amylaasin ja kortisolin vuorokausirytmi. (Mukaillen Nater &

Rohleder. 2009a) Kuvioon merkitty meidan kayttamamme mittausajat punaisella.
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KUVIO 13: Saamamme syljen alfa-amylaasiaktiivisuuden tulokset, klo 8 tulos siirretty
ensimmaiseksi, jotta vertailukelpoinen kuvion 12 kanssa. Kuviosta puuttuu koehenkil®
H:n tulokset, silla iltandytetté ei saatu otettua tutkimusryhmastamme riippumattomista

syista.
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Vertailtaessa kuvioita 12 ja 13 keskendan, huomataan, ettd saamistamme tuloksista suu-
rin osa ei ole samankaltaisia Naterin ja Rohlederin (2009b) havaitseman vuorokausi-
vaihtelun kanssa. Tdma ilmio on kuitenkin havaittavissa sek& stressaantuneiden etta ei-
stressaantuneiden koehenkildiden ryhmissa. Tamén vuoksi emme voi paatelld, etta

poikkeavuudet vuorokausirytmissa olisivat yhteydessé kohonneeseen stressitasoon.

Havainnollistaaksemme yksildiden valisia eroja, kuviossa 14 kuvataan koehenkiléiden
syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuus kello 12. Kuviota tarkastellessa huomaa, etta
stressaantuneiden ryhméan koehenkil6iden tulokset ovat hyvin toisistaan poikkeavia, ku-
ten myos tulokset ei-stressaantuneiden ryhman sisalla. Tulokset eivat mydskéaan poikkea

tosistaan huomattavasti ryhmien vélilla minaan kellon aikana.

Svljen alfa-amylaasi, klo 12
300
250 A
mB
200 mC
mD
E
= 150 mE
mF
100 - nG
mH
50 - mI
mJ
0 4
A B C D E F G H I J

KUVIO 14: Syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuus klo 12 paivéalla. Stressaantuneet

koehenkil6t kuvattu punaisella varilla.
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Johtopaatokset

Koska kaikki syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuuteen liittyvat saatavilla olevat
tutkimukset késittelevét alfa-amylaasin yhteytta akuuttiin stressiin eiké tutkimustuloksia
alfa-amylaasin yhteydesta pitk&aikaisstressiin ole saatavissa, emme voi suoraan pohjata

saamiamme tutkimustuloksia aiempiin tutkimuksiin.

Nater ja Rohleder (2009b) ovat havainneet tutkimuksessaan syljen alfa-
amylaasiaktiivisuudessa vuorokausivaihtelua. Verrattaessa meidan saamia tuloksia ta-
han vuorokausirytmiin (kuvio 12), huomataan ettd saamistamme tuloksista suurin osa ei
noudata tatd rytmid. Koska eroavuuksia vuorokausirytmissd on myds ei-
stressaantuneilla koehenkil6illa, emme voi péatelld, ettd poikkeavuudet vuorokausiryt-

missé olisivat yhteydessa kohonneeseen stressitasoon.

Oletimme, ettd stressaantuneimman koehenkilén syljen alfa-amylaasientsyymin aktii-
visuusarvot olisivat korkeammat kuin vahiten stressaantuneen koehenkilon. Koehenki-
I6iden alfa-amylaasitason yksilolliset erot tulee ottaa huomioon tuloksia tarkastellessa,
sill4 erot ovat selkeitd ja huomattavia.

Alfa-amylaasientsyymin aktiivisuutta syljessa tulisi tutkia laajemmalla tutkimusjoukolla
ja pitemmalla mittausajalla, jotta tuloksista voitaisiin paatelld onko entsyymin aktiivi-
suus syljessa yhteydessa pitkaaikaisstressiin. Tutkimustuloksiamme tarkastellessa tulee
muistaa, etta tutkimusjoukkomme on hyvin pieni, mutta saamiemme tulosten perusteella
vaittaisimme, ettd syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuuden mittaus ei toimi kerran

tehtdvana yksittdismittauksena pitk&aikaisstressin diagnosoinnissa.
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7 POHDINTA

Alkuperainen aiheemme oli osallistua syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuutta mit-
taavan vieritestin kehitykseen. Vieritestilla olisimme tutkineet onko syljen alfa-
amylaasientsyymin aktiivisuus koholla pitkaaikaisessa stressissd, ja voiko vieritesti
kayttad luotettavaan syljen alfa-amylaasinentsyymin aktiivisuuden maéaritykseen. Vieri-
testi ei kuitenkaan valmistunut ajoissa, joten opinndytetyon aiheemme muuttui alkupe-
raisestd suunnitelmasta vieritestin osalta. Aiheemme on kuitenkin sama syljen alfa-

amylaasin ja stressin osalta.

Opinnaytetyémme aihe on ajankohtainen, silla syljen alfa-amylaasientsyymia on viime
aikoina tutkittu paljon. Tutkimuksia on tehty siitd, voiko syljen alfa-amylaasin pitoi-
suutta kayttaa stressin diagnosoinnissa. Vieldkdan ei ole taysin ymmarretty millainen
yhteys syljen alfa-amylaasientsyymilld, autonomisella hermostolla ja stressilla on. Ta-
voitteenamme oli tuottaa tuloksia siitd, voiko alfa-amylaasientsyymin pitoisuus syljessa
kertoa elimistdn stressitilasta. Toivomme, ettd tuloksistamme olisi hyotya tulevissa tut-

kimuksissa, jotka liittyvat syljen alfa-amylaasin ja stressin yhteyteen.

Pyrimme parantamaan tutkimuksen luotettavuutta suunnittelemalla tutkimuksen kulun
perusteellisesti. Suunnittelimme naytteenottoaikataulut siten, ettd saisimme kokonais-
valtaisen ja luotettavan késityksen sek& kortisolin ettd alfa-amylaasiaktiivisuuden vuo-
rokausivaihtelusta. Pyrimme parantamaan tulosten luotettavuutta ohjaamalla koehenki-
I6t tutkimukseen ja naytteenottoon preanalyyttisten ohjeiden avulla, sek& vakioimme
néytteenoton viitekehyksesséd kuvatuin tavoin. Madritettdessa naytteitd, kdytimme asep-
tisia tyoskentelytapoja kontaminaation valttdmiseksi. Kaytimme asianmukaisia kalibroi-
tuja pipetteja, jotta paastiin tarkkoihin pipetointituloksiin. Tulosten luotettavuus varmis-
tettiin kontrollindytteita kayttdmalla ja kaikista nédytteista tehtiin rinnakkaismaéaritykset.
Néaytteet, joiden tulokset poikkesivat huomattavasti viitevaleista tai rinnakkaismaéarityk-
sistd, analysoimme uudestaan. Tutkimuksemme on luotettava, silla se on taysin toistet-

tavissa.
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Tutkimuksessa kuitenkin oli tekijoitd, jotka vaikuttivat tutkimustulosten luotettavuu-
teen. Stressaantuneiden tutkimushenkildiden hankkiminen oli hankalaa, koska tutki-
musajat olivat vaativia ja tutkimushenkildiden oli tultava naytteenottoon koulullemme
neljan tunnin vélein. Koska tutkimushenkil6iden saanti oli hankalaa ja kriteerit tutki-
mukseen paasemiseksi olivat tiukat, jouduimme joustamaan niissd. Ndin ollen otimme

tutkimukseen myos henkil6ita, jotka eivat kokeneet itseddn erityisen stressaantuneeksi.

Tavoitteenamme oli saada kymmenen stressaantunutta koehenkil6a, mika jalkeenpain
osoittautui lilan pieneksi joukoksi. Nain suppealla joukolla ja lyhyelld mittausajalla,
emme mielestdmme saaneet tarpeeksi tutkimusaineistoa, jolla olisimme voineet saada
riittdvan kattavia tuloksia. Tekemadll& vastaava tutkimus laajemmalla tutkimusjoukolla
ja pitemmalla mittausajalla voitaisiin saada luotettavampaa tietoa syljen alfa-amylaasin

yhteydesta pitk&aikaisstressiin.

Vaikka opinndytetydomme aihe muuttui alkuperaisestd, mielestimme onnistuimme tut-
kimuksen tekemisessa hyvin. Suunnittelimme tarkasti kdytdnnon osiot, johon kuuluivat
naytteenotto, naytteiden esikésittely, sailytys ja analysointi. Loppuraportin Kirjoittami-
seen meni enemman aikaa, kuin suunnittelimme. Mielestimme opimme opinnaytetytn
tekemisesséd yhteistoiminnallisuutta. Teimme opinnadytetydtd kolmen hengen ryhmassa,

ja aikataulujen sovittaminen yhteen oli melko helppoa.

Henkilokohtaisena tavoitteenamme oli kehittdd ammattitaitoa niin asiakaspalvelussa
kuin aineiston analysoinnissakin, ja koemme onnistuneemme hyvin ndissé tavoitteissa,
sill4 tietotaitomme on syventynyt huomattavasti. Tutkimukseen osallistuminen oli mie-
lenkiintoista ja hyddyllista bioanalyytikon ammatin kannalta, silld ammattiimme voi
joskus kuulua myds uuden analyytin testausta. Opinndytety6 edisti ammatillista kasvu-
amme, sill4 tdmén tutkimuksen ansiosta osaamme ammatissamme suhtautua Kriittisesti

uusiin testeihin ja menetelmiin.

Vaikka tutkimustuloksemme eivét olleet odotustemme mukaisia, emmeka 16yténeet yh-
teyttd syljen alfa-amylaasiaktiivisuuden ja tutkimushenkildiden kokeman stressin vélil-
14, koemme silti onnistuneen opinndytetyossémme. Tutkimuksemme kuitenkin todisti

sen, ettd syljen alfa-amylaasiaktiivisuuden mittaus ei toimi kerran tehtdvana yksittais-

46



mittauksena pitk&aikaisstressin diagnosoinnissa, vaan siihen tarvitaan pidempi mittaus-
aika. Uskomme, ettd tdma tutkimus antaa pohjaa seuraaville tutkimuksille, joissa tutki-

taan pitkaaikaisstressia eri fysiologisten menetelmien avulla.

Opinnaytety® on kokonaisuudessaan ollut hyvin opettavainen kokemus. Tutkimustyon
tekeminen oli meille kaikille uusi kokemus, joten loppuraportin Kirjoittaminen oli valilla
haastavaa. Vaikeimmaksi koimme tutkimustulosten analysoinnin ja raportoinnin, silla
meidéan tuloksemme eivét olleet sellaisia mitd oletimme saavamme. Olemme lopputu-

lokseen tyytyvéisié ja haluamme kiittad4 kaikkia tutkimuksessa apuna olleita henkil@ita.
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LIITE 1

KUTSUKIRJE

Olemme bioanalytiikan opiskelijoita Oulun seudun ammattikorkeakoulussa ja teemme
opinndytetyotd, jossa osallistumme syljen alfa-amylaasientsyymié mittaavaan vieritestin
kehitykseen. Tutkimme, onko entsyymi koholla pitk&aikaisstressissd, ja voiko vieritestia
kayttda luotettavaan syljen alfa-amylaasin maaritykseen. Apuna tutkimuksessa kaytam-

me sykevalivaihtelumittausta sek&d méaritdmme veren ja syljen kortisolipitoisuutta.

Tarvitsemme tutkimusryhmaan 10 vapaaehtoista, jotka kokevat itsensa stressaantuneik-
si. Tutkimus kestda yhden henkilon kohdalla yhden péivén ajan, jolloin tutkimushenki-
|0sté otetaan veri- ja sylkindyte nelja kertaa, ja tutkittava pitédd sykevalivaihtelumittaria
ylla&n 24h. Henkiloiden tulee pitad paivakirjaa paivan tapahtumista. Paivakirjaan merki-
taan fyysinen aktiivisuus, psyykkisesti kuormittavat tapahtumat, palauttavat tapahtumat
(esim. péivaunet tai tauko), unen kesto seké laatu, ja mahdolliset laékitykset seké alko-

holin k&ytto. Tutkimus alkaa valitun paivan aamuna n. klo 12 ja kestaa 24h.

Tutkimukseen osallistuvat henkil6t saavat tietdd omat tutkimustuloksensa.

Naytteenottopaikka on koulumme palvelulaboratorio, 2.kerroksen C-siivessd. Néayt-
teenottoon valmistautumisohjeet kerromme henkil6kohtaisesti. Tutkimukseen liittyvat
verikokeet eivat edellytd paastoa tms. Tutkimukseen voi osallistua yksi henkil6 paivas-

sa.

Tervetuloa tutkimukseen!

Terveisin,

Sanna Aho, Paula Haipus ja liris Vare

Oulun seudun ammattikorkeakoulu,

bioanalytiikan koulutusohjelma

54



LITE 2/1

HAASTATTELULOMAKE TUTKIMUKSEEN OSALLISTUVALLE

Nimi:
Syntymaaika pp/kk/vvvv:
Pituus:

Paino:

1. Kuinka stressaantuneeksi tunnette itsenne asteikolla 1-6? (Vastatkaa mahdolli-
simman totuudenmukaisesti)

Ei lainkaan 1 2 3 4 5 6 Erittain

2. Kuinka stressaantuneeksi tunnette itsenne asteikolla 1-6:

Tyobajallasi: 1 2 3 4 5 6
Toittesi jalkeen: 1
Vapaa-ajallasi: 1 2 3 4 5 6

N
w
S
o1
(ep]

3. Montako tuntia keskimé&éarin nukutte yossa?

4. Arvioi viimeaikainen unen laatusi asteikolla 1-6.

ErittAinhyvél 2 3 4 5 6 Erittdin huono

5. Kuinka vasyneeksi tunnette itsenne aamuisin?

Enyhtédén 1 2 3 4 5 6 Hyvin vasyneeksi
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LITE 2/2

Taysin  Eri Osittain Osittain Samaa  Taysin
eri mieltd eri samaa mieltd samaa
mielta mieltd mieltd mielta
6. Pidan péivan aikana ren- 1 2 3 4 5 6
touttavia taukoja
7. Stressini on jatkuvaa 3 4 5 6
8. Stressini on kausiluontoista 1 3 4 5 6
9. I\/_Iln't.J"IIa on ollut stressia 1 9 3 4 5 6
pitkaan
10. Minusta tuntuu, etta stressi
aiheuttaa minulle fyysisia 1 9 3 4 5 5

oireita (esim. paansarky,
mahakipu, rytmihdirioita)
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LITE 3/1
VALMISTAUTUMINEN TUTKIMUKSEEN

Naytteenottoaikataulu

klo. 12.00  Tutkimuksen aloitus

- sykevilivaihtelumittauksen aloitus

- sylkinaytteenotto

- verindytteenotto

klo. 16.00

- sylkindytteenotto

- verinaytteenotto

klo. 20.00

- sylkindytteenotto

- verinaytteenotto

seuraava aamu

- sylkindytteenotto 30 min péaésta herddmisestd, ennen aamiaista ja hampai-
den pesua

klo. 8.00 Tutkimuksen lopetus

- verindytteenotto

- sykevilivaihtelumittauksen lopetus

- lomakkeiden palautus

Palauttakaa sininen lomake BBI-15 suljetussa kirjekuoressa. Psykologi tulkitsee lomak-

keeseen antamanne vastaukset ja ottaa teihin yhteytta.

Otamme teihin henkildkohtaisesti yhteyttd muiden tutkimustulosten ollessa valmiita.

Annamme teille tutkimustulokset kirjallisessa muodossa.

Jos ette halua tutkimustuloksianne, olkaa ystavallisid ja kertokaa siitd osallistuessanne

tutkimukseen.
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LIITE 3/2
Naytteenotto-ohjeet

Ennen sylkindytteenottoa koehenkildn on otettava huomioon seuraavat asiat:
. Ei alkoholia 12 tuntiin

. Ei ruokailua tai jJuomista 1 tuntiin

. Ei maitotuotteita 20 minuuttiin

. Ei hampaiden pesua 45 minuuttiin

. Ei hammashoitolaa 48 tuntiin

. Suu huuhdellaan vedelld ruuantéhteistd ja odotetaan 10 minuuttia, jotta

valtettdisiin ndytteen laimentuminen.

. Verinen sylki on hyddytdn nayte

Ennen verindytteenottoa koehenkilon on otettava huomioon seuraavat asiat:

Seerumista mitattavan kortisolin (S-Korsol) verindytteenottoa varten ei tarvitse paastota.
Yleisia verindytteenoton esivalmisteluohjeita tulee kuitenkin noudattaa, kuten rankan
fyysisen rasituksen valttdminen ja aloillaan istuminen 15 minuutin ajan, verenkierron

tasoittumiseksi.

Sykemittari

. Al irrota sykevyota edes suihkussa

. Sykemittarin kello ei saa kastua, joten ota kello kddestasi suihkun ajaksi

. Suihkuun mentéessa kello on asetettava tarpeeksi lahelle (esim. muovipus-
siin), jotta signaali séilyy

. Sykemittari saattaa pyséhtyé, jos vy0 liikkuu paljon. Talloin néet kellossa

sykkeen kohdalla kaksi viivaa. K&ynnistd mittaus uudestaan seuraavalla

tavalla:
0 STOP — ALAS (Exit) — OK
0 Paina vield OK, niin mittaus k&ynnistyy uudelleen
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INFRAPUNA

VALD YLOS

Valaise \ ¢ > / Selaa vaihtoehtoja
nayttd [arvojaylis
STOP ALAS

Palaa edelliseen Selaa vaihtoehtoja
néyttiin [arvoja alas

Hyvaksy valinnat
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LIITE 5/1

Kayra

SYKEVALIVAIHTELU

R-R-intervallit [ms] R-R-intervallit [ms]

1500

1300

1100

900

i 700

500

300

12:28:54 16:28:54 20:28:54 0:28:54 4:28:54 8:28:54 i

Kursorin arvot: AKT"V'VA'HE LEPOVA'HE
Aika: 12:28:54.0
Syke: 709 ms (85 bpm)

Henkild Paivays |13.4.2011 |Syke keski 82 bpm

Harjoitus‘ ; Kellonaik 12:28:54 | Syke max 0000 bpn

Urheilula Juoksu Kesto [22:09:24.6

Kommen Valinta 12:28:55 - 12:28:55 (21:49:2
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Kayra
Syke [bpm] SYKE Syke [bpm]
250771 AN 250
2257 i oos
200 200
175 175
150 150
125 125
100 100
75 75
50 50
25 25
" Aika
12:28:54 16:28:54 20:28:54 0:28:54 4:28:54 8:28:54
HumsorRn; AKTIIVIVAIHE LEPOVAIHE
Aika: 13:57:10.0
Syke: 99 bpm
Henkil | Péivays |13.4.2011 | Syke keski 85 bpm
Harjoitusl' Kellonaik 12:28:54 | Syke max | 85 bpm
Urheilulal Juoksu Kesto 22:09:24.6
Kommen Valinta | 12:28:55 - 12:28:55 (0:00:0
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LITE 6/1
TYOOHJEET

Spectria

Cortisol RIA

Coated tube radioimmunoassay
Cat. No. 06119

Reagenssit:
+ Kalibraattorit: 0, 20, 75, 500 ja 2000 nmol/Il
«  Kortisolimerkkiaine: *°I -leimattua kortisolia Tris-puskurissa. Radio-
aktiivisuus <250 Khqg.
* Puskuri: 0.1 M Tris-HCI, pH 7.4, 0,2 % BSA
« Koeputkissa on janiksen polyklonaalisia anti-kortisoli vasta-aineita.
Valmistelu

Lis&dd 500ul tislattua vettd viiteen kalibraattoripulloon. Sulje korkit ja sekoita hyvin
kaanteleméalld. Varo, ettei neste vaahtoa. Seisota kalibraattoripulloja puoli tuntia ennen
kayttoa. Kalibraattorit, kontrollit ja potilasnaytteet maaritetddn kittiin kuuluvilla koe-
putkilla, joissa on anti-kortisoli vasta-aineita. Totaalimadritysta varten kdytetaan tyhjaa

koeputkea.

Suoritus seerumille

1. Sulata seerumindytteet ja sentrifugoi niitd 15 minuuttia 3000 rpm:n kierrosnopeudel-
la. Kaikkien potilasndytteiden, reagenssien ja kontrollien tulee olla huoneenlampaisia.

2. Tee kaikista naytteistd rinnakkaismadaritykset. Merkitse putket.

3. Pipetoi 20l kalibraattoreita ja potilasnaytteitd sopiviin koeputkiin. Totaaliputket py-
syvit vield tyhjina.

4. Lis&4 500l punaista kortisolimerkkiainetta jokaiseen putkeen, myds totaaliputkeen.
5. Sekoita vortexilla.

6. Peité putket parafilmilld ja inkuboi naytteitd kaksi tuntia +37°C:n vesihauteessa. (On
my6s mahdollista inkuboida puoli tuntia. Tall6in on tarkeda pitédé tdsmalleen sama in-
kubointiaika kaikilla putkilla.)
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LIITE 6/2
7. Kaada ja napauta putkien sisalto imupaperiin. Ala kaada totaaliputken sisaltoa pois.
8. Huuhtele kaadetut putket 1 ml:lla tislattua vetta.
9. Sekoita naytteita kaantelemalla.
10. Kaada ja napauta putkien sisalté imupaperiin. Al4 kaada totaaliputken sisaltoa pois.
Jatd putket seisomaan nurinpdin imupaperin paalle ainakin 5 minuutin ajaksi. Lopuksi
napauta vield kerran, kunnes putket ovat tyhjia.
11. Mittaa jokaista koeputkea gammalaskurilla ainakin 1 min ajan tai kunnes 10 000

mittausta on suoritettu yhdelle koeputkelle.

Suoritus syljelle

Koska kortisolin konsentraatio syljessd on hyvin matala, maaritysta ei voida tehda sa-
moin kuten seerumille. Maarityksessé kéaytetaan 2000 nmol/l kalibraattoria. Valmista
seuraavat laimennokset puskuriin: 0, 1.0, 4.0, 20 ja 100 nmol/I.

1. Sulata sylkinaytteet ja sentrifugoi ne kierrosnopeudella 2290 rpm kahden minuutin
ajan. Kaikki potilasndytteet, reagenssit ja kontrollit tulee olla huoneenlampadisia.

2. Tee kaikista naytteistd rinnakkaismaaritykset. Merkitse putket.

3. Pipetoi 150 ul kalibraattoria ja potilasnéytteita sopiviin koeputkiin. Totaaliputket py-
syvat vield tyhjina.

4. Lisaa 500pul punaista kortisolimerkkiainetta jokaiseen putkeen, myos totaaliputkeen.
5. Sekoita vortexilla.

6. Peitd putket parafilmilld ja inkuboi ndytteitd puoli tuntia +37°C:n vesihauteessa.

7. Kaada ja napauta putkien sisaltd imupaperiin. Ala kaada totaaliputken sisaltoa pois.

8. Huuhtele kaadetut putket 1 ml:lla tislattua vetta.

9. Sekoita ndytteita kasin.

10. Kaada ja napauta putkien sisalté imupaperiin. Ala kaada totaaliputken sisalt6a pois.
Jatd putket seisomaan nurinpdin imupaperin paalle ainakin 5 minuutin ajaksi. Lopuksi
napauta vield kerran, kunnes putket ovat tyhjié.

11. Mittaa jokaista koeputkea gammalaskurilla ainakin 1 min ajan tai kunnes 10 000

mittausta on suoritettu yhdelle koeputkelle.
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LITE 7/1
TYOOHJEET

SALIMETRICS
SALIVARY a-AMYLASE ASSAY KIT
Catalog No. 1-1902

Reagenssit:

. a-Amylaasisubstraatti

. a-Amylaasikontrollit: Control High ja Control Low
. a-Amylaasi laimennin

Suoritus

1. Sulata sylkindytteet ja sentrifugoi ne kierrosnopeudella 2290 rpm 2 min. Kaikki poti-
lasnaytteet, reagenssit ja kontrollien tulee olla huoneenlampdisia.

2. Suunnittele kuoppalevyn tayttd. Orion suosittelee, ettd rivin ensimmaisilla paikoilla
olisi Control High ja Control Low. Rivin kuusi viimeista kuoppaa ovat naytteille.

3. Aseta tyhja kuoppalevy inkuboitumaan spektrofotometrin inkubaattoriin +37°C:seen.
4. Aseta spektrofotometri mittaamaan ensimmaisen kerran 1 minuutin kuluttua ja seu-
raavan kerran 2 min kuluttua ensimmaisesta mittauksesta. Valitse 450 nm:n suodatin.

5. Sylkindytteet laimennetaan a-amylaasilaimentimella.

Tee 1:10 laimennos. (10 pl sylkindyte + 90 pl laimennin). Sekoita hyvin.

Tee 1:20 laimennos. (Jatka 1:10 laimennosta: 10 pl 1:10 + 190 pl laimennin)

Tee 1:200 laimennos. (Jatka 1:20 laimennosta: 10 u 1:20 + 90 pl laimennin)

6. LAmmitd o-amylaasi substraatti +37°C:ssa. Pidd huoli, ettd substraatti on kauttaaltaan
lammin ja sekoitettu huolellisesti ennen k&yttoa.

7. Tarkan ajan saamiseksi mitataan ensin yksi rivi kerrallaan. Lisd4 8 pl kontrolleja
(High & Low) ja sylkinaytteité kaivoihin. Pipetoi k&&nteisesti valttéden ilmakuplia.

8. Lis&a 320pul esilammitettya substraattia jokaiseen kaivoon automaattipipetilla. VVaihda
aina pipetinkérked, ala pipetoi jaljellda olevaa substraattia takaisin pulloon. Tama voi
kontaminoida reagenssin ja héiritd mittaustuloksia. Jos kaivossa on kuplia mittauksen
aikana, tutkimus uusitaan.

9. Aseta kuoppalevy vélittomasti spektrofotometriin ja aloita mittaus.
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LIITE 7/2
Laskukaava alfa-amylaasin aktiivisuudelle naytteesséa:

A Abs/minx TVxDF = U/ml
MMA x SV x LP

Jossa:

AAbs/min = Absorbanssiero minuutissa

TV = Kokonaistilavuus (0,328 ml)

DF = Laimennoskerroin

MMA = 2-kloro-para-nitrofenolin millimolaarinen absorptio
SV = Néytetilavuus (0,008 ml)

LP = Valon matka mitattavassa liuoksessa (light path) (0,97)
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KAIKKI MITTAUSTULOKSET

LIITE 8

Seerumin kortisolipitoisuus nmol/l, tutkimushenkil6ittéin eri ndytteenottoaikoina

A

B

C

D

E

F

G

H

J

klo 12

419,4

309,4

261,9

291,3

432,1

258,2

536,0

309,6

594,8

177,2

klo 16

289,5

217,2

266,4

335,5

487,6

264,1

320,4

574,5

151,6

2247

klo 20

105,4

102,0

102,2

108,7

256,3

52,2

234,3

220,4

93,8

klo 8

581,4

269,8

342,5

407,8

606,8

514,1

739,3

704,5

273,0

472,6

Syljen kortisolipitoisuus nmol/l, tutkimushenkildittéin eri naytteenottoaikoina

A B C D E F G H I J
klo 12 7,6 4,3 50 3,0 7,9 2,0 6,6 7,4 21,7 |26
klo 16 3,7 2,0 5,3 5,3 138 |24 3,1 123 |21 3,4
klo 20 0,7 0,5 0,8 out 2,5 0,0 2,0 5,2 1,6
klo 8 27,1 | 115 |303 |20,7 |93 106 |124 182 |286 |259

Syljen alfa-amylaasientsyymin aktiivisuus U/I, tutkimushenkildittédin eri nayt-
teenottoaikoina

A B C D E F G H I J
klo 12 | 97 119 132 242 149 85 61 165 242 203
klo 16 | 160 103 106 192 125 167 49 142 193 132
klo 20 | 178 77 182 151 182 132 68 194 147
klo8 | 34 20 65 161 52 76 18 87 88 50
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