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Epilepsiakohtaukset ovat poikkeavan purkauksells®onsahkotoiminnan seurauksena
iimenevia aivotoiminnan hairiéita. Sairautta kutsart epilepsiaksi, kun henkil6lla on
taipumus saada kohtauksia toistuvasti. Vaikeals@tla epilepsialla tarkoitetaan
sairautta, johon laékehoito ei tehoa toivotullaati: Vaikeahoitoisiin epilepsioihin
yritetdan l0ytaa ratkaisuja tutkimustydlla, jok&té#a sairauden mekanismien tuntemi-
seen.

Rasvakudoksen solut tuottavat tulehduksen valdiagita, tiettyja sytokiineja, seka
sytokiinien kaltaisia hormoneja, adipokiineja, mtkmuun muassa saatelevéat
immuunijarjestelman toimintaa. Myds tietyt muut wgglpit tuottavat adipokiineja.
Monilla adipokiineilla on tulehdusta edistavia vaimentavia vaikutuksia ja ne toimivat
yhdessa sytokiinien kanssa tulehdusreaktion s&stelyJusimpien tutkimusten mukaan
myo6s epilepsiakohtausten yhteydessd on havaittumistétin tulehdustekijoiden
aktivoitumista.

Opinnaytetydssa tutkittiin kolmen adipokiinin, lepin, adiponektiinin ja adipsiinin,
seka tulehdussytokiini interleukiini-6:n tuottoaualkin epilepsiakohtauksen yhteydessa
vaikeahoitoista epilepsiaa sairastavilla potilaifatilaista oli otettu verinaytteet ennen
epilepsiakohtausta seka tietyin vdliajoin kohtauksgilkeen. Plasmanaytteiden
adipokiini- ja interleukiini-6-pitoisuudet maaritén sandwich-ELISA-menetelmalla.

Plasman leptiinipitoisuuden havaittiin nousevan legggiakohtauksen jalkeen koko
potilasaineistossa ja selvemmin ohimolohkoepilepsiaairastavilla potilailla.

Epilepsiakohtauksen lateralisaatioista vasemmaemen aiheutti tilastollisesti

merkitsevdn nousun veren leptiinipitoisuudessa. ddni tutkittujen adipokiinien ja

interleukiini-6:n pitoisuuksissa ei havaittu met&itid muutoksia epilepsiakohtauksen
yhteydessa.

Koe-elain tutkimuksissa leptiinin on todettu olevarhtauksia ehkéiseva ja hermosoluja
suojeleva tekija. Plasman leptiinipitoisuuden nowsisi olla elimistén suojareaktio
kohtauksen aiheuttamille muutoksille aivojen heralgissa. Aivojen anatomia Voisi
selittda pitoisuuserot eri epilepsiatyyppien taetalisaatioden valilla. Leptiinivalittei-
nen mekanismi voisi olla yksi tulevaisuuden |a&kefy&sen suunnista epilepsian hoi-
dossa, mutta lisatutkimuksia leptiinin roolistalepsian yhteydessa tarvitaan.

Avainsanat: Epilepsia, rasvakudos, adipokiinit, tilap adiponektiini, adipsiini,
interleukiini-6.
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Epileptic seizures are brain disorders resultiogiflabnormal electric burst in the brain.
When a patient has a disposition to have recuseizures, the condition is recognized
as epilepsy. Refractory epilepsy means epilepsydibes not respond to the medication
as a desired manner. Basic and translational m@sean the pathophysiological
mechanisms and mediators of epilepsy is neededuelab novel improved treatments
for refractory epilepsy.

White adipose tissue cells produce proinflammatoggokines and cytokine-like
hormones called adipokines. Recent studies showthieaproduction of adipokines is
not restricted to adipose tissue, but also manyrotells produce and response to
adipokines. In addition to their other functionsjpmkines also regulate the immune
system. Many adipokines have pro-inflammatory di-aflammatory effects and they
co-operate with cytokines in regulation of inflantorg reaction. It has recently been
reported that many inflammatory factors are actigtain association with epileptic
seizure.

In the present study, the production of three ddipes i.e. leptin, adiponectin and

adipsin and that of a proinflammatory cytokine rtgekin-6 were studied before and

after acute epileptic seizure in patients with aetory epilepsy. Blood samples were
collected from patients before and after the ingeizure. Plasma adipokine levels and
interleukin-6 concentrations were measured witlugach ELISA.

Plasma concentrations of leptin were found to iaseeafter epileptic seizure in the
whole patient group and more distinctively in patgewith temporal lobe epilepsy.
Interestingly, left-sided but not right-sided latézation of the seizure caused
statistically significant increase in plasma ledérels. Epileptic seizure did not cause
any significant changes in adiponectin, adipsimterleukin-6 levels in plasma.

Experimental data support leptin as an anticonwtilsand a neuroprotective factor.
Increase in leptin plasma concentrations migheotfan endogenous attempt to protect
nerve cells from damaging effects of the convulsiBrain anatomy could explain the
differences in concentrations between epilepsy ®mymds and lateralizations. A
leptin-mediated mechanism may be a valuable thatepeption for future treatment of
epilepsy, but further research is needed to explaeossibility.

Keywords: Epilepsy, adipose tissue, adipokines,tirep adiponectin, adipsin,
interleukin-6
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1 JOHDANTO

Epilepsia on neurologinen sairaus, jossa potilastsestuvasti akillisid aivojen s&hko-
toiminnan hairigista johtuvia kohtauksia. Kohtaust@kavuusaste vaihtelee potilaiden
seka eri epilepsiatyyppien valilla. Epilepsiaa kitasn vaikeahoitoiseksi, jos laakehoi-
dolla ei saavuteta riittdvaa hoitovastetta kohteukesiintymistineydessa tai voimak-
kuudessa. Téallainen sairaus hairitsee potilaan aalimelam&éa suuresti. Joissakin tapa-
uksissa potilaan aivoja voidaan operoida kirurdisesutta aina tahan ei ole mahdolli-

suutta esimerkiksi kohtauspeséakkeen tuntemattomamikean sijainnin vuoksi.

Adipokiinit ovat rasvakudoksen rasvasolujen tuottasytokiinien kaltaisia valittgjaai-
neita, joiden on havaittu liittyvdn moniin elimistGoimintoihin. Niilla on keskeinen
rooli paitsi liikalihavuudessa, myds muun muassenumnijarjestelman seka tulehdus-
reaktioiden saatelyssa. Monilla adipokiineilla avaittu olevan joko tulehdusta edista-
via tai ehkéisevia vaikutuksia. Uusimpien tutkinemsimukaan myds epilepsiakohtaus-
ten yhteydessa on havaittu tulehdustekijiden aktinista.

Opinnaytety0 toteutettiin kesén ja syksyn 2009 reékdampereen yliopiston laaketie-
teen laitoksen immunofarmakologian tutkimusryhméassina tutkimusyhteistydprojek-
tia Tampereen yliopistollisen sairaalan neurolodilinikan kanssaTutkimuksen tar-
koituksena on tutkia immunologisia muutoksia eplagohtausten yhteydessa vaikea-
hoitoista epilepsiaa sairastavilla potilailla. Opilytetydhon kuuluvassa osassa tutkittiin
tiettyjen adipokiinien seka tulehdussytokiini ingrkiini-6:n ilmentymista akuutin epi-
lepsiakohtauksen yhteydessa. Tyon tuloksia voidakvaisuudessa hyddyntaa uusien,

tehokkaiden hoitojen kehitystydssa.

Opinnaytetydn ohjaajina toimivat FT Riina Niemingmn professori Eeva Moilanen
(Tampereen yliopisto) sekd FT Tuuli Valineva (Pimkeman ammattikorkeakoulu). Li-
saksi opinnaytety6hon osallistuivat asiantuntijoieakoislaakari Tiina Alapirtti ja
dosentti Jukka Peltola (Tampereen vyliopistollineairaala) sekd LT Katriina

Vuolteenaho (Tampereen yliopisto).



2 TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Epilepsia

Epilepsiat ovat etiologialtaan, oireiltaan ja alksi@td&dn monimuotoisia neurologisia
sairauksia, joissa potilaalla on taipumus saadstueasti epileptisia kohtauksia ilman
poikkeuksellisia altistavia tekij6itd. Epileptindhtaus on &killinen ohimeneva aivo-
toiminnan hairio, joka johtuu hermosolujen liiadiga tai poikkeavasta sahkoisesta toi-
minnasta. (Fisher ym. 2005.) Epilepsiakohtauksett ovuutamasta sekunnista minuut-
teihin kestavia kohtauksia, joiden oireet vaihtaleletkellisista poissaolokohtauksista
vakaviin tajuttomuuskouristuskohtauksiin seka pahiltman hengenvaaralliseen pitkit-

tyneeseen kohtaukseen shtus epilepticus-tilaan (St. Louis & Granner 2008).

Hermosolujen toiminnan hairié tapahtuu laajuudeiteaihtelevalla alueella aivokuorel-
la (St. Louis & Granner 2008). Epileptinen purkaws tapahtua vain paikallisella al-
kamiskohdallaan tai levitd laajemmalle alueelleoasa. Kohtaus voi myods suoraan

yleistya yli koko aivojen kuorikerroksen. (Kalvi&n 2009, 5.)

2.1.1 Epilepsiatyypit

Epilepsiatyypit luokitellaan etiologian seka aivojeuvantamisloydosten eli aivos&hko-
kayran (EEG) ja magneettikuvausten perusteella.alliagsti epilepsiatyypit jaetaan
etiologian perusteella kahdella tavalla; idiopadtiija symptomaattisiin epilepsioihin.
Naiden liséksi tunnistetaan myds niin kutsuttu kogeeninen eli todennékdisesti symp-
tomaattinen epilepsia, jossa taudin etiologiaaeipystytty selvittamaan. (Engel & In-

ternational League Against Epilepsy (ILAE) 2001.)

Idiopaattisella epilepsialla tarkoitetaan epilefisigotka syntyvat ilman ulkopuolista tai
aivojen rakenteellista tekijdd (Engel & Internaabheague Against Epilepsy (ILAE)
2001). Symptomaattisella epilepsialla puolestaakoteetaan epilepsiaa, joka aiheutuu
aivojen anatomisista muutoksista tai aivosairawadegéllaisia muutoksia voivat olla

esimerkiksi synnynnaiset kehitys- ja aineenvaihdbairiot, aivovaurion, aivotulehduk-
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sen tai aivoverenkiertohairion jalkeiset muutoksek& aivokasvaimet. (St. Louis &
Granner 2008; Kalviainen 2009, 11.)

Epilepsia voidaan jaotella my6s kohtauksia aiheattaaivoalueen mukaan ohimoloh-
koepilepsiaan (temporal lobe epilepsy, TLE), otskt@pilepsiaan (frontal lobe epilep-
sy, FLE), paalaenlohkoepilepsiaan (parietal lob#eppy, PLE) ja takaraivolohkoepi-

lepsiaan (occipital lobe epilepsy, OLE) (kuvio Dhimolohko sek& otsalohkon lii-

keaivokuori ovat yleisimpid epilepsiakohtauksiaeaittavia aivoalueita. Kohtauspesak-
keen alue vaikuttaa myds siihen, millaisia oiréitdatauksen aikana ilmenee. Vaikea-
hoitoisissa epilepsioissa tarkan alueen paikantamon tarkeaa, silla sen avulla voi-

daan selvittaa kirurgisen hoidon mahdollisuukdfalyiainen 2009, 16-17.)

Paalaenlohko :
| Takaraivo-

lohko

Aivorunko \

KUVIO 1. Aivojen rakenne (Kélvidinen 2009, 11)

Pikkuaivo

Potilaalla voi olla toistuvia ulkoisista tai sisgis tekijoista johtuvia kohtauksia ilman,
ettd ne valttdmatta ovat epileptisia. Kun kohtatlssadaan loppumaan poistamalla
valiton altistava tekija, puhutaan akuutista symmattisesta kohtauksesta, eika sita
kasitella varsinaisena epilepsiana. Téllaisiataltia tekijoitd voivat olla muun muassa
alkoholin tai laakkeiden (vaarin)kayttd, aineenwvihnan hairiét (esimerkiksi hyper-

tai hypoglykemia) tai infektiot. (St. Louis & Graan2008.)



2.1.2 Epilepsiakohtausten luokittelu

Epilepsiakohtaukset jaotellaan niiden yleistynetiry asteen mukaan paikallisalkuisiin
seka yleistyneisiin kohtauksiin. Yleistyneissa epsdioissa kohtaus tapahtuu samanai-
kaisesti molemmilla aivopuoliskoilla. Paikallisalkat kohtaukset alkavat tietylta aivo-
alueelta, joko oikealta tai vasemmalta aivopuoliskd<ohtauspesakkeen aivopuoliskon
mukaan maaritetdan myos sahkoisen purkauksen lissaiio, joka voi olla vasen, oi-
kea, molemmat tai tuntematon. Kaikissa tapaukdiebsauksen tyyppia ei pystyta luo-
kittelemaan riittamattomien tietojen vuoksi. (K&wen 2009, 14-15.)

Yleistyneet kohtaukset voivat olla lyhyita poissaahtauksia, akillisia lihasnykayksia
kasvoissa ja raajoissa aiheuttavia kloonisia- taoktoonisia kohtauksia, lihasten jay-
kistymistd aiheuttavia toonisia kohtauksia tai léeksta lihasjanteyden menetyksesta
johtuvia lyyhistymiskohtauksia. Rajuimmillaan ylgisyt epilepsiakohtaus aiheuttaa
voimakkaan tajuttomuuskouristuskohtauksen, joissarattelevat vartalon jaykistymi-

nen (toonisuus) ja kouristukset (kloonisuus). (K&hen 2009, 15.)

Paikallisalkuiset kohtaukset jaotellaan yleensamniean tyyppiin kohtauksen oireiden
perusteella. Nama tyypit ovat yksinkertainen pdikalkuinen kohtaus (simple partial
seizure, SPS), monimuotoinen paikallisalkuinen &abt(complex partial seizure, CPS)
seka toissijainen yleistynyt kohtaus (secondaryegdized tonic clonic seizure,
SGTCS). Yksinkertaisissa kohtauksissa ei esiinpyntenhairioita, ja motoriset oireet
ovat yleensa lievia. Yksinkertaisiin kohtauksiiittyly yleensa myoés aistioireita kuten
maku-, haju- ja kuuloaistimuksia seka psyykkisi&eitd, esimerkiksi muistihairiot,
ymmarryksen hairi6t ja harhat. (St. Louis & Gran2e08; Kalvidainen 2009, 14-15.)

Monimuotoisiin kohtauksiin liittyy tajunnan hamamynen sek&a automatismit, eli raajo-
jen ja suun epéatarkoituksenomaiset liikkeet, ja&attavat olla tahdosta riippumattomia
tai osittain koordinoituja. Seka yksinkertaisetaethonimuotoiset kohtaukset voivat
yleistya rajuksi tajuttomuuskouristuskohtauksel&hl®purkauksen levitessa kauttaal-
taan molempiin aivopuoliskoihin, jolloin kohtaustatsutaan toissijaiseksi yleistyneeksi
kohtaukseksi. (St. Louis & Granner 2008; Kalviairgd99, 14-15.)

Epilepsiaa voidaan nykyaan tehokkaasti hoitaa tgésella. Yli puolella paikallisalkui-

seen epilepsiaan sairastuneista sairaus saadasitesiwa yhdella ladkkeelld. Kahden
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tai kolmen laakkeen yhdistelmahoito auttaa noirfd$ljelle jd&neista potilaista. On-
gelmina epilepsialaakkeissa seka yhdistelmahoidasat niiden monet haittavaikutuk-
set. Ihanteellinen epilepsialdéke perustuisi epilapmekanismien tunnistamiseen seka
la&keaineen tarkkojen vaikutusmekanismien tunteznisdallainen ladke estaisi vain
poikkeavan purkauksellisen séahkdtoiminnan syntymjaeetenemisen, mutta ei vaikut-

taisi hermosolujen normaaliin toimintaan. (Kalvé&m2009, 18.)

Joissakin tapauksissa edes ladkkeiden yhdistelindt lellitse kohtausten ilmenemista,
jolloin puhutaan vaikeahoitoisesta epilepsiastaadsikeahoitoista epilepsiaa sairasta-
vista voidaan mahdollisesti hoitaa kirurgisin mehein. Paikallisalkuisissa kohtauk-
sissa kirurginen toimenpide voidaan tehda kohta#pesen alueelle, mutta myds esi-
merkiksi aivokurkiaisen halkaisu vahentad merkésiv yleistyneita vakavia tajutto-
muuskouristuskohtauksia. (Kalviainen 2009, 25—-B8/9s ketogeenisella ruokavaliolla
(vahahiilihydraattinen, runsaasti rasvoja ja piotga sisdltava ruokavalio) on todettu
olevan epilepsiakohtauksia ehkaiseva vaikutus,itia ksiytetddn joskus hoitokeinona

vaikeahoitoisessa epilepsiassa. (Stern 2009, 273.)

2.2 Rasvakudos ja tulehdus

Rasvakudosta esiintyy nisakkailla kahdessa muodg@ssta toista kutsutaan valkoisek-
si ja toista ruskeaksi rasvakudokseksi. Valkoiresvakudos on paatyyppi ja se on eli-
miston tarke&a energiavarasto. Ruskeaa rasvaku@sstayy lahes yksinomaan vas-
tasyntyneilld ja sen tarkoitus on huolehtia eligristAammaonsaatelysta syntyman jalkei-
sin& viikkoina. Rasvakudos sisaltaa rasvasolujeradgiposyyttien seka preadiposyyt-
tien, fibroblastien ja endoteelisolujen lisaksi my@insaasti immuunijarjestelmaén kuu-
luvia soluja, kuten lymfosyytteja ja makrofagejeasRakudoksen makrofagit ovat luu-
ytimesta peraisin ja niiden maara kudoksessa onaaooverrannollinen lihavuuteen.
(Tilg & Moschen 2006, 772.)

Valkoista rasvakudosta ei enda nykydan pidetd gaargiavarastona, vaan myos tar-
kedna tekijana elimistbn monissa muissa toimin@aoiskisimpien tutkimusten mukaan
rasvakudoksen on todettu olevan tarked komponeryiiis esimerkiksi sisaeritys- seka

immuunijarjestelmassa. Rasvakudoksen solut tudttesibttdjdaineita, muun muassa
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sytokiineja, joista osa toimii tulehduksen validd@ineina, seka sytokiinien kaltaisia liu-
koisia tekijoitd, joita kutsutaan adipokiineiksi.didokiinit ovat signaalimolekyyleja,
jotka toimivat vuorovaikutuksessa rasvakudokseimyauunijarjestelman valilla. Uusi-
en tutkimustulosten mukaan adipokiineja tuottavaitsp rasvakudoksen solut, myos
monet muut elimiston solut. Adipokiineilla on yhdéssytokiinien kanssa keskeinen
rooli rasvakudoksen tulehdusvasteessa. (Tilg & Mesc2006, 772—-773.)

Tulehdus on elimiston suojareaktio ulkoisia tagsg arsykkeita vastaan, ja sen tarkoi-
tuksena on eliminoida reaktion aiheuttaja, sigmEaoluja uhasta seka kaynnistaa pa-
raneminen. Tulehduksen voivat aiheuttaa mikrobijdiin niiden rakenneosa, elimis-
tolle vieraat aineet ja kemikaalit, fysikaaliseitijat tai elimiston omat rakenteet, joita ei
joko tunnisteta tai jotka ovat kdyneet haitallisekSeppala & Meri 2003, 756.) Tuleh-
duksen klassiset Kliiniset oireet ovat kuumotusydtus, punoitus ja kipu seka toimin-
nan hairiintyminen. Kuumotus ja punoitus johtuvetd@intyneestad verenvirtauksesta
tulehdusalueelle, turvotus verisuonten lisaantyrdel@paisevyydesta seka tulehdussolu-
jen kertymisestéa tulehduspesakkeeseen. Kipua a#lzeatilaisten arsyttavien valittaja-
aineiden vapautuminen tulehdusalueella. (Moilar@®2270.)

Tulehdusreaktion kulku on hyvin samankaltainen @itagasta riippumatta, johtuen eli-
mistdssa syntyvista tulehduksen valittdjaaineistdehduksen valittgjaaineita vapautuu
tai muodostuu plasmassa olevista esiasteistaitaigyintetisoidaan tulehdus- ja kudos-
soluissa vasteena tulehduksen aiheuttajalle. Tulkdwh valittajaaineet muodostavat
toistensa toimintoja saatelevan, taydentavan jamelevan verkoston. (Moilanen 2002,
71)

Sytokiinit ovat proteiini- ja glykoproteiinirakentga signaalimolekyyleja, jotka toimi-
van muun muassa tulehduksen valittajaaineina. Tulateaktiossa sytokiinit ovat akti-
voituneiden tulehdussolujen (muun muassa makrofag@nosyyttit, lymfosyytit) tai
tulehtuneen kudoksen solujen tuottamia proteiifejae saatelevat immuunivastetta ja
tulehdusreaktion kulkua vaikuttaen erityisesti lesyjyttien toimintaan. Sytokiinit vai-
kuttavat padasiassa paikallisesti, mutta levitessglinistossa verenkierron mukana
niilla voi olla myo6s systeemisia vaikutuksia. Ogesté toimii tulehdusta voimistavina
eli proinflammatorisina tekijoina ja osa tulehdusdahoittavina tai ehkaisevina eli anti-
inflammatorisina tekijoina seka paranemisprosessignnistajina. Tarkeimpid syto-

kiineja ovat suuri joukko interleukiineja, tuumagkroositekijae. (TNF-0), interferonit
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a, B jay (IFN-a, IFN-B, IFN-y) sek& transformoiva kasvutekia(TGF{). (Moilanen
2002, 81-83.) Sytokiineihin kuuluvat myds kemokiirotka houkuttelevat tulehdus-
alueelle leukosyytteja seka tulehdusta voimistg@ighkaisevia sytokiineja (Julkunen
ym. 2005, 734).

Sytokiinit vaikuttavat kohdesoluun sitoutumalla ggnnalla oleviin spesifisiin resepto-
reihin. Sytokiinireseptorit ovat rakentuneet yleghkshdesta osasta, joista solun ulkoi-
nen osa sitoo sytokiinin ja solunsisédinen osa tosignaalinvalityksessa. Sytokiinin
signaali voi olla joko kohdesolua aktivoiva tai kti®oiva. (Julkunen ym. 2005, 734,
740.) Sytokiinit sadatelevat monia solun toimintajaytta niiden tarkeimmat vaikutukset
valittyvat geenien saatelyn kautta, esimerkiksngkaiptiotekijoiden aktivaation seura-
uksena (Moilanen 2002, 83).

2.2.1 Liikalihavuus

Painoindeksi (Body mass index, BMI) on mittalukallg lihavuutta arvioidaan pituu-
den ja painon suhteena. Painoindeksi voidaan lgskeanalla paino (kg) pituuden (m)
neliolla. Normaalipainoisen ihmisen painoindeksivatilla 18,5-25. Kun henkilon pai-
noindeksi on yli 30, puhutaan merkittavasta lihalesta tai liikalihavuudesta. (Tervey-
den ja hyvinvoinnin laitos)

Liikalihavuus liitetddn nykyaan krooniseen tulehcasteeseen, jolle on tyypillista li-

saantynyt tulehdustekijoiden tuotanto rasvakuddaseska niiden kohonnut pitoisuus
verenkierrossa (O’Rourke 2009, 255). Painonnougabtaen adiposyytit paisuvat seka
makrofageja keraantyy rasvakudokseen ja erityisggiptoottisten rasvasolujen ympa-
rille (Tilg & Moschen 2006, 773). Makrofagien kemtjstd kudokseen pidetaan yhtena

merkkin& kroonisesta tulehduksesta rasvakudokgégsisberg ym. 2003).

Liikalihavuudessa rasvakudoksen adiposyyttien j&krofagien on todettu tuottavan
enemman proinflammatorisia sytokiineja ja adipodjiin kuten leptiinid, tuumorine-
kroositekijae:a (TNF), interleukiini-6:a (IL-6), interleukiini-1:& (IL) ja resistiinia
(kuvio 2). Toisaalta taas rasvakudoksen solujenttaowt pitoisuudet anti-
inflammatorisia tekij6itd kuten adiponektiinia, ILRa:a (interleukiini-1 reseptorin an-
tagonisti) ja IL-10:a ovat vahentyneet. (O’'Rourl@2, 256.) Rasvakudoksen makrofa-
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git ja lymfosyytit tuottavat paaosan tulehdukseifgpillisista sytokiineista TNFe:sta,
IL-1:sta ja IL-6:sta. Liikalihavien adiposyytit tttavat kuitenkin lahes kolmanneksen

esimerkiksi verenkiertoon paatyvasta IL-6:sta. ® Moschen 2006, 773.)

Painonnousu e
Moumaali ragvaludos Likalihavan rasvalmdos 3 7 &y
g -8 1
P \—Adiposyytt Vo i
\ - =, G A |
4 S
; e 'y \ & ﬁ
| * pr— | | )
A S = Verisuoni ' =
€ i | L -
o Makrofagi Apoptoottinen S |
adiposyytti =
posyyt Malkrofagien
— kerddntyminen
rasvaludokseen
oo | Malkrofagien
) ) G ovm]mtus\ ) lt.c?, 7 tuottamat teldjit:
ﬁd?plz;ifjlﬂ'llientuﬂﬁﬂﬂl&t -. Brsistiin A
L L = | IL-1(bete) A
ﬂcli}:!!:ur_leldijm v 18 IL10 v
Lepturi A
Fegistiini A J

A diposyyttien ja makyofagien tuottamat
pro-inflammatoniset sytokiinit:

THEF-alfa A

IL-6 A

KUVIO 2. Painonnoususta johtuvat muutokset rasvaksdssa. Liikalihavan yksilon
rasvakudoksen makrofagit ja adiposyytit tuottawvagreman proinflammatorisia eli tu-
lehdusta voimistavia sytokiineja ja adipokiinejantAinflammatoristen adiponektiinin
ja IL-10:n tuotto rasvakudoksessa on vahentynytg (& Moschen 2006 kuvaa mukail-
len Miikkulainen 2009)

Liikalihavuuteen liittyy yleensa insuliiniresistesisjoka tarkoittaa insuliinin heikenty-
nyttd vaikutusta kudoksissa. Erityisesti rasvarykeinen insuliiniherkkiin kudoksiin,
kuten lihakseen ja maksaan, heikentdaa naiden kemlassuliininerkkyytta. (Wester-
backa 2004.) Insuliinin tehtava elimistdossa on $td@ sokerin ottoa verenkierrosta ku-
doksiin seka saadella sokerin vapautumista vereokie maksasta ja kudoksista. Insu-
liniresistenssin kehittyessa insuliinia tarvitaalimistossa normaalia enemman, jotta

verensokeri pysyisi sopivalla tasolla. (Kangas &kdmaki 2009).
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Rasvakudoksen kroonisen tulehdusvasteen ajatedli@aan keskeinen tekija myos in-
suliiniresistenssin muodostumisessa. Tyypillistdehdustekijoiden kuten TNé&n, IL-

6:n sekd C-reaktiivisen proteiinin (C-reactive pinf CRP) pitoisuudet ovat korkeat
yksil6illa, jotka ovat liikalihavia ja joille on Rattynyt insuliiniresistenssia. (Tilg & Mo-
schen 2006, 773.) Erityisesti TNEnA korkean pitoisuuden on todettu olevan yhteydessa

insuliiniresistenssin kehittymiseen seka liikalibateen (Kern ym. 1995).

Liikalihavuuteen liittyvan kroonisen tulehdusvastegyntymista ja syyta on yritetty
selittdd monessa tutkimuksessa. Tiedetaan, etthedsgksi vapaiden rasvahappojen
maara verenkierrossa ja makrofagien aktivoima ajigitien kuolema ovat lisédantyneet
likalihavuuden yhteydessa. Naihin toimintoihintthvid solun signalointireitteja on
tutkittu, mutta yhdistavaa tekijaa niiden ja liikelvuuden valilla ei ole I6ydetty. (Ye
2009, 54.) Uusimpien tutkimusten mukaan rasvakueloksihentyneesta hapensaannis-
ta, hypoksiasta, voisi |6ytyd vastaus rasvakudoksenniseen tulehdusvasteeseen lii-

kalihavuuden ja insuliiniresistessin yhteydessa yive 2007; Hosogai ym. 2007).

2.3 Rasvakudoksen tuottamat adipokiinit ja sytokiin

Rasvakudoksen adiposyyttien tuottamia adipokiin®jat muun muassa leptiini, adi-
ponektiini, adipsiini, resistiini ja visfatiini. Mys rasvakudoksen lymfosyytit ja makro-
fagit tuottavat vahaisessd maarin joitain adipaan esimerkiksi resistiinia ja adi-
ponektiinia. Adipokiinit toimivat hormonien tavoja saatelevat muun muassa energia-
aineenvaihduntaa ja neuroendokriinijarjestelmaa.tdimivat myos sytokiinien tavoin
saatelijand monissa immuunijarjestelman toiminraoseka elimistdn tulehdusreaktiois-
sa. (Tilg & Moschen 2006, 772-773.)

2.3.1 Leptiini

Leptiini on pa&asiassa valkoisen rasvakudoksemaimat, ylipainogeenin (obesity gene,
ob) koodaama, 16 kDa:n kokoinen peptidihormoni. Liaptidydettiin ensimmaisen
kerran vuonna 1994, jolloin sen todettiin olevaskeshermostoon vaikuttava signaa-

limolekyyli, joka s&éatelee energiatasapainoa. Saaasnergian kuluttamista edistavan
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signaalin ja toimii negatiivisena signaalina keslarsnostossa estaen ruokahalua.
(Zhang ym. 1994, 425-432.) Seerumin leptiinillarnoyds todettu olevan vahva korre-
laatio elimistén rasvakudoksen maardan seka paleksgin (BMI). Liikalihavien ih-
misten seerumissa leptiinipitoisuudet ovat korkeatkoin normaalipainoisilla. (Con-
sidine ym. 1996, 295.) Korkeammat leptiinitasdtdlihavuudessa johtuvat tavallisem-

min leptiiniresistenssistéa kuin leptiinin puutteestimistossa (Banks 2004, 331).

Leptiinin on havaittu saatelevdn myds muun muagsdidineenvaihduntaa, insuliinin
eritysta, lisdantymista, verisuonten muodostumediaangiogeneesiia seka luun muo-
dostumista. Naiden fysiologisten tehtéavien lisdkgitiini on mukana immuunivasteen
saatelyssa toimien proinflammatorisen sytokiinisota, ja sen on osoitettu liittyvan
myos liikkalihavuuden yhteydessa esiintyvaan insukisistenssiin. (Lam & Lu 2007, 1.)
Leptiini pystyy myos aktivoimaan monosyytteja, deitiisoluja ja makrofageja ja sti-
muloimaan niitd tuottamaan tiettyja sytokiineja (& ym. 2005, 6825). Leptiinin
tuottoa aktivoivat nopeasti bakteerien soluseinagmponentti lipopolysakkaridi (LPS),
IL-1 ja TNF-a tulehduksen akuutin vaiheen aikana. Tama osolgp@inin toimivan
valittgjdaineena tulehduksessa (Loffreda ym. 1833,

2.3.2 Adiponektiini

Adiponektiinia tuottavat paasaantoisesti adiposyytiutta hieman myés lihassolut, sy-
danlihassolut ja endoteelisolut. Adiponektiini eiy elimistossa kokonaisena prote-
linina seka myds globulaarisena adiponektiiningajon proteolyyttisen katkaisun seu-
rauksena syntynyt tuote. Seerumin adiponektiinipitos on huomattavasti matalampi
likalihavilla yksilGilla, joilla rasvaa on erityssti kertynyt sisaelinten ymparille, ja joil-
le on kehittynyt insuliiniresistenssi. Adiponektinpitoisuus seerumissa korreloi siis

negatiivisesti insuliiniresistenssin kanssa. (Biliyloschen 2006, 774.)

TNF-o vahentdd adiponektiinin transkriptiota adiposggtiilinjoissa, joka voi selittda
seerumin matalampia adiponektiinitasoja liikalillaviyksililla (Maeda ym. 2002,

731). Adiponektiinin ilmentymista saatelevat myodaunpro-inflammatoriset valittaja-
aineet, kuten IL-6 vahentamalla adiponektiinin starptiota ja translaatiota adiposyyt-
tisolulinjoissa (Fasshauer ym. 2003, 1048). Adipdingn on todettu lisddvan tiettyjen

anti-inflammatoristen sytokiinien, kuten IL-10:n lja1 Ra:n tuotantoa ihmisen mono-
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syyteissa, makrofageissa ja dendriittisoluissa (Wol. 2004, 633). Painvastoin kuin
leptiini, adiponektiini toimii paaasiallisesti astiflammatorisena tekijana elimiston
tulehdusreaktioissa. Joissakin tapauksissa adipami& on kuitenkin havaittu olevan
myo6s pro-inflammatorisia vaikutuksia. Sen on eskiksi osoitettu lisdavan makrofagi-
en fagosytoosia eli solusyontia ja IL-8 tuotantiemisen makrofageissa lipopolysakka-
ridin (LPS) lasna ollessa. (Saijo ym. 2005, 1180.)

2.3.3 Adipsiini

Adipsiini (komplementtitekija D) on komplementin talaation vaihtoehtoisen reitin
entsyymi (White ym. 1992, 9210). Komplementti onm@0 proteiinin muodostama
reaktioketju, joka aktivoiduttuaan johtaa useidgelidusta sdatelevien valittajaaineiden
syntyyn. Komplementin reaktioketju johtaa myds mumunassa mikrobien solukalvon
tuhoamista valittavan MAC-makromolekyylin (Membraaigack complex) syntymi-

seen seka lisdd makrofagien ja neutrofiilien fagmssia (Moilanen 2002, 72.)

Komplementin vaihtoehtoinen reitti aktivoituu mikien vaikutuksesta komplementti-
tekija C3:n ja B:n muodostaman kompleksin kauttavig 3). Adipsiini (komplementti-

tekija D) on seriiniproteaasi, joka spesifisestiakgsoi komplementtitekija B:n tietyn
peptidisidoksen katkaisun komplementtitekija B:lesda liittyneend komplementtiteki-
ja C3:n aktiiviseen muotoon. Peptidisidoksen katlkaimyodta vapautuu aktiivinen C3
konvertaasi. C3 konvertaasi lohkaisee C3-protéan@san, jolloin jaé jaljelle herkasti
reagoiva C3b, joka eri vaiheiden jalkeen johtaa nofEiken ja neutrofiilien fagosytoo-

sin voimistumiseen tai MAC-kompleksin syntymise@ihite ym. 1992, 9210; Kaiser,
2007.)

Hiirella adipsiinia tuottavat adiposyytit, muttaniisella adipsiinia/komplementti tekija
D:ta tuottavat sekéa rasvakudoksen adiposyytitratidosyytit ja makrofagit. Suurin osa
adipsiinista erittyy verenkiertoon, ja adipsiiniftgisuus seerumissa on todettu olevan
matalampi liikalihavilla hiirilla. (White ym. 1992210.)
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Mikrobien pintarakenteet

J

C3+B

Komplementtitekija D katalysoi
ﬁ peptidisidoksen katkaisun

C3 konvertaasi

!

Herkasti reagoiva C3hEmmpmy| Muut komplementitekijat:
C5b, C6, C7, C8, C9

¥ 1

Fagosytoosi MAC-kompleksi

KUVIO 3. Komplementin vaihtoehtoisen reitin reaktju. Mikrobien pintarakenteet
aktivoivat komplementin vaihtoehtoisen reitin, jolw vaiheiden jalkeen johtaa makro-
fiilien ja neutrofiilien fagosytoosin voimistumise¢ai MAC-kompleksin syntymiseen.

2.3.4 Sytokiinit

Tyypillisia rasvakudoksen tuottamia sytokiineja braiun muassa IL-6, IL-1 ja TNé&-
Naiden proinflammatoristen eli tulehdusta voimigtav sytokiinien tehtavéat im-
muunijarjestelmassa tunnetaan hyvin. (Tilg & MostR606, 772.) TNk ja IL-1 ovat
tarkeimpia pro-inflammatorisia sytokiineja ja rdilon suuri merkitys erityisesti tuleh-
duksen alkuvaiheessa. Naiden sytokiinien lisdantgggmteesi on suurelta osin vastuus-
sa tulehduksen ja siihen liittyvien tyypillistenr@den kehittymisessa. TNk{a IL-1
voimistavat myos IL-6 synteesid, joka taas aktkmindesolujaan tuottamaan muita tu-
lehdusreaktiossa toimivia sytokiineja seka akuwarheen proteiineja, esimerkiksi C-
reaktiivista proteiinia (CRP). (Moilanen 2002, 88,)

IL-6 l18ydettiin alun perin B-solujen erilaistumisasvaikuttavana tekijana. IL-6:n tehta-
va B-solujen erilaistumisessa on kypsymisen viigeigaiheen aikaansaaminen, jolloin
B-solut muuttuvat vasta-aineita tuottaviksi plasaobai&si. IL-6 indusoi myos vasta-
aineiden muodostumisen naissa soluissa. (Hiranalg®6, 73—75.) Nykyaan IL-6 tun-

netaan vaikutuksiltaan hyvin monimuotoisena sytoRa, joka on tarkea saatelytekija
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muun muassa tulehduksessa ja immuunivasteessdegldopoieesissa eli verisolujen
erilaistumisessa. Immuunivasteen kaynnistyminenasieaan IL-6 synteesin lahes kai-
kissa kudoksissa ja solutyypeissa. Tulehdussolt@sieimpia IL-6 tuottajia ovat mo-

nosyytit ja makrofagit. (Moilanen 2002, 86.)

IL-6 myds valittdad tulehduksen akuutin vaiheen etiatkaynnistamalld akuutin vaiheen
proteiinien, esimerkiksi CRP:n, fibrinogeenin jankglementtitekija C3:n synteesin
maksasoluissa. Akuutin vaiheen proteiineilla orkk@gen rooli tulehdusreaktion rajoit-
tajina. IL-6 saa my0s keskushermostossa aikaahduleselle tyypillisen kuumereak-
tion prostaglandiini-E(PGE)- valitteisella mekanismilla. (Moilanen 2002, 86.)

IL-6 pitoisuuksien on jatkuvasti havaittu olevanrik@ampia seka liikalihavien seeru-
missa etta rasvakudoksessa. Korkeat IL-6 pitoisuliitalihavilla vastaavat myds kor-
keista akuutin faasin proteiinien, kuten CRP:n ityenisesta. (Fantuzzi ym. 2005,
914.) Korkealla rasvakudoksen IL-6 pitoisuudella vahva suhde myds IL-6:n seké

leptiinin pitoisuuteen verenkierrossa (Maachi yi902, 993).

2.4 Adipokiinit, sytokiinit ja epilepsia

Uusimpien tutkimusten mukaan epilepsiakohtaus #iaailelimistossa tulehdustekijoi-
den aktivoitumista. Epilepsiakohtausten yhteydemsdutkittu adipokiineista leptiinia
sekd (Xu ym. 2008) sytokiineista muun muassa IL-B:dlp:a, IL-1 Ra:ta sekd TNF-
a:a. (Lehtimaki ym. 2007; Bauer ym. 2009.)

Leptiini on tarked hormoni aivojen hypotalamukselmean (kuvio 4) saatelyssa
(Spanswick ym. 2000, 578). Hypotalamus on valia@wopohjaosassa sijaitseva alue,
joka saatelee aivolisdkkeen toimintaa ja ndin wtall elimiston hormonijarjestelman
saatelyyn. Leptiini vaikuttaa muun muassa ruokalralseka elimiston energiametabo-
liaan, ja kuten edellda on kaynyt ilmi, silla on vahpositiivinen korrelaatio elimiston
rasvakudoksen maaran ja painoindeksin kanssa (€loasim. 1996, 295). Tulehdusre-
aktioissa leptiinilla on pro-inflammatorisia vaikikisia. Leptiinireseptoreita ilmentyy
aivoissa sekd hypotalamuksessa etta hypotalamukigepuolella, aivokuoren seka

hippokampuksen (kuvio 5) alueen hermosoluissa (Rsg@n ym. 1998, 563).
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Leptiini muuntelee aivojen hermosolujen herkkyyitaytykselle (Shanley ym. 2001, 5;
Shanley ym. 2002, 941). Tama on tarkea saateljtdkppokampuksen ja aivokuoren
hermosoluissa, jos verenkierron leptiini paaseeptseilleen ndissa hermosoluissa.
Tavallisesti aivo-veri-este estda suurimolekyyhsteneiden siirtymisen verenkierrosta
aivosoluihin. Leptiinikuljettajat kaikkialla aivasa kuitenkin mahdollistavat leptiinin

paasyn verenkierrosta reseptoreilleen aivokuoremesl ja hippokampuksen alueen
hermosoluissa. (Banks 2004, 332-333.)

‘\
of

(7
!I ] wanw, BrainConmecition. com
eerainconnection.com  Ajyoliséke Hypotalamus 1 Selentilic Lesenieg porasion
KUVIO 4. Hypotalamus ja aivolisdke KUVIO 5. Hippakpukset,
(BrainConnection) ohimolohkojen siséosien raken-

teet (BrainConnection)

Leptiinin toimintaa endogeenisend hermosolujen rnelijana selittdd myos se, etta
seerumin leptiinitasot ovat korkeampia rotillatdoon ruokittu ketogeenisen ruokavali-
on (vahahiilihydraattinen, runsaasti rasvoja jatgimeja sisaltava ruokavalio) mukaan.
Ketogeenista ruokavaliota pidetddn myos suhtenlliseokkaana hoitokeinona vaikea-
hoitoisessa epilepsiassa. Eldinkokeiden avullautqttu, ettd kroonisesti koholla oleva
veren leptiinitaso vahentaa hermosolujen herkkygtsdytykselle, eli leptiini toimii koh-
tausta ehkaisevana tekijana ja krooninen leptjiate voi altistaa epilepsiakohtauksel-
le. (Erbayat-Altay ym. 2008, 82, 85.)

Eldinkokeissa on todettu leptiinin vahentavan janestavan 4-aminopyridiinilla (4-
aminopyridine, 4AP) indusoituja paikallisia, aivakella tapahtuvia kohtauksia rotilla.
Kokeessa leptiinia oli injisoitu suoraan aivoihindgssa 4AP:n kanssa. Toinen yleisesti

kaytetty epilepsiakohtausmalli on pentyleenitertiflao(pentylenetetrazol, PTZ) indu-
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soitu kohtaus, joka aiheuttaa Yyleistyneen tajuttaskouristuskohtauksen. PTZ-
kokeessa nenan kautta annosteltu leptiini lisdsjan leptiinitasoja seké pidensi koh-
tauksen latenssivaihetta. Naiden tutkimusten peellaton oletettu, etté leptiini toimisi
epilepsiakohtausta ehkéisevana eli antikonvulgivas tekijana. (Xu ym. 2008, 272,
277.)

Epilepsiakohtausten yhteydessa on tutkittu promifeatorisia sytokiineja IL-6:a ja IL-
1B:a sek& anti-inflammatorista IL-1 Ra:a, ja niidantbn on todettu voimistuvan nope-
asti epilepsiakohtauksen jalkeen seka jyrsijoif@zzani ym. 2002, 30) etta ihmisilla
(Lehtimaki ym. 2007, 228-229). Kokeellisissa tutkiksissa on havaittu ILgtn olevan
epilepsiakohtauksille altistava eli prokonvulsigmja hermosoluja tuhoava tekija. IL-1
Ra:n puolestaan on osoitettu olevan antikonvulsgii tekija. (Vezzani ym. 2000,
11537.) TNFe:n tuotossa ei ole havaittu muutoksia epilepsicdokdéen yhteydessa
(Bauer ym. 2009, 4).

IL-6-tuoton on tutkittu lisaantyvan erityisesti atmlohkoepilepsian (TLE) kohtausten
yhteydessa. Ohimolohkon ulkopuolisissa epilepsjatissa eli ekstratemporaaliepilep-
sioissa (extratemporal lobe epilepsy, XLE) IL-6thgsa ei tapahdu merkittavdd muu-
tosta kohtauksen yhteydesséa. Eraassa tuoreimmagsauksessa todettiin myos, etta
epilepsiakohtauksen oikeanpuoleinen lateralisaasitheutti korkeamman IL-6-
pitoisuuden seerumiin. Ohimolohkosta lahtevillalepsiakohtauksilla on erilainen le-
vinneisyys aivoissa verrattuna muualta alkaneistihtauksiin. Ohimolohkon kohtauk-
set saattavat vaikuttaa enemman hypotalamukseivgiasakkeen alueella, joka voisi
liittya immunologisten vasteiden ilmentymiseen ThBhteydessa. (Alapirtti ym. 2009,
96; Bauer ym. 2009, 5.)

IL-6:n tarkkaa roolia epilepsiakohtausten yhteydessole saatu selville. Tutkimustu-
lokset ovat ristiriitaisia sen suhteen, toimiiko-8Lkohtauksia ehkaisevana, vai niille
altistavana tekijané ja onko se hermosoluja tuhoaaasuojeleva valittdjaaine (Bauer
ym. 2009, 5-6). Joidenkin tutkimustulosten mukab6:1la olisi kuitenkin enemman

prokonvulsiivisia vaikutuksia (Kalueff ym. 2004,)35
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2.5 ELISA-menetelma

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) on herkkénunologinen menetelma,
joka perustuu vasta-aineiden ja niiden kohdemoledyy(antigeenien) spesifiseen si-
toutumiseen. Menetelman perustana ovat vasta-andig/pilliset ominaisuudet. Vas-
ta-aineet ovat proteiinirakenteisia molekyylejatgata johtuen ne ovat hyvin spesifisia
tiettyd kohdemolekyylia kohtaan, mika mahdollistatkittavan aineen havaitsemisen
my0s hyvin pienind pitoisuuksina. Kohdemolekyyittivat olla luonnollisia tai synteet-
tisid molekyyleja. Vasta-aineen ja kohdemolekyyl@iinen sidos on myos hyvin luja ja

kestaa maarityksen vaiheet. (Davies 2005, 3-4.)

ELISA on niin kutsuttu entsyymi-immunoassay. Seug&ru mitattavaan varinmuodos-
tusreaktioon, jonka saa aikaan vasta-ainemolekyylitetty entsyymileima sopivan
substraatti- tai kromogeenilisdyksen jalkeen. (Bav2005, 4.) Yleisimmin kaytettyja
entsyymeja ovat piparjuuriperoksidaasi (horseragisioksidase, HRP) seka alkalinen
fosfataasi. HRP:a kaytetdadn usein vetyperoksidimsga, jolloin ne yhdessa reagoivat
substraatin kanssa muuttaen sen mitattavaan mudtiia:n kanssa yleisesti kaytetta-
va substraatti on tetrametyylibentsidiini (tetrany#fbenzidine, TMB). Taman reaktion
tuotteena syntyy sininen yhdiste. (Davies 2005-19%; Crowther 2009, 61-63.) Ent-
syymireaktiot pysaytetddn lisaéamalla reaktioon loapiai emasta, jolloin pH:n muutos

pysayttad entsyymitoiminnan (Crowther 2009, 69).

ELISA-menetelman paaperiaatteena on, etta reakiienkomponentti sidotaan kiinte-
aan alustaan, tavallisesti muoviselle kuoppalevyeoppiin lisatadan maéaarityksessa
kaytettavia reagensseja, joita inkuboidaan tiedlyislosuhteissa reaktion edistamiseksi
ja pesuvaiheilla erotellaan sitoutumattomat moldékyjtoutuneista. Maarityksen tulos
mitataan naytteiden varinmuodostumisesta spektofetrisesti. (Crowther 2009, 9;
Davies 2005, 3-4.)

ELISA-menetelméastd on useita erilaisia muunnoksiatta yleensa ne jaotellaan kol-
meen paatyyppiin: suoraan ja epasuoraan menetelsek@nsandwich-ELISA:an, joista
sandwich ELISA voidaan jakaa vielda suoraan ja ep@sn menetelmaan. Kaikkia
kolmea menetelmatapaa voidaan soveltaa myos lel@aia (kompetetiivisena) tai in-
hiboivana menetelména. (Crowther 2009, 12-13, 16.)
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2.5.1 Suora ja epasuora menetelméa

Suora menetelma on yksinkertaisin ELISA:n muotané&maaritettdva antigeeni lai-
mennetaan sopivalla puskurilla, tavallisesti PBS(ihosphate buffered saline) tai kor-
kean pH:n karbonaattipuskurilla, ja inkuboinninank antigeeni sitoutuu kiintedan faa-
siin. Kiinted faasi on yleensd muovinen 96-kuoppgail@ proteiinit tarttuvat siihen pas-
siivisesti. Inkuboinnin jalkeen ylimaarainen, sifoonaton osa naytteestd pestéaan pois
puskuroidulla pesuliuoksella. Pesun jalkeen kuappdle lisataan antigeenin spesifista
vasta-ainetta, johon on liitetty entsyymileima. ¥aaine laimennetaan puskurilla, joka
siséltda blokkausyhdistettd, esimerkiksi protejipgdloin estetdén vasta-aineen passii-
vinen adsorptio kuoppalevyn pohjaan ja epaspesifsi@utuminen, mutta antigeenin ja
vasta-aineen spesifinen sitoutuminen on silti miist®. Usein blokkausproteiinina
kaytetdan esimerkiksi BSA:ta (bovine serum albunelinhaudan seerumin albumiinia
tai puskuriin liuotettua rasvatonta maitojauhef@owther 2009, 13-14, 58—60.)

Inkuboinnin aikana entsyymileimattu vasta-aine wdito spesifisesti kiinteaan faasiin

sidottuun antigeeniin. Sitoutumaton vasta-aine g#gstalleen pois. Seuraavassa vai-
heessa kuoppalevylle lisdtddn entsyymille sopivagstsaatti tai substraatti-

kromogeeni-yhdistelm&a, jolloin entsyymi katalysé@rinmuodostusreaktion. Reaktion

annetaan edeta tietyn ajan, jonka jalkeen se pafséyt sopivalla pysaytysreagenssilla.
Lopuksi naytteiden antigeenigeenipitoisuus mitatamektrofotometrisesti sopivalla

aallonpituudella. (Crowther 2009, 14.)

Epasuoran ELISA-menetelman erottaa suorasta merstl kuoppalevylle lisattava
leimaamaton vasta-aine, joka inkuboinnin aikantuarkiintedén faasiin sidottuun an-
tigeeniin. Taman jalkeen levylle lisataan entsyyomikigoitu anti-vasta-aine, joka sitou-
tuu aiemmin lisattyyn vasta-aineeseen. Taman vaif@keen maaritysta jatketaan sa-

malla tavoin kuin suorassa menetelmassa. (Crov2b@9, 14.)

2.5.2 Sandwich-ELISA

Sandwich-ELISA-menetelmassa kiinteadn faasiin elogpalevyn pohjaan sidotaan
vasta-aine (capture antibody), jonka jalkeen lgé@taayte. Nayte laimennetaan pusku-

riin, joka sisaltdd sopivan pitoisuuden blokkauggimia. Tama estaa antigeenin epéa-
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spesifisen sitoutumisen. Naytetta inkuboidaan katpgylla, jonka jalkeen sitoutuma-

ton osa naytteesta pestaan pois puskuroidullaipeksklla. (Crowther 2009, 16-17.)

Pesuvaiheen jalkeen kuoppalevylle lisatdan entdyynjuigoitu antigeenille spesifinen
vasta-aine (sekudaarivasta-aine), joka inkuboirmikana sitoutuu antigeeniin. Inku-
boinnin jalkeen toistetaan pesuvaihe ja lisatadsygmille sopivaa substraattia. Reak-
tio pysaytetaan pysaytysreagenssilla ja naytteéigesmipitoisuus mitataan spektrofo-

tometrisesti sopivalla aallonpituudella. (Crowt2609, 17.)

Edellytyksena sandwich-menetelmaélle on, etté aatigla on vahintdén kaksi epitoop-
pia eli vasta-ainetta sitovaa kohtaa. Toiselldogpilla se tarttuu kuoppalevylle sidot-
tuun vasta-aineeseen ja toisella lisattyyn sekinkgin-aineeseen. Tama rajoittaa me-
netelméan kayttoa. (Crowther 2009, 18.)

Sandwich-menetelmaa voidaan soveltaa myds epasyqadoin naytteen inkuboinnin
jalkeen ensimmaiseksi lisdtdan leimaamaton sekunvd&ta-aine. Sekundaarivasta-
aineen inkuboinnin jalkeen lisatdan entsyymikonjtiganti-vasta-aine. Entsyymikon-
jugoitu anti-vasta-aine tunnistaa leimaamattomastasaineen rakenneosan, jolloin sita
voidaan kayttaa laajalle maarélle eri sekundadiavameita. Sekundadarivasta-aineen ja
kiinteaan faasiin sidotun vasta-aineen taytyy pkadisin eri eldinlajista, jotta entsyy-
mikonjugoitu vasta-aine reagoi vain sekundaarivastaen, mutta ei kiinted&n faasiin

litetyn vasta-aineen kanssa. (Crowther 2009, 19-21

Sandwich-menetelmé&a sovelletaan yleisesti bio&iindiini kompleksin kanssa (kuvio
6). Avidiini on tetrameerinen kananmunasta erigtetioteiini, joka sitoutuu voimak-
kaasti biotiinimolekyyliin jokaisella alayksikollaa (Crowther 2009, 547.) Streptavidii-
ni on Sreptomyces avidinii -bakteerista eristetty avidiinin analogi, jolla ées identti-
sestd sekundaarirakenteestaan johtuen yhtéa stiariestti biotiinia kohtaan (Argarana
1986, 1881). Biotiinimolekyyli voidaan liittdd vastineeseen ja streptavidiini voidaan
konjugoida kaytettavaan entsyymiin. Biotiini-strayatiini-ELISA toimii kuten epasuo-
ra sandwich-ELISA-menetelma. Biotiinikonjugoitu seklaarivasta-aine lisataan levyl-
le naytteen inkuboinnin jalkeen. Taman jalkeen gei@an pesut ja lisatdan streptavi-
diinikonjugoitu HRP-entsyymi. Sitoutuminen on spie&n ja voimakas, eivatkd esi-
merkiksi pH tai suuret suolakonsentraatiot hairsiseutumista. (Crowther 2009, 547.)
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TMB
substraatti

Streptavidiini

Biotiinikonjugoitu
vasta-aine

Sidottu vasta-aine

Kiinted faasi

KUVIO 6. Biotiini-streptavidiini sandwich-ELISA. Tikittava antigeeni sitoutuu spesi-
fisesti kiintedan faasiin sidottuun vasta-aineegeeantigeenin toinen epitooppi sitoo
biotiinikonjugoitua vasta-ainetta. Biotiinikonjudgoun vasta-aineeseen tarttuu strepta-
vidiini-HRP, joka reagoi TMB-substraatin kanssa mostaen varillisen yhdisteen.
(Bender MedSystems 2009 kuvaa mukaillen Miikkulai2009)

2.5.3 Kilpailevat ja inhiboivat menetelmét

Kilpailevissa ja inhiboivissa menetelmissa reaktiam lisatty tunnettu maara jotakin
ainetta, joka hairitsee tai estdd antigeenin jaavameen valista sitoutumista. Kilpaile-
vien ja inhiboivien menetelmien perustana voi @illko suora, epasuora tai kumpi ta-
hansa sandwich-menetelmista ja niitd voidaan kdyg&ka antigeenin etta vasta-aineen
maarittdmiseen. (Crowther 2009, 21.)

Kilpailevat ja inhiboivat menetelmét perustuvat attiavan yhdisteen (antigeeni tai vas-
ta-aine) kykyyn syrjayttda tai hairitd tunnetuntaaaineen tai antigeenin sitoutumista.

Tunnettu komponentti on sidottuna kiinteaan faaginaytteen vastaava on liukoinen.

Naytteen antigeenin tai vasta-aineen kyetessatsit@man lisattavaan entsyymileimat-

tuun komponenttiin, antigeeni-vasta-aine-komplekssitoudu kuoppalevylle vaan pe-

seytyy pesuvaiheessa pois. Naytteen antigeenwvasta-aineen sitoutuessa muodostuu
siis vahemman varia kuin kontrolliin, johon ei digitty naytettd. (Crowther 2009, 21—

28.)
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2.5.4 Verinaytteen kasittely ELISA-méaaritysta varte

Tutkittaessa veresta jotakin sen komponenttia, asmdmaarityksessa kayttaa kokover-
ta, seerumia tai plasmaa. Kokoveri siséltaa veestemaisen soluvaliaineen eli plas-
man seka verisolut, kun taas seerumista ja plaanvasisolut on erotettu pois sentrifu-
goinnilla. Kokoverta tai plasmaa kaytettdessa i@ kasitellaan naytteenoton yhtey-
dessa sopivalla antikoagulantilla eli hyytymistd&ealla aineella, kuten EDTA:lla tai
hepariinilla. Putkea k&dannelld&n tavallisesti Se8&a valittomasti naytteenoton jalkeen,
jotta antikoagulantti sekoittuu tasaisesti kokotteégseen. Plasmanéytetta valmistettaes-
sa lyhyen huoneenlammdssa tai jaahauteessa inkigeoijilkeen nayte sentrifugoi-
daan, jolloin punasolut painuvat alimmaiseksi kkseksi putken pohjalle. Valkosolut
erottuvat ohueksi kerrokseksi punasolufraktion leaf péaallimmaiseksi jaad plasma,
joka pipetoidaan puhtaaseen putkeen. Plasma sidéiliki veren liuenneet proteiinit

seka suolat ja orgaaniset aineet. (Tapola 2003;1@bninen 2003, 263.)

Seerumia kaytettdessd naytteen annetaan hyytyiéa jatkeen fibriinihyytyma ja ve-
risolut sentrifugoidaan putken pohjalle kuten plaséytettd valmistettaessa. Taydelli-
nen veren hyytyminen kestaa noin 30 minuuttia,ganéyte on sentrifugoitava viimeis-
taan 1,5 tunnin kuluttua naytteenotosta. Sentrifuga jalkeen seerumi siirretdaan puh-
taaseen putkeen. (Makkonen & Tuokko 1996, 105.)

Plasman ja seerumin erona on, etta seerumista isteho fibrinogeeni ja muut veren
hyytymiseen osallistuvat tekijat. Myds muita velterkoisia proteiineja kiinnittyy see-
rumista erotettavaan fibriinihnyytym&an, joten proipitoisuus seerumissa on mata-
lampi kuin plasmassa. (Lundblad, 2004.) Toisaatss tveren hyytymisen aikana voi
my0s syntetisoitua tai hajota yhdisteita, jotenemekoostumus voi muuttua naytteenot-
tohetkesta. Aiemmin monissa tutkimuksissa kaytetihinna seerumia, mutta nykyaan
ajatellaan tutkittavien aineiden pitoisuuksien aleplasmassa lahempana elimiston
vivo -tilaa kuin seerumissa. Kokoverinaytteesta saa@aatettua noin 15-20% enem-
man plasmaa kuin seerumia, mika on selkea etugsg@maytemaarissa. Plasmassa kay-
tetyt antikoagulantit taas saattavat hairita jortakaarityksia. ELISA méaaritys voidaan

tehda joko plasmasta tai seerumista. (Tapola ZZ®326.)
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3 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Opinnaytetyd on toteutettu osana laajempaa tutkpnmyesktia, jossa selvitetdédn adipo-
kilnien merkitysta tulehduksessa ja tulehdustas@deidassa tutkimuksessa tutkittiin
immunologisia muutoksia akuutissa epilepsiakohtas&a vaikeahoitoisilla potilailla
eri epilepsiatyypeissa. Opinnaytetyon aihe rajatkiésittdmaan adipokiinien; leptiini,
adiponektiini ja adipsiini sekd tulehdussytokiintarleukiini-6:n pitoisuutta plasmassa

epilepsiakohtauksen yhteydessa.

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittaa

1. Lisdantyyko adipokiinien ja IL-6:n pitoisuus phaassa epilepsiakohtauksen yhtey-
dessa?

2. Vaikuttaako epilepsiatyyppi adipokiinien ja ILrgpitoisuuteen plasmassa ennen ja

jalkeen epilepsiakohtauksen?

3. Vaikuttaako sahkoisen purkauksen lateralisaatipokiinien ja IL-6:n pitoisuuteen

plasmassa ennen ja jalkeen epilepsiakohtauksen?
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4 MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1 Tutkittavat naytteet

Maaritykset tehtiin naytteista, jotka on keréattyikemhoitoista epilepsiaa sairastavilta
potilailta kliinisissa tutkimuksissa vuosien 20080Z aikana. Taulukossa 1 on havain-
nollistettu potilasaineistoa tiettyjen parametramalta, ja aineistoon on myds tehty jako
epilepsiatyyppien TLE (ohimolohkoepilepsia) ja XLEkstratemporaaliepilepsia eli
ohimolohkon ulkopuoliset epilepsiatyypit) mukaan.

Aineisto koostui yhteensa 47 vaikeahoitoista egil@g sairastavasta potilaasta, jotka
olivat kdyneet neljan vuorokauden video-EEG rekitmissa tavoitteena epilepsian
luokittelu ja kohtaustyyppien maarittaminen paassigaasti osana epilepsiakirurgista
arviota. Potilailta kerattiin verinaytteet seurastvasairaalaan saapuessa, aamuisin niin
kauan, kunnes sai epileptisen kohtauksen eli dmotin indeksikohtauksen, seka in-
deksikohtauksen jalkeen 3, 6, 12 ja 24 tunnin kukutVerinaytteista erotettiin plasma

maarityksia varten ja naytteet pakastettiin — t@eseen.

Potilaista 23:lla diagnoosi oli TLE ja 24:lla XLEaisten ja miesten osuudet olivat la-
hes yhta suuria molemmissa ryhmissa (51 % ja 49 Péjilaiden keski-ika TLE-
ryhmassa oli 40 vuotta ja epilepsian kesto keskimaa vuotta. XLE-ryhmassa keski-
ika oli 30 vuotta ja epilepsian kesto keskimaardnhviiotta. Keskiarvo kohtauksien lu-
kumaarassa kuukautta kohden edellisena vuonna Ildi-ryhméssa 8,5 ja XLE-
ryhmassa 56,4. Myos indeksikohtauksen kestossauoli ero ryhmien valilla, TLE-
ryhméssa kohtauksen kesto oli keskimaarin 405,2rgek ja XLE-ryhmassa 57,5 se-

kuntia.



TAULUKKO 1: Potilasaineiston karakterisointi
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Koko aineisto TLE XLE

47 (100 %) 23 (100 %) 24 (100 %)
Sukupuoli:
Naisia 24 (51 %) 11 (48 %) 13 (46 %)
Miehia 23 (49 %) 12 (52 %) 11 (54 %)
Keski-ika 35 40 30
Epilepsian kesto
(keskiarvo vuosina) 21,6 24 19
Kohtauksia kuukaudessa
edellisena vuonna (kes- | 33 8,5 56,4
kiarvo)
Lateralisaatio:
Oikea 14 (30 %) 6 (26 %) 8 (33 %)
Vasen 22 (47 %) 15 (65 %) 7 (29 %)
Ei tiedossa tai molemmat | 11 (23 %) 2 (9 %) 9 (38 %)
Indeksikohtauksen tyyppi:
CPS 36 (76,6 %) 19 (83 %) 17 (71 %)
SPS 5 (10,6 %) 1 (4 %) 4 (16,5 %)
SGTCS 6 (12,8 %) 3 (13 %) 3 (12,5 %)
Indeksikohtauksen kesto
(keskiarvo sekunteina) 227,6 405,2 57,5

TLE = ohimolohkoepilepsia, XLE= ekstratemporaaliepsia, CPS= monimuotoinen
paikallisalkuinen kohtaus, SPS= yksinkertainen gifisalkuinen kohtaus, SGTCS=
toissijainen yleistynyt kohtaus.

4.2 Interleukiini-6-pitoisuuuden maarittdminen

Interleukiini-6 (IL-6) maaritykseen kaytettiin Sang'n ELISA reagent set —kittia (Pe-
liPair ELISA, Sanquin). Kitti on tarkoitettu I1L-6 &éritykseen soluviljelymediumista tai
plasmanaytteista. Kitti sisaltdd kaikki sytokiimmaarityksessa tarvittavat reagenssit ja
perustuu sandwich-ELISA-menetelmaan. Taulukossa 2sitetty kaytettyjen ELISA-
maaritysten reagenssit, herkkyysrajat seka nagitei@mennokset.
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Maarityksessa kaytettiin 96-kuoppalevyjd (Nunc Maxp), jotka esikasiteltiin inku-
boimalla niitéa yon yli +4 °C:ssa karbonaatti/bikanaatti-puskurilla (pH 9.6) laimenne-
tulla IL-6 primaarivasta-aineella (PeliPair ELISBanquin). Inkuboinnin jalkeen kuop-
palevyt pestiin viisi kertaa PBS:lla (10mM fosfasblaliuos, pH 7.3) ELISA-pesurilla
(1296-026 Delfi& Platewash, Wallac). Pesun jalkeen kuoppalevy kiiiwayomalla

levya voimakkaasti puhtaita kasipapereita vasten.

Prim&arivasta-aineessa inkuboimisen jalkeen lelykdttiin proteiinien epaspesifisen
sitoutumisen ehkaisemiseksi. Kuoppalevyille pipé@toiblokkauspuskuria (PBS, jossa
1% BSA) ja inkuboitiin huoneenlammadssa tunnin ajamkuboinnin jalkeen kuoppale-
vyt pestiin viisi kertaa pesuliuoksella (PBS, jo§s@l % Tween 20) ja kuivattiin kasi-

papereita vasten.

Plasmanaytteita sailytettiin -80 °C:ssa, ja naytteestettiin huoneenlampdon sulamaan
ennen levyille pipetointia. Standardisuora ja tasdiolli valmistettin 1xHPE-
puskuriin (High Performance ELISA-puskuri, Sanquiaimentamalla. HPE-puskuria
kaytettiin maarityksen kaikkiin laimennuksiin. Kymgdevyilla kaytettiin tasokontrolleja
varmistamaan, etta pitoisuustasot pysyvat samaka tevyn sisélla ettd levysta toi-
seen. Naytteet, standardisuoran naytteet sekadmasoklit pipetoitiin kahtena rinnak-

kaisena kuoppalevylle ja levyja inkuboitiin huonEenmassa tunnin ajan.

Naytteiden inkuboinnin jalkeen levyt pestiin peaoksella ja kuivattiin. Kuoppiin pipe-
toitiin laimennettu biotiinikonjugaatti ja levyja@kuboitiin huoneenlammadssa 35 minuu-
tin ajan, jonka jalkeen levyjen kuopat pestiin javattiin kuten edella. Seuraavaksi
kuoppiin pipetoitiin laimennettu streptavidiini-HRé@nNjugaatti, jota inkuboitiin levyilla
15 minuuttia huoneenlammaossa. Inkuboinnin jalkesrytl pestiin, kuivattiin ja kuop-
piin lisattin ~ varinmuodostusreaktion substraaitk  TMB (3,5,3',5-
tetramethylbenzidine, TMB Conductivity 1 Componé&tRP Microwell Substrate, Bio
FX Laboratories). Subtraattiliuoksen lisayksen g&lik levyja inkuboitiin pimedsséa huo-
neenlammaossa 15 minuutin ajan, jonka jalkeen varodostusreaktio pysaytettiin pipe-
toimalla kuoppiin 1M rikkihappoa. Naytteiden optmdiheys mitattiin valittémasti
spektrofotometrilla (Victot 1420 Multilabel Counter) aallonpituudella 450nnaitteen
MultiCalc-laskentaohjelman avulla laskettiin IL-&gsuus (pg/ml) kuopissa. Laitteelta
saadut tulokset taulukoitiin ja taulukoinnissa witethuomioon naytteiden mahdolliset

[aimennokset.
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4.3 Adipokiinipitoisuuksien maarittaminen

Adipokiinien maaritykseen kaytettiin R&D System'nttkja (DuoSet ELISA, R&D-
systems Europe Ltd). Kitit on tarkoitettu tutkimégkoon maarittamaan ihmisen adi-
pokiineja soluviljelymediumista sekd seerumistan@ perustuvat sandwich ELISA-

menetelmaan.

Maarityksessa kaytettavat 96-kuoppalevyt (EIA-lev@ostar) kasiteltin maaritysta
edeltavand paivand mitattavan adipokiinin vastaella (DuoSet ELISA, R&D-
systems Europe Ltd, Abingdon, UK). Vasta-aine laimedtiin PBS:lla (pH 7.2-7.4,
0,2um suodatettu) ja levyja inkuboitiin yon yli #€:ssa. Inkuboinnin jalkeen kuoppa-
levyt pestiin kolme kertaa pesuliuoksella (PBSsf$9,05 % Tween 20) automaatti-
pesurilla (1296-026 Delfia® Platewash, Wallac). palevyt kuivattiin lyomalla niita
voimakkaasti puhtaita kasipapereita vasten. Lex\lpetoitiin Reagent diluent-liuosta
(PBS, jossa 1 % BSA) blokkauspuskuriksi, joka egt@deiinien epaspesifisen sitoutu-
misen kuoppiin. Blokkauspuskurin lisayksen jalkdewyja inkuboitiin huoneenlam-

massa tunnin ajan, jonka jalkeen levyt pestiin dakéattiin kuten edella.

Kuoppalevyille pipetoitiin Reagent diluent -liuokiselaimennetut naytteet, standardit
seka kunkin adipokiinin maarityksessa kaytettaaabkontrollit kahtena rinnakkaisena.
Reagent diluentia kaytettiin maarityksen kaikkignhennoksiin. Naytteitd inkuboitiin
huoneenlammadssa kahden tunnin ajan, jonka jalkeert pestiin ja kuivattiin. Nayte-
kasittelyn jalkeen kuoppiin pipetoitiin maaritetéiv adipokiinin biotinyloitua vasta-
ainetta, ja puolentoista tunnin inkuboinnin jalkeersta-aineliuos pestiin pois ja levyt

kuivattiin.

Seuraavaksi kuoppalevyille liséttiin streptaviditiRP, jota inkuboitiin levyilla 15 mi-

nuutin ajan. Inkuboinnin jalkeen levyt pestiin jaivattiin, jonka jalkeen levyille lisat-
tiin varinmuodostusreaktion substraattiiuos TMBMB:ta inkuboitiin levyilla huo-

neenlammaossa valolta suojattuna 15 minuuttia, jojakeeen varinmuodostusreaktio
pysaytettiin lisaamalla kuoppiin 1M rikkihappoa. yil&@iden optinen tiheys mitattiin
valittbméasti spektrofotometrilla (Victdr1420 Multilabel Counter) aallonpituudella
450nm. Laitteen MultiCalc-laskentaohjelman avulliéokseksi saatiin méaaritetyn adi-
pokiinin pitoisuus laimennetussa naytteessa yksikkpg/ml. Tulokset taulukoitiin ja

taulukoinnissa otettiin huomioon naytteiden laimekset.
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TAULUKKO 2. Kaytettyjen ELISA-méaaritysten reagertssierkkyysrajat seka laimen-

nokset.

Reagenssit

Herkkyys (pg/ml)

Naytteiden laiment

nosS

IL-6

PeliPair™ human cyto-
kine ELISA reagent set
IL-6 (Sanquin)

0,6 - 150

Adiponektiini

DuoSet Development

System human Adiponec-

tin
(R&D Systems)

15,6 - 2000

1:10 000

Adipsiini

DuoSet Development

System human Comple;
ment factor D

(R&D Systems)

7,8 - 1000

1:10 000

Leptiini

DuoSet Development
System human Leptin
(R&D Systems)

15,6 - 2000

4.4 Tilastollinen analyysi

Tilastolliseen analyysiin kaytettin SPSS-tilastg@maa. ELISA-maarityksista saa-

duista tuloksista laskettiin keskiarvot sek&d keska keskivirhe (standard error of

mean, SEM) viimeisimmalle naytteelle ennen indedisikusta seka kohtauksen jalkei-

sille naytteille. SEM saadaan jakamalla keskiha@omtarvon eli rinnakkaisnaytteiden

maaran neliolla. Tulosten laskennassa kaytettiki deoko aineistoa etta eri epilep-

siatyypin tai séhkdisen purkauksen lateralisaasioimeen jaettua aineistoa. Maaritysten

tilastollinen merkitsevyys laskettiin toistuvien ttausten varianssianalyysilla (ANO-

VA) kayttaen Bonferronin monivertailukorjausta. astollisessa analyysissa jatettiin

pois potilaat, joilla oli puutteellinen sarja nath.

Jaetuissa aineistoissa haluttiin tutkia keskianv@eoa eri ryhmien valilla alkutilantees-

sa (ennen epilepsiakohtausta) ja tata testattesttHia. Myds mahdollista eroa leptiinin

ja IL-6:n suhteessa ryhmien valilla ennen epildpsidausta testattiin t-testilla. Eroa

pidettiin tilastollisesti merkitsevana, kun p<0,05arvoa kaytetdan yleisesti kokeellis-

ten tutkimusten tulosten satunnaisvirheen tunnusiak
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5 TULOKSET

5.1 Adipokiinien ja interleukiini-6:n plasmapitoiss epilepsiakohtauksen yhteydessa

Adipokiinien ja IL-6:n tuottoa epilepsiakohtaukserteydesséa tutkittin  ELISA-
menetelmalla potilaista otetuista plasmanaytteikidko aineisto kasitti 37 potilasta,
joilta oli keratty kaikki tutkittavat naytteet (eaen kohtausta, 3 h, 6 h, 12 h ja 24 h koh-
tauksen jalkeen). Tilastollista merkitsevyytta ttilessa indeksikohtauksen jalkeen
otettuja naytteita verrattiin viimeisimpiin ennenhitausta otettuihin naytteisiin toistet-
tujen mittausten varianssianalyysilla. Varianssigygassa saadaan tilastollisesti merkit-
seva tulos, jos analysoitavien ryhmien sisainemte&l on merkitsevasti vahaisempaa
kuin ryhmien valinen vaihtelu (Uhari 2002, 65).

Leptiinin plasmapitoisuudet lisdantyivat tilastedisti merkitsevasti epilepsiakohtauksen
jalkeen, ja sen pitoisuus plasmassa oli korkeinaaiil 12 tunnin kuluttua kohtauksesta.
Kuuden ja 12 tunnin kohdalla epilepsiakohtauksdkegn ero oli erittdin merkitseva.
24 tunnin kuluttua kohtauksesta ero oli edelletastivllisesti merkitseva, mutta leptii-
nin pitoisuus oli jo laskussa. (Kuvio 7.) Adiponihkin, adipsiinin ja IL-6:n plasmapi-
toisuuksissa ei todettu tilastollisesti merkitsemidja. (kuviot 8-10).
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KUVIO 7. Leptiinin pitoisuus epilepsiakohtauksentgydessa koko potilasaineistossa.
Pylvaiden arvot ovat tulosten keskiarvoja + SEMs B87. Kohtauksen jalkeisia arvoja
on verrattu viimeisimpaan ennen kohtausta.*p<0sa05jp<0,001.
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KUVIO 8. Adiponektiinin pitoisuus epilepsiakohtagksyhteydesséa koko potilasaineis-
tossa. Arvot ovat tulosten keskiarvoja £+ SEM, n7= Bohtauksen jalkeisia arvoja on
verrattu viimeisimp&én ennen kohtausta.
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KUVIO 9. Adipsiinin pitoisuus epilepsiakohtauksentgydessa koko potilasaineistossa.
Arvot ovat tulosten keskiarvoja £+ SEM, n = 37. Kaltsen jalkeisia arvoja on verrattu
viimeisimp&an ennen kohtausta.
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KUVIO 10. IL-6:n pitoisuus epilepsiakohtauksen widessa koko potilasaineistossa.
Arvot ovat tulosten keskiarvoja £+ SEM, n = 37. Kaltsen jalkeisia arvoja on verrattu
viimeisimp&an ennen kohtausta.

5.2 Epilepsiatyypin vaikutus adipokiinien ja intskiini-6:n pitoisuuteen plasmassa

Tilastollisessa analyysissa potilasaineisto jaet@pilepsiatyyppin mukaan kahteen
ryhmaan. TLE-potilasrynmaan kuuluvat ohimolohkogpiiaa sairastavat potilaat ja
XLE-ryhma ekstratemporaaliepilepsiaa sairastavdtlgad. TLE-ryhméassa potilaiden

lukumaara oli 18 ja XLE-ryhmassa 19. Tilastollist@rkitsevyytta tutkittaessa indeksi-
kohtauksen jalkeen otettuja naytteita verrattiilmeisimpiin ennen kohtausta otettuihin
naytteisiin toistettujen mittausten varianssiansijg. Jaetussa aineistossa tutkittiin
my0Os eroa ryhmien vélilla alkutilanteessa, eli enkehtausta otettujen naytteiden kes-

Kiarvoja verrattiin toisiinsa t-testilla.

TLE-potilasryhmassa leptiinin plasmapitoisuus Irg§ieiepilepsiakohtauksen jalkeen ja
ero oli tilastollisesti merkitseva kaikissa aikdpissa kohtauksen jalkeen. Myds XLE-
potilasryhméssa leptiinin pitoisuus nousi, mutt@a @i tilastollisesti merkitseva vain 12
tunnin kohdalla kohtauksen jalkeen. XLE-potilasryissa leptiinipitoisuudet olivat
korkeampia, ja potilaiden valilla havaittin enenmmi@ajontaa kuin TLE-ryhméssa. Al-
kutilanteessa ryhmien valilla ei leptiinitasoissButotilastollisesti merkitsevaa eroa.
(Kuvio 11.)
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KUVIO 11. Leptiinin pitoisuus epilepsiakohtauksehtgydessa eri epilepsiatyyppien
mukaan jaetussa aineistossa. Arvot ovat tulostekikevoja + SEM, TLE-ryhm&ssa n =
18 ja XLE-ryhmassa n = 19. Kohtauksen jalkeisidoprvon verrattu viimeisimpaan
ennen kohtausta. Ennen kohtausta otettujen négttekdskiarvoja on verrattu toisiinsa
ryhmien valilla. *p<0,05 ja **p<0,01.

Adiponektiinin plasmapitoisuudet olivat hieman keakipia TLE-potilasryhmé&ssa,
mutta ero ei ollut tilastollisesti merkitseva. Kiaska aikapisteissa ryhmien valinen ero
on lahes samansuuruinen. Adiponektiinipitoisuudgtyjvat molemmissa potilasryh-
missa tasaisena kaikissa aikapisteissa. (Kuvio A@ipsiinin plasmapitoisuudet olivat
korkeampia XLE-potilasryhmassa, mutta ryhmien \giirero oli kaikissa aikapisteissa
l&hes samansuuruinen. Adipsiinin pitoisuus pysylemonissa potilasryhmissa tasaise-
na koko seurannan ajan. (Kuvio 13.) Adiponektijai-adipsiinipitoisuuksissa ei alkuti-

lanteessa ilmennyt tilastollisesti merkitsevaa eybanien valilla
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KUVIO 12. Adiponektiinin pitoisuus epilepsiakohtagn yhteydessa eri epilepsiatyyp-
pien mukaan jaetussa aineistossa. Arvot ovat tmodteskiarvoja £+ SEM, TLE-
ryhmassa n = 18 ja XLE-ryhm&ssa n = 19. Kohtauk&keisia arvoja on verrattu vii-

meisimp&an ennen kohtausta. Ennen kohtausta etettdjytteiden keskiarvoja on ver-
rattu toisiinsa ryhmien valilla.

1400 -

1200 | T I T T T
1000 1 _T| T |

800 - OTLE

600 - O XLE

400 -

Adipsiini (ng/ml)

200 -

0 T T T T 1

Viimeisin  3h jalkeen 6h jalkeen 12h jalkeen 24h jalkeen
ennen
kohtausta

KUVIO 13. Adipsiinin pitoisuus epilepsiakohtauksghteydessa eri epilepsiatyyppien
mukaan jaetussa aineistossa. Arvot ovat tulosteki&eroja + SEM, TLE-ryhméssa n =
18 ja XLE-ryhmassa n = 19. Kohtauksen jalkeisidogrvon verrattu viimeisimpaan
ennen kohtausta. Ennen kohtausta otettujen négttéidskiarvoja on verrattu toisiinsa
ryhmien valilla.
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TLE-potilasryhméassa havaittiin hieman IL-6-pitoisiem nousua 12 tunnin kuluttua
epilepsiakohtauksesta, mutta ero ei ollut tilasetiti merkitseva. XLE-potilasryhmassa
IL-6-pitoisuus pysyi hyvin tasaisena koko seuranajam. TLE-ryhmassa IL-6 pitoisuus
oli yleisesti korkeampi ja potilaiden valiset hapah suurempia kuin XLE-ryhmassa.

Alkutilanteessa ryhmien valilla ei ollut tilastdta eroa. (Kuvio 14.)
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KUVIO 14. IL-6:n pitoisuus epilepsiakohtauksen ywdessa eri epilepsiatyyppien mu-
kaan jaetussa aineistossa. Arvot ovat tulosteni&eslja + SEM, TLE-ryhm&ssa n = 18
ja XLE-ryhmésséa n = 19. Kohtauksen jalkeisia anmjaverrattu viimeisimpaan ennen
kohtausta. Ennen kohtausta otettujen naytteidekide®ja on verrattu toisiinsa ryhmi-
en valilla.

5.3 Sahkoisen purkauksen lateralisaation vaikutiygo&iinien ja interleukiini-6:n pitoi-

suuteen plasmassa

Tulosten laskennassa potilasaineisto jaettiin mgitepsiakohtauksen séhkdisen pur-
kauksen lateralisaation mukaan kahteen ryhmaaeanikja vasemmanpuoleiseen koh-
tauksen lateralisaatioon. Epaselvét tapauksetsgoiateralisaatio ei ollut tiedossa, tai
potilaat, joilla lateralisaatiota oli mahdoton m#aa tietylle aivopuoliskolle, jatettiin

pois analyysista. Oikeanpuoleinen kohtauksen lkdeedio oli 11:1l& potilaalla ja va-

semmanpuoleinen 16:lla. Tilastollista merkitsevigytutkittaessa indeksikohtauksen
jalkeen otettuja naytteitd verrattiin vimeisimpémnen kohtausta otettuihin naytteisiin

toistettujen mittausten varianssianalyysilla. Jssduaineistossa tutkittin myos eroa
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ryhmien valilla alkutilanteessa, eli ennen kohtaustettujen naytteiden keskiarvoja

verrattiin toisiinsa t-testilla.

Potilailla, joilla oli oikeanpuoleinen séhkdisenrkauksen lateralisaatio, leptiinipitoi-
suus oli kaikissa aikapisteissa korkeampi ja pola valinen hajonta suurempaa kuin
potilailla, joilla lateralisaatio oli vasemmanpuiolen. Ero oli kuitenkin kaikissa aikapis-
teissa lahes samansuuruinen. Potilailla, joillatkoksen lateralisaatio oli vasen, lep-
tiinipitoisuuksissa ilmeni tilastollisesti merkits ero |&ahtbtasoon verrattuna kuuden, 12
sekd 24 tunnin jalkeen kohtauksesta. Myds oikedemen lateralisaation potilasryh-
massa leptiinin pitoisuus verenkierrossa nousi&aokgen jalkeen, mutta ei tilastollisesti

merkitsevasti. Alkutilanteessa ryhmien valillaleaénnyt tilastollista eroa. (Kuvio 15.)
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KUVIO 15. Leptiinin pitoisuus epilepsiakohtauksemtgydessa kohtauksen eri laterali-
saation mukaan jaetussa aineistossa. Arvot ovasten keskiarvoja £+ SEM, Oikea-
ryhmassa n = 11 ja Vasen-ryhmassa n = 16. Kohtaujdkeisid arvoja on verrattu

viimeisimp&an ennen kohtausta. Ennen kohtaustaupetnaytteiden keskiarvoja on
verrattu toisiinsa ryhmien valilla. *p<0,05.

Adiponektiinin plasmapitoisuudet olivat korkeampmigkeanpuoleisen kohtauksen late-
ralisaation omaavilla potilailla l1ahes kaikissaagilsteisséd, mutta ero ei ollut tilastolli-
sesti merkitseva. (Kuvio 16.) Adipsiinin pitoisuusrenkierrossa epilepsiakohtauksen
jalkeen oli molemmissa ryhmissa samalla tasollavitkd 7). Kummankaan adipokiinin

kohdalla alkutilanteessa ei ilmennyt tilastollis@serkitsevaa eroa ryhmien valilla.
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KUVIO 16. Adiponektiinin pitoisuus epilepsiakohtagn yhteydessa kohtauksen eri
lateralisaation mukaan jaetussa aineistossa. Aovat tulosten keskiarvoja + SEM,
Oikea-ryhméassa n = 11 ja Vasen-ryhmassa n = 16takkken jalkeisid arvoja on ver-
rattu viimeisimpééan ennen kohtausta. Ennen kohdantstitujen naytteiden keskiarvoja

on verrattu toisiinsa ryhmien valilla.
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KUVIO 17. Adipsiinin pitoisuus epilepsiakohtauksgnteydessa kohtauksen eri latera-
lisaation mukaan jaetussa aineistossa. Arvot avasten keskiarvoja + SEM, Oikea-

ryhmassa n = 11 ja Vasen-ryhmassa n = 16. Kohtaujdkeisid arvoja on verrattu

viimeisimpéaan ennen kohtausta. Ennen kohtaustauetnéaytteiden keskiarvoja on

verrattu toisiinsa ryhmien valilla.
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IL-6-pitoisuus oli korkeampi potilailla, joilla omasemmanpuoleinen kohtauksen latera-
lisaatio, mutta ero ei ollut tilastollisesti medawa. IL-6-pitoisuus pysyi samalla tasolla

koko seurannan ajan. Myds hajonnat olivat huomasiisuuremmat vasemmanpuolei-

sen lateralisaation omaauvilla potilailla. Oikeanieusen lateralisaation ryhmassa IL-6

pitoisuus oli selvasti matalampi. Alkutilanteesgamien valilla ei ollut tilastollisesti

merkitsevaa eroa. (Kuvio 18.)
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KUVIO 18. IL-6:n pitoisuus epilepsiakohtauksen ydessa kohtauksen eri lateralisaa-
tion mukaan jaetussa aineistossa. Arvot ovat tetodteskiarvoja + SEM, Oikea-

ryhmassa n = 11 ja Vasen-ryhmassa n = 16. Kohtaujdkeisia arvoja on verrattu

viimeisimp&an ennen kohtausta. Ennen kohtaustaupmetnéytteiden keskiarvoja on

verrattu toisiinsa ryhmien valilla.

Lopuksi tutkittiin leptiinin ja IL-6:n suhdetta alkilanteessa (ennen kohtausta) koko
aineistossa, seka eri epilepsiatyyppien ja lasaation mukaan jaetuissa aineistossa.
Koko aineistossa leptiinin ja IL-6:n suhde oli soilleen samalla tasolla kuin jaettujen
aineistojen ryhmien valiset keskiarvot. Jaetuigsaistoissa suhde oli pienempi TLE-
ryhmassa kuin XLE-ryhmassa. Oikeanpuoleisessaalegaatiossa suhde oli pienempi
kuin vasemmanpuoleisessa lateralisaatiossa. Tekk®i kuitenkaan ilmennyt tilastol-

lisesti merkitsevia eroja ryhmien valilla. (Kuvi®
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KUVIO 19. Leptiinin ja IL-6:n suhde ennen kohtauktko aineistossa ja epilep-
siatyyppien seka kohtauksen lateralisaation mufaetnissa aineistossa. Arvot ovat
tulosten keskiarvoja £ SEM.
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6 MENETELMIEN JA TULOSTEN TARKASTELU

Ty0Ossa tutkittiin kolmen adipokiinin ja IL-6:n pBuuksia plasmanaytteistd sandwich-
ELISA-menetelmalla. Tutkimuksen tavoitteena olivé&ha aiheuttaako epilepsiakohta-
us tiettyjen adipokiinien seka tulehdussytokiini8ln pitoisuuden nousua verenkierros-
sa ja vaikuttaako epilepsiatyyppi tai kohtauksehké@éen purkauksen lateralisaatio

naiden tekijoiden pitoisuuteen plasmassa.

6.1 Menetelmét

Maaritykset tehtiin sarjasta potilasplasmanayttdiénen analysointia naytteiden otto,
kasittely ja sailytys ovat virheille alttita vaiibe@ N&aytteenotossa ja -kasittelyssa on
oleellista tietaa tutkimuksen tausta, jotta naytaan oikealla tavalla. Myos lampdétila
on tarked ottaa huomioon naytteenkasittelyssa.- @rplasmanaytteissa aineenvaih-
dunnan reaktiot saattavat jatkua hitaasti myosisiin ulkopuolella. Talléin naytteen
koostumus muuttuu hieman naytteenottotilanteestdimiételtaessa naytettd mychem-
min tapahtuvaan analyysiin, halutaan naytteessihtapat reaktiot pysayttaa ja sailyt-
taa tutkittavat komponentit naytteessa sellaisema ke olivat naytteenottohetkella.
Verinaytteiden inkubointi jadhauteessa ennen daegtintia seka sentrifugointi
+4 °C:ssa pysayttavat entsyymitoiminnan ja esinksrkisytokiinituotannon nayt-
teenoton jalkeen. (Tapola 2003, 29-30.)

Plasmanaytteen monet analysoitavat komponentiezkiksi sytokiinit, sdilyvat huo-
nosti ajan kuluessa. Naytteen sailyvyyteen vaikatt@simerkiksi lampoétila, auringon-
valo sek& nayteastian materiaali ja naytteidentssiga pakastuskerrat. Vaarissa olo-
suhteissa tai lampdétilassa sailytetyistd nayttersiasaada virheellisia tuloksia méaari-
tyksissa. (Tapola 2003, 29.)

Plasmanaytteen hemolyysi, lipemia ja ikteerisyysataiheuttaa ELISA-maarityksen
tuloksiin virhettd. Hemolyysi tarkoittaa sitd, ettérindytteen punasoluja on hajonnut,
jolloin niistd on vapautunut hemoglobiinia plasmabidyte on tallgin variltéan haalea

tai voimakas punainen riippuen hajonneiden pungsolmaarasta. Lipemia aiheuttaa
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naytteeseen sameuden ja se johtuu epéatavalliseastaunaarasta lipideja verenkier-
rossa naytteenottohetkelld. Plasmanaytteen ikigerigarkoittaa, ettd sen bilirubiinipi-
toisuus on normaalia korkeampi ja naytteen vanva@makkaasti keltainen. (Makkonen
& Tuokko 1996, 106-107.) Muun muassa nama naytkeenponentit voivat hairita
ELISA-menetelman spesifisid sitoutumisia tai entsigaktiota. Laimentamattomilla
naytteilla virhemahdollisuus on suurempi, koskatt&gn laimentuessa my6s héiritsevi-

en komponenttien pitoisuus pienenee.

ELISA-maarityksessa pipetointilavuudet ovat piejagoidenkin maaritysten kohdalla
laimennokset suuria tai moninkertaisia. Nain pipgtarheet voivat aiheuttaa hajontaa
tuloksiin. Kuoppalevyn pohja taytyy pitdd puhtaakeska levyn pohjan epapuhtaudet
vaikuttavat mittauksessa valon absorptioon ja ien laitteen mittaamiin absorbans-
seihin. Standardit ja naytteet tulee pipetoida llewyopeasti, jotta levyn alku- ja loppu-
osan tulokset olisivat vertailukelpoisia. Myos reasgsien lisaykset kuoppalevylle tulee
tehda tasmallisesti inkubointiaikojen mukaan. Eskiksi entsyymi-substraattireaktio
tulee pysayttdd oikeaan aikaan, jotta reaktionrtigeinen tai lyhentyminen ei vaikut-

taisi naytteiden varin intensiteettiin.

ELISA-menetelmaa kaytettaessa myds analysointiléitapchuomioiminen on tarkeaa.
Lampatilan noustessa entsymaattisen reaktion nokigugy ja maarityksen tuloksena
saadaan lilan korkeita pitoisuuksia (Tapola 2008). 31yds pesuvaiheet ovat ELI-
SA:ssa tarkeita, jotta ylimaaraiset, kiinnittymatidt vasta-aineet eivat hairitse nayttee-
seen sitoutuneiden vasta-aineiden detektointiarikjaten vélisten erojen seuraamisek-

si kaikilla levyilla kaytetaan tasokontrolleja levglussa, keskellé ja lopussa.

6.2 Tulokset

Tutkimuksessa havaittiin plasman leptiinipitoisundeousevan epilepsiakohtauksen
yhteydessa. Tulos ilmeni koko aineistossa, ja vilkaampaa nousu oli ohimolohkoepi-
lepsiaa (TLE) sairastavilla potilailla, vaikkakintgsuudet olivat yleisesti matalampia
kuin ekstratemporaaliepilepsiaa (XLE) sairastaviflatilailla. Myds XLE-ryhmassa

leptiinipitoisuus nousi, mutta ero oli tilastollste merkitseva vain 12 tunnin kuluttua

kohtauksesta otetuissa naytteissa. Leptiinipita@sali huipussaan 12 tunnin kuluttua
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kohtauksesta molemmissa ryhmissa. Kohtauksen ssdrkpurkauksen lateralisaatioista
vain vasemmanpuoleinen nosti plasman leptiinipitoita tilastollisesti merkitsevasti.
Tuloksia sekoittavia tekijoita voivat tdssa tutkiksassa olla erot sukupuolijakaumassa
tai potilaiden painoindeksissa ryhmien valilla sgk&tuissa aineistoissa pieni n-arvo eli
potilaiden m&&ra. Adiponektiinin ja adipsiinin tassa ei havaittu merkittavia muutok-

sia epilepsiakohtauksen yhteydessa.

Leptiinilld on havaittu olevan antikonvulsiivisisakutuksia eldinkokeissa ja sen on
todettu olevan myo6s neuroprotektiivinen eli herntogo suojeleva tekija (Erbayat-

Altay ym. 2008, 82 & Xu ym. 2008, 272). Tassa totkksessa havaitun plasman lep-
tiinipitoisuuden nousun voisi ajatella olevan ebton keino suojautua kohtauksen aihe-
uttamilta vaurioilta aivojen hermosoluissa seka dudlisesti estdd uusien kohtausten

iImentymista lyhyen ajan sisalla.

Veren leptiinitason on todettu olevan korkeampavitia ihmisilla. Samalla adiponek-
tiinitasot ovat matalampia kuin normaalipainoisilankil6illa. (Considine ym. 1996,
295; Tilg & Moschen 2006, 774.) Tuloksissa téllanguunta (korkeampi leptiini ja
matalampi adiponektiini) oli havaittavissa ohimdtoh ulkopuolista epilepsiaa sairas-
tavilla potilailla, jolloin potilaiden painoindeksti& voisi |0ytyd vastaus eroon TLE ja
kuitenkaan ollut tadssé tutkimuksessa saatavill@nj@voimeksi kysymykseksi jaa, oli-
vatko ohimolohkon ulkopuolista epilepsiaa sairaatgwotilaat lihavampia kuin ohimo-

lohkoepilepsiaa sairastavat potilaat ja voisikolke sekoittava tekija tutkimuksessa.

IL-6-pitoisuuden on raportoitu nousevan ohimolohitepsiaa (TLE) sairastavilla poti-
lailla epilepsiakohtauksen yhteydessa (Alapirtti. 2009, 96; Bauer 2009, 5) ja lisdan-
tyneen tuoton liittyvan erityisesti oikeanpuoleisdehtauksen lateralisaatioon (Bauer
ym. 2009, 5). Tassa tutkimuksessa IL-6:n tuotosdaligenkaan havaittu tilastollisesti
merkitsevd& muutosta eri epilepsiatyypeissa tatduddsen lateralisaation mukaan. Tu-
losten mukaan ohimolohkoepilepsiassa plasman litgspus oli korkeammalla kuin
ohimolohkon ulkopuolisissa epilepsioissa ja kohtark vasemmanpuoleinen laterali-
saatio aiheutti korkeamman plasman IL-6-pitoisuydikka erot eivat olleet tilastolli-
sesti merkitsevia. Pienet n-arvot saattavat taagéuttaa tulosten tilastolliseen merkit-

sevyyteen.
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Tutkimuksessa laskettiin myds antikonvulsiiviseptii@in ja proinflammatorisen IL-6:n
suhdetta koko aineistossa seka eri epilepsiatyppjaidateralisaation mukaan jaetussa
aineistossa. Suhteen kasvaessa vaikutus on enemmi&onvulsiivinen eli kohtausta
ehkaiseva. XLE-ryhmassa ja vasemmanpuoleisessalistatiossa suhde oli korkeam-
pi, joten vaikutus on enemman antikonvulsiivinehETryhmassa ja oikeanpuoleisessa
lateralisaatiossa suhde oli matalampi, eli vaikutngnemman kohtaukselle altistava tai

kohtausta edistava. Tuloksissa ei kuitenkaan ilngetilastollisesti merkitsevaa eroa.

Erot adipokiinien ja sytokiinien tasoissa eri epgatyyppien sekd kohtauksen laterali-
saation valilla voi selittda aivojen anatomian éeella. Ohimolohkossa tapahtuvalla
epilepsiakohtauksella ajatellaan olevan enemmakuu#isia aivojen hypotalamuksen
ja aivolisakkeen alueella, néin ollen se saatth@irsivaikuttaa enemméan immunologi-
sen vasteen muodostumiseen (Alapirtti ym. 2009, B&ptiini myos saatelee voimak-
kaasti aivojen hypotalamusta ja hypotalamuksenetilusijaitsee paljon leptiiniresepto-
reita (Spanswick ym. 2000, 758). Tasta voivat jaheptiinin matalammat pitoisuudet

plasmassa ohimolohkosta lahteneen epilepsiakohlgayétkeen.

Myds aivojen eri puoliskoilla on ajateltu olevarilaset vaikutukset immuunivastee-
seen. Yleisesti vasemmanpuoleisten alueiden uskatd@lentdvan ja oikeanpuoleisten
alueiden nostavan immuunijarjestelmaan kuuluvidajdielen tuottoa. (Meador ym.
2004, 842.) Tutkimuksessa havaittiin korkeammatiil@pitoisuudet oikeanpuoleisen
epilepsiakohtauksen jalkeen ja korkeammat IL-6ipitodet vasemmanpuoleisen koh-
tauksen jalkeen, mutta erot ryhmien valilla eiviieet tilastollisesti merkitsevia. IL-6:n
osalta tulos on ristiriidassa Meadorin tulkinnams$sa, samoin kuin se on ristiriidassa
Bauerin (2009) raportoimien tutkimusten kanssa @dea/m. 2004; Bauer ym. 2009).
Kuudella potilaalla epilepsiakohtaus yleistyi se#@ariseksi yleistyneeksi kohtauksek-
si, joten tassa tilanteessa kohtauksen alkuvailzeralisaatiolla ei enaa ole merkitysta,
koska kohtaus leviaa molemmille aivopuoliskoilléinfa saattaa myds sekoittaa tulok-
sia lateralisaation osalta, koska immunologiseteaisvoivat taas olla erityyppiset voi-
makkaan yleistyneen tajuttomuuskouristuskohtaukbésydessa.

Ohimolohkoepilepsia on usein aggressiivisempi jagpessiivisempi eli etenevampi
sairaus kuin muut epilepsiatyypit, ja se aiheuttaauitoksia seké& tuhoa aivoissa mole-
kyyli- ja solutasolla. Paikallisalkuiset kohtauksehimolohkon alueella aiheuttavat

muun muassa hippokampuksen skleroosia eli kovetuaneoissa, joka johtuu glia-
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solujen runsaasta lisdantymisesta alueella. Usestuvat kohtaukset aiheuttavat myos
muutoksia hermoverkkoihin ja tatd kautta muun maadsilon kognitiivisiin toimin-
toihin. (Pitkdnen & Sutula 2002, 173, 175.)

Taman tutkimuksen tuloksista on havaittavissa, ettémolohkoepilepsiassa antikon-
vulsiivinen ja neuroprotektiivinen leptiini on pispudeltaan matalampi, kun taas pro-
konvulsiivinen ja proinflammatorinen IL-6 on korkepi kuin ekstratemporaaliepilep-
siaa sairastavilla potilailla. Myo6s leptiinin ja-B:n suhde ohimolohkoepilepsiaa sairas-
tavilla potilailla on enemman prokonvulsiivinen Rugkstratemporaaliepilepsiaa sairas-
tavilla potilailla. Naiden tulosten voisi ajatellgttyvdn ohimolohkoepilepsian aggres-
siivisempaan luonteeseen ja taipumukseen aihenttai epilepsiamuotoja enemman
muutoksia aivojen hermosoluissa. IL-6:n ajatellisgdavan myods muiden sytokiinien
tuotantoa aivokudoksessa ja ndin vahvistavan tulgiedktioita ja hermosolujen tuhou-
tumista aivoissa (Alapirtti 2009, 97). Pienen ast@n vuoksi tulos ei kuitenkaan yltanyt

tayteen tilastolliseen merkitsevyyteen.

Tutkimusta jatketaan selvittdmalla potilaiden pa&ideksit, jotta voitaisiin arvioida
lihavuuden merkitysté tuloksia sekoittavana teldjanuloksia tullaan myds vertaamaan
aiempiin maarityksiin (muun muassa glutamaattitajooidaan laajemmassa mittakaa-
vassa tutkia mitka aivojen biokemialliset toimintidtyvat tulehdustekijdiden aktivoi-
tumiseen. Tutkimusta immunologisista muutoksistaleppiakohtausten yhteydessa
suunnitellaan laajennettavaksi toisella tutkimulesglbssa muun muassa leptiinipitoi-
suutta maaritettaisiin epilepsiapotilaiden ja tedea henkildiden likvorista eli aivo-

selkaydinnesteesta.

Tassa tutkimuksessa tehtiin alkuperaisloydos leipitbisuuden noususta plasmassa
epilepsiakohtauksen yhteydessa. Mikéli jatkotutkisissa voidaan varmistaa leptiinin
antikonvulsiivinen ja neuroprotektiivinen vaikutapilepsiassa, tietoa voidaan mahdol-
lisesti kayttdd hyvéaksi ladkekehityksessa. Leptihiteinen mekanismi voisi olla yksi
tulevaisuuden laakekehityksen suunnista epiledsigiossa.
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SANASTO

Adipokiinit
Adiposyytti
Antigeeni
Anti-inflammatorinen
Antikoagulantti
Antikonvulsiivinen

Automatismi

Epitooppi
Hippokampus

Hypotalamus

Idiopaattinen epilepsia

Insuliiniresistenssi

Lateralisaatio

Makrofagi

Neuroprotektiivi

Plasma

Prokonvulsiivinen

Proinflammatorinen
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LIITE 1.

Rasvakudoksen tuottamia hormoneja tittéjaaineita.
Rasvasolu

Molekyyli, joka aiheuttaa elimistdssa imuamivasteen.
Tulehdusta vaimentava, ehkéise

Hyytymista estava aine

Epilepsiakohtausta ehkaiseva

Epatarkoituksenmukaisia, ainakin asittkkoordinoituja
likkeit&, joita potilas suorittaa tiedostamattaineerkiksi
suun maiskuttelu, nieleskely, vaatteiden hypistely.

Antigeenin vasta-ainetta sitova kohta
Aivoturso, ohimolohkojen siséosien ralee

Valiaivojen pohjaosassa sijaitseva, k@ sdadtelee aivo-
lisdkkeen toimintaa.

"ltsesyntyinen”, syntyy dmulkopuolista tai aivojen ra-
kenteellista tekijaa.

Insuliinin heikentynyt vaikstudoksissa

Aivopuoliskojen jako oikeaan ja vagaan, epilepsiakoh-
tauksen yhteydessa kohtauspesékkeen sijainnin mukaa

Leukosyytteihin eli valkosoluihin kuulwvsyojasoluja,
jotka toimivat etenkin elimiston tulehdusreakti@iss

Hermosoluja suojeleva tekija

Veren nestemainen soluton osa, joka onoagiikantin ja
sentrifugoinnin avulla erotettu kokoveresta.

Epilepsiakohtaukselle altistakahtausta edistava

Tulehdusta edistava

Symptomaattinen epilepsia Sairaus, joka aiheuttajem rakenteellisesta muutoksesta

Sytokiinit

Vasta-aine

tai aivosairaudesta.

Suurelta osin erilaisten leukosyyttiemttamia proteiinira-
kenteisia viestimolekyyleja

Immuunijarjestelméan B-solujen tuottahuakoisia glyko-
proteiineja, joiden avulla elimist6 tunnistaa vieaar-
ganismeja tai molekyyleja eli antigeeneja.
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LIITE 2.
LYHENTEET
CPS Monimuotoinen paikallisalkuinen kohtaus (coempdartial seizure)
HRP Piparjuuriperoksidaasi (horseradish peroxidase)
IL Interleukiini (interleukin)
SGTCS Toissijainen yleistynyt kohtaus (secondaneg&lised tonic clonic seizu-
re)
SPS Yksinkertainen paikallisalkuinen kohtaus (dexgartial seizure)
TLE Ohimolohkoepilepsia (temporal lobe epilepsy)
TMB Tetrametyylibentsidiini (3,5,3’,5-tetramethydbzidine)
TNF-a Tuumorinekrroositekijar (tumor necrosis facton)
XLE Ekstratemporaaliepilepsia, ohimolohkon ulkoliuen epilepsia (extra-

temporal lobe epilepsy)



