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Beta-endorfiini on elimiston tuottama mielihyvahormoni, jonka pitoisuus vaihtelee eri vuorokau-
denaikoina. Stressi ja masennus ovat tiloja, joiden diagnosoimiseen ei ole olemassa yksiselitteista
mittaria. Tassa opinnaytety6ssa oli tarkoituksena kehittdd menetelma beta-endorfiinipitoisuuksien
maarittamiseksi kilpailevaa ELISA-menetelmaa kayttaen ja selvittaa, voiko beta-endorfiinia kayttaa
stressin ja/tai masennuksen merkkiaineena. Tydn aihe saatiin toimeksiantajalta BioOption Oy:lta.

Tutkittavana aineistona kaytettiin olemassa olevia seerumi- ja sylkinaytteita, jotka olivat peraisin
seka stressaantuneilta etta ei-stressaantuneilta henkildilta. Beta-endorfiinipitoisuuksien mittaukset
tehtiin ELISA-menetelmalla ja kaytettiin kaksoisvasta-ainetekniikkaa. Saatuja mittaustuloksia ver-
rattiin kirjallisuudesta Idydettyihin tuloksiin seka samoista naytteista mitattuihin kortisolipitoisuuk-
siin.

Stressaantuneiden henkildiden beta-endorfiini- ja kortisolipitoisuudet nayttavat noudattavan sa-
mansuuntaista vuorokausivaihtelua. Muiden mittauksien osalta ei pysty tekemaan johtopaatoksia.
Kirjallisuudesta 10ydetty beta-endorfiinipitoisuuksien vuorokauden aikainen vaihtelu nayttaa nou-
dattavan stressaantuneilla henkil6illd yhtendista linjaa. Lisaksi kayttdmamme mittausaineisto oli
pieni ja kaikista mittauksista ei saatu tuloksia, joten siita ei voi tehda yleistettavia johtopaatoksia.

Beta-endorfiinin mittausmenetelméaa voisi kehittaa edelleen, jotta se olisi vahemman herkka erilai-
sille hairitekijille. Beta-endorfiinipitoisuudet ovat erittain pienia, kuten myds pipetoitavat nayte-
maarét, jolloin virheellisten mittaustulosten todennakoisyys kasvaa.

Asiasanat: endogeeniset opioidit, stressi, masennus, ELISA, beta-endorfiini
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Beta-endorphin is an endogenous opioid, and its secretion follows a diurnal rhythm. There are no
unambiguous methods for diagnosing stress and depression. The purpose of this study was to
develop a method for measuring the beta-endorphin concentrations by using the competitive ELISA
method, to find out if beta-endorphin can be used as a biomarker for stress and/or depression. The
study was assigned by BioOption Oy.

The material in this study comprised of serum and saliva samples. The same samples were used
in a previous study and they were collected from stressed and non-stressed persons. The beta-
endorphin concentrations were measured with the competitive ELISA method, using the double
antibody technique. The measured concentrations were compared to other studies and cortisol
concentrations in measured from the same samples in previous studies.

The findings revealed that beta-endorphin and cortisol concentrations appear to have similar diur-
nal variation among stressed persons. Regarding the other measurements, too few results were
gained to make further conclusions. In literature, beta-endorphin concentrations seem to follow a
similar diurnal rhythm among stressed people. Furthermore, the amount of used serum and salive
samples was small in this study, and results were not gained from all of the measurements: there-
fore generalized conclusions cannot be withdrawn.

The beta-endorphin concentration measurement method could be further developed so that it
would be less sensitive to different distracting factors. Both beta-endorphin concentrations and
pipetting sample amounts are extremely low, and thus the probability of incorrect measurement
results is higher.

Keywords: endogenous opioids, stress, depression, ELISA, beta-endorphin
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1 JOHDANTO

Taman opinnaytetyon taustalla on Sanomalehti Kalevan toukokuun 23. paivan 2015 artikkeli "Pe-
lastaja vai suuri huijaus”. Artikkeli kasitteli masennusta ja siihen liittyvaa laakehoitoa. Artikkelissa
psykologi Aku Kopakkala kertoo, etta masennuslaakkeita kaytetaan liikaa ja niitd annetaan myos

sellaisille, jotka eivat niista oikeasti hyody.

Opinnaytetydomme tarkoituksena oli kehittdd menetelma beta-endorfiinipitoisuuksien maaritta-
miseksi kilpailevaa ELISA -menetelmaa kayttaen. Lisaksi selvitimme, voiko beta-endorfiinia, joka
kuuluu endogeenisiin opioideihin, kayttaa stressin ja/tai masennuksen merkkiaineena. Tutkimuk-
sessa oli tarkoitus mitata seerumi- ja sylkinaytteiden beta-endorfiinipitoisuuksia ELISA —menetel-
méll& ja verrata niita aiempiin tehtyihin mittauksiin ja muihin stressimittareihin. Tyén pohjana on
Aho ym. opinnaytetyona tehty tutkimus Syljen alfa-amylaasientsyymin mittaus pitk&aikaisstressin

diagnosoinnissa. Kaytimme mittauksissa heidan keraamiaan seerumi- ja sylkinaytteita.

Elimistdssa esiintyvan beta-endorfiinin pitoisuus vaihtelee fysiologisten ja psykologisten tekijéiden
vaikutuksesta. Stressitilanteessa aivolisake-lisamunuaisakselin aktivoituminen saa hypotalamuk-
sen erittdmaan mm. beta-endorfiinia. Beta-endorfiinin vaikutuksesta pelkovaste vahenee ja elimisto

alkaa sopeutua stressiin.

Masennuksen ja stressin diagnosointi perustuvat molemmat oireiden tunnistamiseen seka laakarin
tekemaan haastatteluun. Molempiin tiloihin liittyy useita samanlaisia oireita, minka vuoksi tiloja on
vaikea erottaa toisistaan. Laakehoidon kannalta olisi hyva pystya erottamaan oikeasti masentuneet

henkilot stressaantuneista.

Beta-endorfiinia vapautuu elimistoon my0s luontaisesti, mutta stressin, sairauden tai muiden teki-
jéiden vaikutuksesta elimiston beta-endorfiinipitoisuus joko nousee tai laskee lepotilaan verrattuna.
Beta-endorfiinin erittyminen elimistddn noudattaa vuorokausivaihtelua, pitoisuus on suurimmillaan

aamulla ja pienimillaan myohaan illalla.



Pitkan tahtaimen suunnitelmana olisi kehittda sellainen testi, jolla on mahdollista erottaa masen-
nuspotilaista sellaiset, jotka hyotyvat ladkehoidosta. Talla saataisiin muun muassa huomattavaa
yhteiskunnallista saastoa, silld Suomessa masennuslaakkeita sy6 yli 400 000 ihmista. Masennus-
ladkkeet aiheuttavat myds huomattavia sivuvaikutuksia. Kopakkala syyttaa artikkelissa myds 1a4-
keyhtiéita masennuslaékkeiden hy6tyjen vaaristamisesta, sillé ne itse tutkivat myymiaan laakkeita.
(Kopakkala, 2015.)

Tyon idean taustalla on biotekniikka-alan yritys BioOption Oy ja sen omistaja Simo Rasi, joka toimi
my0s taman opinnaytetyon ohjaajana. Yrityksen kautta saimme tyohon myos tarvittavat materiaalit
ja tyoohjeet tehtavia maarityksia varten. Mittaukset suoritettiin Oulun ammattikorkeakoulun tiloissa.



2 STRESSI, STRESSIHORMONIT JA ELIMISTON STRESSITASON MITTAA-
MINEN

Stressi on ihmiselle normaali tila, jossa elimisto lisaa voimavaroja selvitdkseen havaitusta uhkate-
kijasta. Stressin torjumisesta puhutaan paljon, mutta sitd on mahdotonta kenenkaan taysin valttaa.
Stressaavan tilanteen iimetessa aivoissa tapahtuu monimutkainen vuorovaikutus hormonien ja va-
littajaaineiden valilla. Siind kehossa tapahtuu useita fysiologisia ja biokemiallisia muutoksia, joiden
avulla se on valmis taistelemaan ja pakenemaan. (Aldridge 2001, 93-95.) On joitakin fysiologia
indekseja, joita voidaan kayttaa stressitilan mittaamisessa. Naita ovat syke, parasympaattisen ak-

tivaation taso levossa seké syke- ja verenpaineaktiivisuus. (Puttonen 2006, viitattu 3.4.2017.)
21  Stressi

Stressilla tarkoitetaan tilaa, jossa ihmisen voimavarat sopeutua tilanteeseen ovat tiukoilla tai ylitty-
vat. Talldin ihmiseen kohdistuu liikaa haasteita ja vaatimuksia. Jokaisella on erilainen kyky sietaa
ja vastustaa stressaavia tilanteita, joten reaktiot yksildiden valilla vaihtelevat. Stressi voi kestaa
lyhyen aikaa tai olla pitkaaikaista, joka voi olla vaarallista. Stressin aiheuttajia on useita, kuten akil-
liset muutokset elamassa, jatkuva kiire, tyohon liittyvat ongelmat tai perheongelmat. (Mattila, 2010,
viitattu 16.3.2017.)

Monimutkainen stressireaktion kesto arsykkeesta fysiologisiin ja psyykkisiin muutoksiin elimistossa
kestaa vain sekunnin murto-osan. Reaktion kaynnistava tekija voi tulla stressille altistuneesta ke-
hon osasta tai keskushermoston lahettamista signaaleista. Aivojen hypotalamusosa saa varoitus-
merkin aivojen kuorikerroksesta ja hypotalamuksen késkyjen avulla koko elimist6 siirtyy valmiusti-
laan. Hypotalamuksen viesti kulkee lisamunuaisen ydinosaan, josta vapautuu adrenaliinia ja no-
radrenaliinia seka lisamunuaisen kuoriosa alkaa erittaa kortisolia. Nama hormonit siirtyvat veren-
kiertoon ja kulkeutuvat kaikkialle elimistoon. (Vartiovaara 2008, 29-30,68.)

Stressi jaetaan lyhytkestoiseen eli akuuttiin stressiin ja pitkakestoiseen stressiin. Akuutissa stres-
sitilanteessa keho reagoi samalla "taistele ja pakene” —jarjestelman aktivoitumisella kuin tuhansia

vuosia sitten. Siina verenkiertoon vapautuu glukoosia ja rasvahappoja, sydamen syke nousee seka



kdmmenet ja jalkapohjat hikoavat. Keho reagoi akuuttiin vaaraan, kuten pedon kohtaamiseen. Nor-
maalisti naista stressireaktioista palautuminen on nopeaa. (Puttonen 2006, viitattu 3.4.2017; Var-
tiovaara 2008, 29-30.) Pitk&kestoinen eli krooninen stressi on mekanismeiltaan monimutkaisempi
ja siihen liittyy moninaisempia oireita. Pitkakestoinen stressi on elimistdlle vaarallisempaa ja se
muun muassa aiheuttaa sairaspoissaoloja ja lisda sydan- ja verisuonisairauksien maaraa. (Putto-
nen 2006, viitattu 3.4.2017.)

Stressitilan muuttuessa vakavaksi, seurauksena voivat olla masennus ja tyduupumus (Mattila
2010, viitattu 4.5.2017). Syyna siihen, etta stressi muuttuu masennukseksi, on usein epaonnistu-
minen stressin saatelyssa. Stressin saatelyjarjestelman korjautumista auttavat hoitomuodot autta-
vat myos lievittamaan masennustilaa, koska seka stressin ettd masennuksen taustalla on neuro-
biologien jarjestelma, jotka liittyvat glukokortikoidien aineenvaihduntaan, vaikutukseen ja signaa-
linvalitykseen. (Viinamaki, Lehto, Palvimo, Harvima, Valkonen-Korhonen, Koivumaa-Honkanen,
Hintikka, Honkalampi & Niskanen 2012, viitattu 4.5.2017.)

2.2 Masennus

Masennuksella tarkoitetaan ohimenevaa masentunutta mielialaa tai masennustilaa. Masennus voi
olla myds erilaisten sairaustilojen tai psykologisten héairididen oire. Masennuksen ydinoireita ovat
masentunut mieliala ja vaikeus tuntea mielihyvaa. Muita oireita ovat mm. uupumus, unihairiét ja
keskittymiskyvyttomyys. Masennus on tila, joka vaikuttaa henkilon kykyyn tehda tyota, pitaa ylla
ihmissuhteita, selviytya arjesta ja huolehtia itsestdan. Masennustila voidaan diagnosoida vasta,
kun eri olosuhteista rippumatta mieliala on alentunut yhtajaksoisesti vahintaan kaksi viikkoa.
(Kampman, Heiskanen, Holi, Huttunen & Tuulari 2015, viitattu 3.4.2017.)

Masennukseen liittyy joukko tyypillisia oireita, joiden perusteella masennus voidaan diagnosoida.
Taulukossa 1 mainituista oireista vahintaan neljan oireen tulee esiintya yhta aikaa kahden viikon

ajan ja ainakin kaksi oireista 1-3. (Isometsa 2015, viitattu 3.4.2017.)



TAULUKKO 1. Masennustilan oireet. Diagnoosi edellyttda vahintdan neljén oireen esiintymisté sa-
manaikaisesti vahintdén kahden viikon ajan. Oireista 1-3 tulee esiintya vahintdén kaksi. (Isometsé
2015, viitattu 3.4.2017.)

Masennustilan oireet

1. Masentunut mieliala
Mielihyvan menetys
Uupumus

ltseluottamuksen tai itsearvostuksen menetys

2
3
4
5. Kohtuuton itsekritiikki tai perusteeton syyllisyydentunne
6. Toistuvat kuolemaan tai itsetuhoon liittyvat ajatukset tai itsetuhoinen kaytos
7. Paattamattomyyden tai keskittymiskyvyttomyyden tunne

8. Psykomotorinen hidastuminen tai kiihtyneisyys

9. Unihéiriét

10. Ruokahalun ja painon muutos

Masennuksen taustatekijéita ovat perinndllinen alttius, aivojen rakenteen poikkeavuudet, hermové-
littajaaineet seka hermokasvutekijat. 1960 —luvulla masennuksen tutkimuksessa luotiin ns. mo-
noamiinihypoteesi, jonka mukaan masennuksen taustalla olisi monoamiinien erityksen, erityisesti
serotoniinin ja noradrenaliinin, mutta myos dopamiinin vajaatoiminta. (Isometsa & Karlsson 2015,
viitattu 3.4.2017.)

Masennuksen taustalla on hypotalamuksen, aivolisdkkeen ja lisamunuaisen valisen yhteyden eli
ns. HPA —akselin yliaktiivisuus. Kuormittava tai sopeutumista vaativa elamantapahtuma eli ns. psy-
kososiaalinen stressi aktivoi HPA —akselia. Elimistd reagoi kahden mekanismin kautta stressiin:
autonominen hermosto vastaa nopeasta, akuutista reaktiosta erittamalla adrenaliinia ja noradrena-
liinia, kun taas hypotalamus-aivolisake-lisamunuaiskuori —akseli puolestaan saatelee pitkan aika-
valin vaikutuksia erittdmalla mm. kortisolia. Tavallisesti stressireaktio auttaa elimistéa sopeutu-
maan tilanteeseen ja palauttaa elimistdn tasapainotilan. Mikali stressi on henkildn voimavaroihin ja
sopeutumiskykyyn nahden liian voimakasta tai liian pitkaaikaista saattaa henkilolle kehittya dep-

ressio eli masennus. (Karlsson & Isometsa 2015, viitattu 3.4.2017.)
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2.3 Endogeeniset opioidit

Endogeeniset opioidit ovat elimistdssa esiintyvia peptideja, jotka vaikuttava keskushermoston opi-
oidireseptoreihin. (Duodecim 2016, viitattu 16.3.2017). Endogeeniset opioidit osallistuvat useisiin
fysiologisiin ja elimiston sopeutumiseen liittyviin prosesseihin, kuten kipuun, stressiin, palkitsemi-
seen, tunteisiin, motivaatioon, ravintotottumuksiin ja lampétilan saatelyyn. Naita peptideita l6ytyy
usealta eri alueelta aivoista ja ne voivat toimia joko neurotransmittereina tai neuromodulaattoreina.
(Esel, Sofuoglu, Aslan, Kula, Yabanoglu & Turan 2001, viitattu 1.5.2017.)

Aivolisakkeen valmistamat mielihyvaa tuottavat peptidit, endorfiinit, ovat neurotransmittereita.
Kaikki tunnetut endorfiinit ovat pilkkoutumistuotteita, joiden esimuotoja ovat pro-opiomelanokortiini,
proenkefaliini ja prodynorfiini (Solunetti 2006, viitattu 16.3.2017.) Endorfiineilla on morfiinin kaltaisia
farmakologisia ominaisuuksia. Endorfiinit jaetaan kolmeen paaluokkaa, joita ovat enkefaliitit, dy-
norfiinit ja beta-endorfiinit. Lisaksi on muita peptideja, jotka vaikuttavat opioidien tavoin. (Scheinin,
Korpi & Pesonen 2014, Neuroaktiiviset peptidit.)

Stressi ja kipu ovat yleisimmat tekijat, jotka vapauttavat endorfiineja. Endorfiinit vaikuttavat ladkkei-
den kuten morfiinin ja kodeiinin tavoin, mutta eivat aiheuta riippuvuutta. Kivun ja stressin tunteen
vahentédmisen lisaksi endorfiini aiheuttaa muun muassa hyvanolontunteita ja edesauttaa immuu-
nivastetta. Vapautuneen endorfiinin maara vaihtelee yksilditten valilla. Myds perinndllisyydelld on
vaikutusta mm. beta-endorfiinin vapautumiseen ja maaraan. Mahdolliset geneettiset variaatiot -
opioidreseptoreissa voivat vahentaa tai kokonaan estaa beta-endorfiinin vapautumisen. (Stoppler,
M. & Shiel, W. 2014, viitattu 16.3.2017; Bali, A., Randhawa, P.K. & Jaggi, A.S. 2014, viitattu
4.5.2017.)

Stressi voi lisata myos useiden hormonien pitoisuutta seerumissa kuten glukokortikoidien, kateko-
liamiinien, kasvuhormonien ja prolaktiinin (taulukko 2). Naiden hormonien pitoisuus veressa voi
nousta 2-5 kertaiseksi stressitilanteessa. (Ranabir, S. & Reetu, K. 2011, viitattu 30.4.2017.)

Stressitilanteessa aivolisake-lisamunuaisakselin aktivoituminen saa hypotalamuksen erittdmaan
kortikotropiinin vapauttajahormonia (CRH —hormonia), joka puolestaan lisaa pro-opiomelanokortii-
nigeenin (POMC —geeni) ekspressiota aivolisakkeen etulohkossa muuttaen POMC:n adrenokorti-
kotropiiniksi (ACTH) ja beta-endorfiiniksi. Beta-endorfiini sitoutuu mantelitumakkeessa p-opioidire-

septoreihin, minka vaikutuksesta pelkovaste vahenee ja elimistd alkaa sopeutua stressiin. Beta-
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endorfiini vaikuttaa CRH vapautumiseen negatiivisen palautejarjestelmén kautta (Bali ym. 2014,
viitattu 4.5.2017.)

Useat tutkimukset osoittavat, ettda ACTH:n ja beta-endorfiinin lisaksi aivolisékkeen etulohkosta va-
pautuisi samanaikaisesti myds beta-lipotropiinia. Mutta se miss& suhteessa beta-endorfiinia ja
beta-lipotropiinia vapautuisi stressitilanteessa, on vield epaselvaa. Koe-elaimilla tehdyissa tutki-
muksissa akuutissa stressissa verenkiertoon vapautuisi enemman beta-endorfiinia kuin beta-li-
potropiinia. Krooninen stressi taas puolestaan nayttaisi suosivan beta-lipotropiinin vapautumista.
Tutkimuksissa myos todettiin, etta beta-lipotropiini nayttaisi haviavan plasmasta hitaammin kuin
beta-endorfiini stressaavan tilanteen jalkeen. (Young, Day, Schafer, Watson & Akil 1993, viitattu
1.5.2017; Young, Lewis & Akil 1986, viitattu 4.5.2017.) Kuviossa 1 on esitetty pro-opiomelanokor-

tiinin metaboloituminen ACTH:ksi, beta-lipotropiiniksi ja beta-endorfiiniksi.

TAULUKKO 2. Stressiin liittyvét hormoniryhmét ja niiden erittdmi& hormoneita.

Hormoniryhma Hormonit, esim.

glukokortikoidit kortisoli

katekoliamiinit adrenaliini, noradrenaliini ja dopamiini

kasvuhormonit somatotropiini

endorfiinit a-endorfiini, B-endorfiini (voimakkain), Y-endorfiini ja a-endorfiini
B-lipotropiini
ACTH

Pro-opiomelanckortiini

| [ I Ll |

v
Aminoterminaali fragmentti ACTH Beta-lipotropiini
| | | i 1] i3 | |
Gamma-MSH Alfa-MSH_ CLIP  Gamma-lipotropiini Beta-endorfiini

] 11 = ] | |

Beta-MsH Met-enkefaliini

=l

KUVIO 1. Pro-opiomelanokortiinin hajoaminen ACTH:ksi, beta-lipotropiiniksi ja beta-endorfiiniksi.
(Mukaillen Answers in Genesis 2017, viitattu 15.5.2017.)
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2.3.1 Beta-lipotropiini

Beta-lipotropiini on 91 aminohapon pituinen ketjumolekyyli, joka metaboloituu elimistdssa usealla
eri tavalla muodostaen vaikutustavaltaan erilaisia peptideja. Beta-lipotropiini kiihdyttaa mm. rasva-
aineenvaihduntaa. Aminohapot 41-58 muodostavat ns. beta-melanotropiininpeptidin, joka vaikut-
taa ihon pigmentteihin. (Makela, A. 2010, viitattu 30.4.2017.)

Beta-lipotropiinimolekyylin aminohapot 61-65 muodostavat met-enkefaliinipeptidin (Timmons & Ha-
milton 1990, viitattu 30.4.2017). Met-enkefaliini kuuluu enkefaliineihin, joilla on tarkea rooli erilai-
sissa fysiologisissa toiminnoissa kuten kivun aistimisessa, elimiston reaktioissa stressia vastaan
seka Gl —kanavan toiminnassa (Murrin 2007, viitattu 1.5.2017). Aminohapot 61-76 muodostavat
alfa-endorfiinipeptidin, aminohapot 61-79 muodostavat beta-endorfiinipeptidin ja aminohapot 61-
77 muodostavat gamma-endorfiinipeptidin. Alfa-, beta- ja gamma-endorofiini ovat ns. stressihor-
moneita (kuvio 2). (Timmons & Hamilton 1990, viitattu 30.4.2017.)

BETA-LIPOTROPHMNI MOLEKYYLI
H= |GL|..| L':'-'|T|'H E""'"iml.ﬁkﬁj.ﬂ.l TMHi GIJ‘l

IG"H 10 STRESSIHORMONIT  SUAINTI
Lﬁg. ;hSH Au. ll.iu' Inm IﬁSH [jﬁl;i !lsu' !ﬁ?.l

g (i -;u Met-enkefaliini 61-65
mm,,nw um:-msrum Im Y@ El ' Alfa-endnrﬁ.l.m. 61-76
S"‘Lw | Beta-endorfiini 61-01

fm " Gamma-endorfiini 61-77

_,”5 T ,Aumuﬁ I"-I'ﬁl. rl.w'l .:sﬂar.n &
o'ty

'l]U.l m
faze | llqw ipﬁunmlnnaInnl w Ns )
=3

KUVIO 2. Beta-lipotropiinimolekyyli seké sen siséltdmét stressiin reagoivat peptidit. (Mukaillen Tim-
mons & Hamilton 1990, viitattu 30.4.2017)

Beta-lipotropiinin pitoisuus veressa vaihtelee vuorokauden ajankohdan mukaan. Suurimmillaan pi-
toisuus on aamulla ja pienimmilldan illalla. (Petraglia, Faccinetti, Parrini, Micieli, De Luga & Genaz-
zani 1983, viitattu 30.4.2017.)
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TAULUKKO 3. Mitattuja seerumin beta-lipotropiinipitoisuuksia.

Tutkimus aamu ilta
Petraglia ym. 1983 (fmol/l) 6.3+0.7 33+04
Gibson ym. 1993 (pmol/l) 25-6.7 19-45

2.3.2 Beta-endorfiini

Beta-endorfiini on suuri molekyyli, jonka kemiallinen kaava on C1sgH251N39046S ja molekyylipaino
3465.003 g/mol (PubChem 2015, viitattu 1.5.2017). Beta-endorfiini on elimiston oma morfiiniopi-
oidi, jonka pitoisuutta voidaan mitata veresta. Sen pitoisuus nousee merkittavasta esimerkiksi fyy-
sisen harjoittelun yhteydessa. Beta-endorfiini on neuropeptidihormoni, joka muuntaa keskusher-
mostojarjestelman neuroneitten herkkyytté ja muuttaa kivun vélitysta, hengitysta, motorista aktiivi-
suutta, mielialaa ja aivolisdkkeen hormonineritysta. (Cravana, Medica, Ragonese & Fazio 2017,
viitattu 4.5.2017.)

Seerumin beta-endorfiinipitoisuus noudattaa 24 tunnin syklia (Jie, Yun-fei, Fang, Qian-hong, Hui &
Rui 2017, viitattu 27.4.2017). Suurimmat beta-endorfiinipitoisuudet tavataan aamulla ja pienimmat
illalla (Petraglia ym. 1983, viitattu 30.4.2017.) Sukupuolella nayttéisi olevan my6s vaikutusta veren
beta-endorfiinipitoisuuteen. Naisilla, joilla on séénndllinen kuukautiskierto, on mitattu beta-endorfii-
nipitoisuuksia 30.7 + 5.8 pg/ml. Samassa tutkimuksessa miehilld mitattiin 12.2 + 2.0 pg/ml beta-
endorfiinipitoisuuksia. Vastasyntyneilla ei vastaavaa eroa tavattu, minka vuoksi arvioidaan, etta su-
kupuolinen kypsyminen ja sukupuolihormonien eritys vaikuttavat myos beta-endorfiinipitoisuuteen.
(Furuhahsi, Takahahsi, Kono, Shinkawa & Suzuki 1984, viitattu 4.5.2017.)

Unirytmilla nayttaisi myos olevan vaikutusta seerumin beta-endorfiinipitoisuuteen. Henkilot, joilla
on normaali paivarytmi (aktiivisia paivalla) endorfiinipitoisuus on korkeimmillaan klo 04.00 — 10.00

ja matalimmillaan klo 22.00 — 03.30. (McMurray, Hill & Field 1990, viitattu 15.5.2017.)

Eldimilla tehdyissa tutkimuksissa on havaittu, etté plasman beta-endorfiinipitoisuus nousee 2-10

minuutin kuluttua kipua tuottavan arsykkeen annon jalkeen ja se pysyy korkeana noin puolen tunnin

14



ajan (Guillemin, Vargo, Rossier, Minick, Ling, Rivier, Vale & Bloom 1977, viitattu 3.5.2017; Ras-
mussen & Farr 2008, viitattu 3.5.2017). Puoli tuntia arsykkeen annon jalkeen beta-endorfiinipitoi-

suus saattaa olla yli 75 % perustason ylapuolella. (Guillemin ym. 1977, viitattu 3.5.2017.)

Vastaavasti koe-elaimilla, joille annettiin ei kipua tuottavia arsykkeita, beta-endorfiinipitoisuus nousi
minuutin kuluttua arsykkeen annosta, mutta palasi perustasolle jo 5 minuutin kuluttua arsykkeen

annon jalkeen. (Rasmussen & Farr 2008, viitattu 3.5.2017.)

Beta-endorfiinin roolista masennuksessa on olemassa useita kliinisia tutkimuksia (N = 18, 1985-
2000), mutta tulokset ovat osittain ristiridassa keskenaan. Nayttaisi kuitenkin, etta masentuneilla
henkil6illa beta-endorfiinitasot olisivat alemmat ei masentuneisiin verrattuna. Tehdyissa tutkimuk-
sissa ei ole huomioitu henkildiden sukupuolta, jolla saattaa olla merkitysta beta-endorfiinipitoisuuk-
siin. Muun muassa masentuneilla naisilla elimiston muu hormonitoiminta (mm. menopaussi) voi
vaikuttaa myos endorfiinipitoisuuteen. (Hegadoren, O’'Donnell, Lanius, Coupland & Lacaze-Mas-
monteil 2009, viitattu 3.5.2017.)

Ohion yliopistossa toteutettiin tutkimus, jossa mitattiin opiskelijoiden kokemaa stressia. 55 opiske-
lijan seerumin ACTH, kortisoli ja beta-endorfiinipitoisuudet maaritettiin tunnin valein seké syksylla
ettd kevaalld kuukausi ennen tenttijaksoa, tenttijakson aikana seka kaksi viikkoa tenttijakson jal-
keen. Tutkimuksen mukaan tenteista aiheutuva stressi ei juurikaan vaikuttanut opiskelijoiden see-
rumin beta-endorfiinipitoisuuksiin. Seerumin beta-endorfiinipitoisuus oli keskimaarin 10 pmol/l muu-
toksen ollessa noin 1 pmol/l. (Malarkey, Pearl, Demers, Kiecolt-Glaser & Glaser 1994, viitattu
3.5.2017.)

Seerumin beta-endorfiinipitoisuuden muuttumisesta pitkittyvassa stressaavassa tilanteessa on ris-
tiriitaisia tuloksia. Esimerkiksi alkoholisteilla kuukauden yhtajaksoinen alkoholinkaytto nayttaisi las-
kevan seerumin aamun beta-endorfiinipitoisuutta (36.7 pg/ml -> 32.5 pg/ml), mutta illan seerumin
keskimaarainen beta-endorfiinipitoisuus nayttaisi nousevan (14.5 -> 18.9 pg/ml) (Esel ym. 2001,
viitattu 12.5.2017).

Eraan tutkimuksen mukaan (Hoffman, Watson, Wilson & Montgomery 1989, viitattu 15.5.2017)

plasman beta-endorfiinia voidaan pitdd traumaperaisen stressihairion (PTSD) merkkiaineena.

Plasman beta-endorfiinipitoisuuden todettiin olevan traumaperaisesta stressihairiosta karsivalla
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potilaalla merkittavasti alhaisempi kuin kontrolliryhmalaisella seka aamulla (PTSD 4.2 pmol/l; kont-
rolli 6.1 pmol/l) etta illalla (PTSD 3.5 pmol/l; kontrolli 5.3 pmol/l).

2.4 Stressitason mittaaminen

Henkilon kokemaa stressia voidaan mitata psykologisilla testeilla, tietyilla fysiologisilla mittauksilla
seka veren, virtsan ja syljen entsyymiaktiivisuuden maarityksilla. Psykologien kehittamien testien
kysymykset kattavat laajan alueen psykologisia oireita, jotka aiheuttavat kroonista stressia. Stres-
sin fysiologisina mittareina voidaan pitaa verenpainetta ja syketta. Syljen kortisolista on tullut suo-
situin biomarkkeri, jota kaytetaan stressitutkimuksissa. (Fernand-Seguin Research Centre of Louis-
H Lafotaine Hospital Quebec 2007, viitattu 3.4.2017.)

Glukokortikoidit vapautuvat lisamunuaisista ja niista tarkein on kortisoli. Kortisolia erittyy selvasti
eri maaria eri vuorokaudenaikoina. (Huslab 2016, viitattu 6.4.2017.) Syljen kortisolia on kaytetty
laajamittaisesti stressin biomerkkiaineena tutkimuksissa, erityisesti niissa, joissa tutkitaan psykolo-
gista stressia toistuvissa mittauksissa. Syljen kortisolin mittaamiseen kaytetaan useita eri teknii-
koita, kuten radioimmunologista menetelméé ja kromatografi-massaspektometria. Syljen kortisoli-
tasojen tulkinta riippuu tarkoista standardeista naytteenkeraysvalineissa, naytteenottoprotokollasta

ja maaritysteknologiasta. (Inder, Dimenski & Russell 2012, viitattu 27.4.2017.)

Sylien kortisolipitoisuuksien mittaamiseen reaaliaikaisesti on jo kehitetty menetelma. Mittaus pe-
rustuu alypuhelimella luettavaan kolorimetriseen signaaliin. Naytetikun paassa oleva vanu kastel-
laan suussa syljelld, jonka jalkeen vanussa ollut sylki uutetaan puskuriliuokseen. Syljen sisaltavaa
puskuriliuosta tiputetaan 2-3 pisaraa mukana olevalle kortisoliliuskalle. Prosessointiaika liuskalla
on 10 minuuttia, jonka jalkeen liuska laitetaan puhelimeen liitettdvaan erilliseen lukijaan. Lukija va-
lokuvaa naytteen ja maarittaa syljen kortisolipitoisuuden kolorimetrisesti. Syljen kortisolipitoisuus
saadaan puhelimen naytolle nanogrammoina millilitraa kohden. (Seoyeon, Soocheol, Jung-Sik,
Jung-Hyun, Chulmin & Hyo-Il 2014, viitattu 6.4.2017.)

Useat yritykset ovat tuoneet markkinoille sykevalivaihtelua mittaavia sykemittareita. Niita markki-

noidaan helppona keinona selvittdéa oman kehon stressaantuneisuutta seka kuormittumisen ja pa-

lautumisen suhdetta. Sykevalivaihteluun vaikuttaa autonomisen hermoston toiminta ja erilaisilla
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kuormittavilla tekijoilla, myos stressilld, on vaikutusta sykevalivaihteluun. Asiantuntijat kuitenkin sa-
novat, ettd sykevalivaihtelumittauksien tulkinta on haastavaa, eika niista voi suoraan tehda johto-
paatoksia. Sykevalivaihteluun vaikuttavat myos haitalliset elintavat, kuten huono ruokavalio, tupa-
kointi ja alkoholi, jotka jo itsessaan ovat vaikuttamassa haitallisen stressin syntyyn. Lisaksi yksil6l-

lista vaihtelua on paljon perimasta johtuen. (Seppanen 2012, viitattu 3.5.2017.)
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3 TUTKIMUKSEN TARKOITUS JA TUTKIMUSMENETELMA

Opinnaytetydomme alkuperdisend tavoitteena oli kehittda menetelma beta-lipotropiinin maaritta-
miseksi. Maarittamisessa oli tarkoitus kayttaa kahta kanissa tuotettua eri vasta-ainetta, jotka on
tuotettu beta-lipotropiinimolekyylin eri paihin. Menetelmana kilpaileva ELISA. Toinen kanissa tuo-
tetuista vasta-aineista oli tarkoitus kiinnittaa kuoppalevyn pohjalle, jonka paalle laitettaisiin tutkit-

tava nayte ja taman paalle toinen kanissa tuotettu vasta-aine, joka on leimattu.

3.1  Tutkimuksen tarkoitus

Koska beta-lipotropiinin vasta-ainetuotanto epaonnistui johtuen immunisoidun kanin odottamatto-
masta kuolemasta, keskityimme jatkossa tutkimaan olemassa olevien (Aho ym. 2011) naytteiden
beta-endorfiinipitoisuudet. Beta-endorfiinit ovat beta-lipotropiinin seuraava metaboliavaihe minka
vuoksi oli loogista siirtya tutkimaan niita. Beta-endorfiinipitoisuuksien maarittamiseksi oli tarkoitus
kehittdd maaritysmenetelma kilpailevaa ELISA —menetelmaa kayttaen. Tavoitteena oli selvittaa,

voidaanko seerumin beta-endorfiinipitoisuutta pitaa stressin merkkiaineena.

3.2 Tutkimusmenetelma: ELISA

Beta-endorfiinipitoisuuksien mittaamiseen valikoitu ELISA —menetelma, koska silla on mahdollista
maarittaa aarimmaisen pienia pitoisuuksia. Hormonipitoisuuksien mittaukset ovat haasteellisia,
koska verenkierrossa hormoneita kiertda usein erittain pienind konsentraatioina (tyypillisesti piko-
jananomooleina) ja veressa kiertavat muut aineet saattavat hairita maaritysta. (Boster 2017, viitattu
4.5.2017). ELISA —menetelma on herkka ja sensitiivinen ja soveltuu seka seerumi- etta sylkinayt-
teiden analysointiin minka vuoksi se valikoitu kaytetyksi tutkimusmenetelmaksi.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) on kuoppalevyyn perustuva tekniikka, jolla voidaan
maaritta erilaisia aineita, kuten peptideja, proteiineja, vasta-aineita ja hormoneja. ELISA -menetel-
massa antigeeni tai vasta-aine on kiinnitetty kuoppalevyn pinnalle, johon lisattava entsyymilla lei-
mattu vasta-aine tai antigeeni kiinnittyy muodostaen kompleksin. Kompleksiin liittyva substraatti

18



tuottaa mitattavan varireaktion. Maaritys perustuu erittain spesifiseen antigeeni-vasta-aine kiinnit-
tymiseen. (Thermo Fisher Scientific 2017, viitattu 6.4.2017.)

ELISA -menetelmésté on erilaisia versioita ja tassa tyossa kaytettiin kaksoisvasta-aineeseen pe-
rustuvaa tekniikkaa (kuvio 3). Siind kuoppalevy on paallystetty sekundaarivasta-aineella. Kuoppiin
lisdtaan primaaria vasta-ainetta, joka tarttuu kuoppalevyssé olevaan vasta-aineeseen. Kuoppale-
vylle lisataan biotinyloitua peptidia ja tutkittavaa naytetta, jotka kilpailevat kiinnittymisesta primaariin
vasta-aineeseen. Inkuboinnin ja pesun jalkeen lisataan Strepavidin-HRP, joka tarttuu kiinni
biotinyloituun peptidiin. Suoritetaan taas inkubointi ja pesu, lisataan substraatti TMB, joka katalysoi
reaktion muuttaen sen siniseksi. Entsyymi-substraatti —reaktio pysaytetaan suolahapolla (HCI) ja
lopputuloksena on keltainen vari. Varin maara on suoraan verrannollinen biotinyloidun peptidin
maaraan ja kaantaen verrannollinen mitattavan aineen pitoisuuteen. Naytteiden konsentraatiot

saadaan selville vertailemalla tuloksia standardisuoraan. (MD Biosciences 2017, viitattu 6.4.2017.)

Sekundaarisella vasta-aineella Lis&taan nayte, primaari vasta-
paallystetty kuoppalevy aine ja biotinyloitu peptidi

Inkubainti ja pesu

Lizataan substraatti

Lisgtédan streptavidin-HRP

Inkubointi
ja pesu

KUVIO 3. ELISA -menetelmén kuvaus. (Mukaillen: MD Biosciences 2017, viitattu 4.5.2017.)
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4 TUTKIMUKSEN TOTEUTTAMINEN

Tyohon liittyvat laboratorioty6t teimme koululla kevaalla 2016. Tutkimusten analysoinnin ja tyon
raportoinnin saimme valmiiksi kevaalla 2017. Maarityksissa kaytetyt standardit, vasta-aineet,
substraatit ja kuoppalevyt saatiin tyon toimeksiantajalta BioOption Oy:Ita. Muut tarvikkeet saatiin
Oulun ammattikorkeakoululta. Absorbanssien mittaamiseen kaytimme koulun Perkin Elmerin Vic-

tor™ X4 —spektrofotometrid. Tutkitut ndytteet saatiin tyon toimeksiantajalta.

Laboratoriotyot teimme itse toimeksiantajamme ohjaamana. Tyon ohjauksesta vastasi toimeksian-
tajamme Simo Rasi seka koulun puolelta lehtori Paula Reponen ja yliopettaja Mika Paldanius. Tyon

opponoinnista vastasivat Sini Peltomaki ja Janne Appelgren.

41  Tutkitut naytteet

Beta-endorfiini —tutkimuksissa kaytettiin aiemmin saatujen tutkimushenkildiden seerumi- ja sylki-
naytteita. Seerumi- ja sylkindytteet olivat samoja naytteita kuin Aho ym. (2011) kayttivat Syljen alfa-

amylaasientsyymin mittaus pitkdaikaisstressin diagnosoinnissa opinnaytetydssa.

Tutkimuksessa oli ollut mukana kymmenen henkilda. Tulosten analysoinnin yhteydessa tutkimus-
joukko oli jaettu kahteen ryhmaan, stressaantuneihin (henkilét B, D, G ja H) ja ei-stressaantuneihin
(henkilot A, C, E, F, I ja J) henkilokohtaisen haastattelun ja psykologin arvioinnin perusteella. Kay-
timme samaa ryhmittelya beta-endorfiinitulosten analysoinnissa. Alkuperaiset naytteet oli jaettu
kahteen osaan ja pakastettu. Molemmissa tutkimuksissa seka meidan ettd Aho ym. kaytettiin pak-
kasesta sulatettuja naytteita. Sylkinaytteet sentrifugoitiin ennen tutkimusta. Naytteet kaytettiin lai-

mentamattomina. Sylki- ja seeruminaytteista mitataan aktiivista vapaana olevaa beta-endorfiinia.

411 Kanien seeruminaytteet

Kanien immunisoinnin tarkoituksena oli tuottaa kahta eri polyklonaalista vasta-ainetta. Immunisoin-
nissa kaytettiin kahta kania, jotka tutkimuksia ja maarityksia varten nimettiin “punainen” ja “musta”
kani. Punaisen kanin immunisointiin kaytettiin tyroglobuliinin konjugoitua peptidia A ja mustan kanin

peptidia B. Aloitusannos oli 1,2 mg immunogeenia (peptidi A tai peptidi B) sekoitettuna NaCl:iin ja
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adjuvanttiin (FICA —liuos). Ensimmainen tehoste annettiin kuukauden kuluttua ensimmaisesta im-
munisoinnista. Talléin annos oli 0,6 mg immunogeenia NaCl:iin ja adjuvanttiin sekoitettuna. Toinen
tehoste (myds 0,6 mg immunogeenia) annettiin kahden kuukauden kuluttua ensimmaisesta immu-
nisoinnista. Immunisoinnissa liuotettu immunogeeni vedettiin ruiskuun ja takaisin useampia kertoja
niin, ettd muodostui emulsiovaahto, joka pistettiin kanin selan nahan alle useisiin kohtiin (véhintaan
10). Verinayte (noin 1 ml) otettiin kanin korvan isosta verisuonesta toisen tehosteen jalkeen noin

kuukauden kuluttua.

41.2 Tutkimushenkildiden seerumindytteet

Aho ym. (2011) tutkimuksessa kaytetyt verinaytteet oli otettu vakioidusti seerumigeeli -nayteput-
kiin. Naytteita oli hyydytetty vahintaan puoli tuntia ennen sentrifugointia (15 min, 3000 rpm). Sentri-
fugoinnin jalkeen seerumit oli erotettu puhtaaseen putkeen ja pakastettu analysointipdivaan asti.
Verinaytteet oli otettu kahtena perattaisena paivan neljana eri kellonaikana klo 12, 16, 20 ja 8, siten

etta ensimmainen nayte oli otettu klo 12 ja vimeinen seuraavana aamuna klo 8.

41.3 Tutkimushenkildiden sylkinaytteet

Sylkinaytteet oli otettu Salivette —naytteenottoputkiin. Tutkimushenkildt oli opastettu sylkindytteen
ottoon. Sylkinaytteet oli sentrifugoitu kierrosnopeudella 2290 rpm kahden minuutin ajan, jonka jal-

keen naytteet oli pakastettu analysointiin asti.
Sylkinaytteet oli otettu myods neljana eri kellonaikana klo 12, 16, 20 ja 8, siten ettd ensimmainen
nayte otettiin klo 12 ja viimeinen seuraavana aamuna klo 8. Aamun nayte oli otettu puoli tuntia

heraamisen jalkeen ennen aamupalaa ja hampaiden pesua. Klo 12 naytteet jatettiin tutkimatta,

koska eivat mahtuneet samaan sarjaan.

4.2 Tutkimuksessa kaytetyt reagenssit, materiaalit ja laitteistot

Seeruminaytteiden ja standardiliuosten valmistukseen kaytettin PBS + 1 % BSA -liuosta. PBS
(=Phosphate Buffered Saline) on puskuroitu suolaliuos, jota kaytetaan yleisesti biologisissa tutki-
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muksissa. PBS sisaltdd mm. natriumkloridia, kaliumkloridia, natriumvetyfosfaattia ja kaliumvetyfos-
faattia. PBS -liuoksen pH on saadetty 7.4. PBS:aan lisatty BSA (= Bovine Serum Albumin) on
naudan seerumista erotettua albumiinia. PBS —liuosta kaytettiin yksindan kuoppalevyjen pesuun.

Tydssa kaytettin Thermo Fisher Scientificin Pierce™ High Sensitivity Streptavidin-HRP:t& (Lot
172592, Prod 21130). Streptavidin-HRP:ta kdytetaan biotiinilla leimattujen vasta-aineiden maarit-
tamiseen ELISA:lla. Streptavidin sitoutuu kovalentisti HRP:hen (HRP = horseradish peroxidase).
Streptavidin sitoutuu biotiiniin, johon konjugoituneen HRP:n aktiivisuus voidaan maarittaa sopivalla
substraatilla. (Thermo Fischer Scientific 2017, viitattu 6.4.2017) Kayttoliuoksena kaytettiin 1:2500

l[aimennosta.

Tyossa kaytettiin substraattina Thermo Fisher Scientificin Pierce TMB Substrate Solutionia, jonka
avulla HRP:n aktiivisuus voidaan mitata aallonpituudella 450 nm. Mittauksessa kaytettiin Perkin
Elmerin Victor™ X4 —spektrofotometria.

Tutkimuksessa kaytettin DELFIA®/AutoDELFIA™ Anti-rabbit IgG Microtitration Strips kuoppale-
vyja (8x12 kuoppaa), jossa kuopat on paallystetty vuohessa tuotetuilla kanin 1gG vasta-aineilla.
Kaytettyt kuoppalevyt olivat vanhoja (Exp. date: 2008-01, Lot 382175). Kuoppalevyjen pesuun kéy-

tettiin LabSystems Wellwash 4 —automaattipesuria.

4.3 Naytteiden kasittely ja analysointi

Beta-endorfiinimaarityksia varten sylkindytteet ja verindytteet pipetoitiin laimentamattomina. Sylki-
naytteet sulatettiin ja sentrifugoitiin. Verindytteet sulatettiin ja sekoitettiin vortexilla ennen pipetoin-
tia. Ensimmaisessé vaiheessa kuoppalevyjen pohjalle pipetoitiin standardit (5,12; 12,8; 32; 80; 200
ja 500), 50 ul/kaivo ja aina kaksi rinnakkaista naytetta. Lisaksi kuoppiin pipetoitiin nelja 0-naytetta
(4x50 pl). Standardien ja naytteiden jalkeen kuoppalevyihin pipetoitiin biotinyloitua beta-endorfiinia
(BE4-21-biotiini) 100 pl/kaivo. Seuraavassa vaiheessa pipetoitiin 100 ul anti-betaendorfiini vasta-
ainetta (a-BE vasta-aine BK22-180283). Taman jalkeen kuoppalevya inkuboitiin vileassa yon yli.

Inkuboinnin jalkeen kaivot pestiin kolmesti (3x250 ul) PBS —puskurilla, jonka jalkeen kaivoihin li-
sattiin 200 pl Streptavidin-HRP -liuosta. Avidiini-HRP -liuoksen jalkeen kuoppalevya inkuboitiin
ravistellen 45 minuuttia, jonka jalkeen kaivoja pestiin kahdesti (2x250 ul) PBS —liuoksella. Pesun
jalkeen kaivoihin lisattin TMB —substraattia 200 pl/kaivo. TMB on herkk& valolle, mink& vuoksi

kuoppalevy peitettiin foliolla. Kuoppalevya inkuboitiin ravistellen 20 min. Inkuboinnin jalkeen reaktio
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pysaytettiin laimealla suolahapolla (50 pl/kaivo). Suolahapon lisdyksen jalkeen HRP:n vari muuttui
sinisesta keltaiseksi (kuvio 4). Konsentraatiot mitattiin Victor X4 spektrofotometrilla aallonpituudella

450 nm. Mitatun naytteen konsentraatio oli suoraan verrannollinen naytteen antamaan absorbans-

siin.

KUVIO 4. Kuoppalevy ennen ja jédlkeen suolahapon lisdyksen. Lisdyksen vaikutuksesta HRP:n véri

on muuttunut sinisesté keltaiseksi.

4.4 Tutkimusaineiston kasittely ja analysointi

Tutkimuksesta saimme ELISA -menetelman avulla kvantitatiivisia mittaustuloksia. Ennen tulosten
analysointia tulokset muutettiin oikeaan yksikkoon ja kirjattiin taulukkomuotoon Excel-ohjelmalla.
Taulukoista tehtiin diagrammeja, joiden avulla paasimme vertailemaan mittaustuloksista saatuja
pitoisuuksia. Johtopaatoksia tuloksista tehtiin diagrammeja ja taulukoita tarkastelemalla. Beta-en-
dorfiinipitoisuuksien mittaamiselle ei ole ainakaan Suomessa viela olemassa standardisoitua maa-
ritysmenetelmaa eika viitearvoja. Vertasimme saamiamme pitoisuuksia muista tutkimuksista saa-

tuihin tuloksiin, joissa oli tutkittu henkil6ita stressitilaa vastaavissa olosuhteissa.
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5 TUTKIMUSTULOKSET JA TULOSTEN KASITTELY

Taman tutkimuksen tavoitteena oli selvittaa beta-endorfiinipitoisuuden roolia henkilGilta, joilta on jo
aiemmin mitattu stressin merkkiaineena pidettyja kortisolipitoisuuksia. Mitatut beta-endorfiinipitoi-
suudet ja aiemmin tutkitut kortisolipitoisuudet tehtiin samantyylisiksi diagrammeiksi, jotta tulosten

vertailu olisi mahdollisimman selkeaa.

5.1  Seerumin beta-endorfiinipitoisuus vs. seerumin kortisolipitoisuus

Ei-stressaantuneilla henkildilla seerumin beta-endorfiinipitoisuus vaihteli 159 — 5642 pmol/l. Pitoi-
suuksien vaihtelu on suurta seka yksittaisen henkilon kohdalla, etta henkildiden valilla. Yleinen
suuntaus nayttaisi olevan, etta pitoisuus kasvaa iltaa kohden (kuvio 5).

Stressaantuneilla henkil6illa seerumin beta-endorfiinipitoisuus vaihteli 637 — 4158 pmol/l. Tulok-
sista ei ole nahtavissa yhtenevaista linjaa pitoisuuksien vaihteluissa eri vuorokauden aikoina. Ku-
viosta 7 nahdaan, etta yksittaisten henkildiden vuorokauden aikainen beta-endorfiinipitoisuuden
muutos ei ole yhta suurta kuin ei-stressaantuneiden. Stressaantuneilla beta-endorfiinipitoisuudet

nayttaisivat olevan keskimaarin korkeammat kuin ei-stressaantuneilla.

Aho ym. tutkimuksessa seka ei-stressaantuneiden etta stressaantuneiden henkildiden seerumin
kortisolipitoisuudet noudattavat normaalia vuorokausivaihtelua (kuviot 6 ja 8). Aamulla seerumin
kortisolipitoisuus on korkea. Pitoisuus laskee iltaa kohden ja on alhaisimmillaan keskiyon aikaan.
(Vaasan keskussairaala 2015, viitattu 24.4.2017.) Stressaantuneilla seerumin beta-endorfiinipitoi-
suus noudatti samansuuntaista vuorokausivaihtelua kortisolin kanssa, jolloin pitoisuudet laskivat
iltaa kohden. Ei-stressaantuneiden henkildiden seerumin beta-endorfiinipitoisuudet nayttavat nou-

dattavan paivanvastaista suuntausta eli kasvavan iltaa kohden.
Stressaantuneen henkilon seka beta-endorfiini- etta kortisolipitoisuuden vaihtelu vuorokauden ai-

kana on pienempaa kuin ei-stressaantuneilla. Seerumin beta-endorfiinin suurimmat ja pienimmat

pitoisuudet I6ytyvat ei-stressaantuneilta.
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Tulosten vertailussa tulee huomioida, ettd beta-endorfiinipitoisuudet ovat tuhat kertaa pienempia

kuin kortisolipitoisuudet.

6000

5000

4000

3000

2000

1000

503
—

232 159
[=—p—

A

1184

Ei stressaantuneet, S-BetaEndo (pmol/l)

304 359

mklo8 mklo12 mklo16 mklo20

3536

2821 |

1930 1870

782

J

KUVIO 5. Ei-stressaantuneiden henkildiden seerumin beta-endorfiinipitoisuudet eri néytteenottoai-
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KUVIO 7. Stressaantuneiden henkiléiden seerumin beta-endorfiinipitoisuudet eri néytteenottoai-

koina.
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KUVIO 8. Stressaantuneiden henkildiden seerumin kortisolipitoisuudet eri ndytteenottoaikoina.
5.2  Syljen beta-endorfiinipitoisuudet

Ei-stressaantuneilta henkildilta saatiin liian vahan tuloksia (kuvio 9), jotta niista voitaisiin tehda joh-
topaatoksia, miten syljen beta-endorfiinipitoisuudet vaihtelevat eri vuorokauden aikoina. Aamun
ensimmainen beta-endorfiinipitoisuus nayttéisi kuitenkin vaihtelevan eri henkildiden kesken huo-
mattavasti (vaihtelu 86 — 1406 pmol/l).

Sylien beta-endorfiinipitoisuudesta stressaantuneilla henkildilla on kuviossa 10 havaittavissa trendi,
jossa pitoisuudet laskevat iltaa kohden. Aamun ensimmaisen néytteen beta-endorfiinipitoisuus on
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selkeasti suurempi kaikilla henkil6illa illan pitoisuuteen verrattuna. Tulosten perusteella stressaan-
tuneiden henkildiden aamun beta-endorfiinipitoisuudet nayttaisivat olevan korkeammat kuin ei-
stressaantuneiden. Stressaantuneilla seerumi- ja sylkinaytteiden vuorokausivaihtelu nayttaisi ole-

van samassa linjassa eli laskee aamusta iltaa kohden.
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KUVIO 9. Ei-stressaantuneiden henkildiden syljen beta-endorfiinipitoisuudet eri néytteenottoai-

koina.
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KUVIO 10. Stressaantuneiden henkildiden syljen beta-endorfiinipitoisuudet eri néytteenottoaikoina.
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5.3 Tulosten vertailu olemassa oleviin tutkimuksiin

Tutkimuksessamme ei-stressaantuneiden henkildiden seerumin beta-endorfiinipitoisuus aamulla
klo 8 oli keskimaarin 1177 pmol/l (N=5) ja illalla klo 20 keskimaéarin 3008 pmol/l (N=5). Streessaan-
tuneiden henkildiden keskimaarainen seerumin beta-endorfiinipitoisuus oli aamulla 1857 pmol/l
(N=3) jaillalla 1222 pmol/l (N=3). Aiempiin tutkimuksiin verrattuna (taulukko 4) tutkimustuloksemme
stressaantuneiden henkildiden osalta néyttaa noudattavan samanlaista linjausta eli beta-endorfii-
nipitoisuus on aamulla korkeampi laskien iltaa kohden. Ei-streessaantuneiden henkildiden kohdalla
saamamme tutkimustulokset poikkeavat muissa tutkimuksissa saaduista tuloksista. Muissa tutki-
muksissa illan beta-endorfiinipitoisuus on ollut samaa luokkaa kuin aamulla tai se on laskenut. Mei-

dan tutkimuksessa ei-stressaantuneilla beta-endorfiinipitoisuus nousi iltaa kohden.

TAULUKKO 4. Eri tutkimuksissa mééritettyj& seerumin beta-endorfiinipitoisuuksia.

Tutkimus aamu ilta yksikko
Ei-stressaantuneet

Esel ym. 2001 56.0 + 18.3 23.3+82 pg/ml
Gibson ym. 1993 <14-17 <14-17 pmolll
Hoffman ym. 1989 4.2 3.5 pmoll/l
Malarkey ym. 1994 10.4+0.6 10.1+£0.9 pmoll/l
McMurray ym. 1990 119+84 6.4+36 pmolll
Petraglia ym. 1983 6.5+0.5 3.7+06 fmoll/l
Stressaantuneet

Esel ym. 2001 36.7 £20.7 14571 pg/ml
Malarkey ym. 1994 11.0£0.9 9806 pmol/l
McMurray ym. 1990 25.7 £ 14.7 14.7+8.3 pmol/l
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6 POHDINTA

Tassa opinnaytetyossa tarkoituksena oli selvittaa, voiko beta-endorfiinia kayttaa merkkiaineena
stressin ja/tai masennuksen mittaamisessa. Stressin mittaamiseen on olemassa joitakin mittaus-
menetelmia ja masennuksen diagnosoinnissa kaytetaan kyselyja. Mittasimme seerumi- ja sylki-
naytteista beta-endorfiinipitoisuuksia entsyymi-immunologisella menetelmalla kayttden kaksois-
vasta-ainetekniikkaa.

Saatuja mittaustuloksia verrattiin kirjallisuudesta |0ydettyihin pitoisuuksiin ja todettiin seka pitoi-
suuksien maaralla, etta vuorokausivaihtelun kayttaytymisella olevan ristiriitaisia tuloksia. Nain ollen
tuloksista ei voinut vetaa suoria johtopaatdksia muiden mittaamiin tuloksiin vertailtaessa. Beta-en-
dorfiinin pitoisuuksien vuorokausivaihtelua verrattiin myds Aho ym. mittaamiin kortisolipitoisuuksiin

ja todettiin, etta stressaantuneilla henkildilla se oli samansuuntaista seerumista mitattuna.

Mittaukset tehtiin ELISA -menetelmalla, koska haluttiin mitata hyvin pienia pitoisuuksia. Tyon ai-
kana tehdyt pipetointimaarat olivat myos hyvin pienia, joten niissa on mahdollisesti voinut tulla joi-
takin virheita. Toisaalta spektofotometrilla rinnakkaisista naytteista tehdyt mittaustulokset poikkesi-
vat vain vahan toisistaan, mutta muutamissa naytteissé poikkeama oli yli hyvaksyttyjen virherajo-
jen. Kaytetyt kuoppalevyt olivat jo vanhentuneita, joten emme tieda, onko talla ollut vaikutusta. Va-

hemman herkissa tutkimuksissa, kuin tama, silla ei ole ollut vaikutusta.

Kaikista naytteista ei saatu mittaustuloksia, joten tama vaikeutti johtopaatosten tekemista. Aho ym.
tutkimuksessa mukana olleiden henkildiden maara oli melko pieni (ei-stressaantuneita 6 ja stres-
saantuneita 4), joten puuttuvista mittaustuloksista johtuen aineisto pieneni osittain entisestaan. Tut-
kitut seerumi- ja sylkindytteet olivat pakasteesta sulatettuja. Pohdimme, onko talla vaikutusta tulok-
siin, mutta kirjallisuudesta ei [0ytynyt lahteita beta-endorfiinipitoisuuksien sailymiseen pakastuksen
ja sulatuksen aikana.

Petraglian ym. 1983 tekeméassa tutkimuksessa beta-endorfiini ja beta-lipotropiinipitoisuudet olivat
samaa luokkaa seka aamulla (B-EP 6.5 £ 0.5 fmol/l; B-LPH 6.3 £ 0.7 fmol/l) etta illalla (3-EP 3.7 +
0.6 fmol/l; B-LPH 3.3 £ 0.4 fmol/l) eli nayttaisi silta, etta beta-endorfiinia ja beta-lipotropiinia erittyy
suhteessa 1:1. Olisiko siis mahdollista, etté tutkimissamme seeruminéytteissa olisi suunnilleen sa-

man verran beta-lipotropiinia kuin beta-endorfiinia?

29



Toisaalta toisessa tutkimuksessa (Young, Schafer, Watson & Akil 1993, viitattu 1.5.2017), jossa
koe-elaimia altistettiin stressiarsykkeilla, havaittiin, etta valittmasti stressiarsykkeen antamisen jal-
keen mitattujen beta-endorfiini ja beta-lipotropiinipitoisuuksien suhde oli 2.5:1 (akuutti stressi). Vas-
taavasti, kun koe-elaimille annettiin toistuvasti stressiarsykkeita 14 paivan ajan (krooninen stressi)
mitattujen beta-endorfiini- ja beta-lipotropiinipitoisuuksien suhde oli 1.1:1. Koe-elaimilla, joille ei an-
nettu stressiarsykkeita lainkaan (kontrolliryhma), beta-endorfiinin ja beta-lipotropiinin suhde oli
1.8:1.

Tutkimuksen mukaan krooninen tupakointi inhiboi pro-opiomelanokortiinigeenin ekspressiota ja si-
ten myos beta-endorfiinin ja muiden opiomelanokortiininen biosynteesia. (Rasmussen 1998, viitattu
28.4.2017.) Kaytimme tutkimuksessamme Aho ym. ottamia seerumi- ja sylkinaytteitta. Heidan tut-
kimusraportissaan mainitaan tupakoinnin vaikuttavan mm. seerumin kortisolipitoisuuteen, joten
oletamme heidan ohjeistaneen koehenkil6ita valttamaan tupakointia ennen naytteenottoa, jolloin

voimme olettaa, ettd mittaamamme beta-endorfiinipitoisuudet ovat oikeita.

Mittausmenetelman kehittdminen stressin ja masennuksen tunnistamiseen on ajankohtainen aihe,
koska molemmat ovat lisdantyneet yhteiskunnassamme. Masennuksen hoitoon kéytetaan paljon
ladkkeité ja ladkehoitoa halutaan vahentaa varsinkin sellaisilta, joille siita ei ole osoitettu olevan
kiistatonta hyo6tya. Stressin tunnistaminen on myos tarkeaa, silla vakava ja pitkakestoinen stressi
voi johtaa masennukseen. Stressin ja masennuksen diagnosoiminen perustuu psykologisiin arvioi-

hin, joten naytteeseen perustuva mittaustulos olisi kustannuksiltaan taloudellisempaa.

Jatkossa voisi kehittaa edelleen menetelmaa, jolla saisi luotettavasti mitattua beta-lipotropiinipitoi-
suuksia. Tata varten tulisi tuottaa onnistuneesti beta-lipotropiinin vasta-aineet. Myds beta-endorfii-
nin mittausmenetelmaan voisi edelleen kehittaa, jotta siita tulisi vahemman herkka naytteen muille
komponenteille, erityisesti lipeemisyys saattaa hairita mittausta. Lisaksi naytteen hemolyysi ja ik-
teerisyys voivat vaikuttaa.

Koimme tdman tyon tekemisen haastavana, mutta mielenkiintoisena. Tyon tekeminen oli hyvin
opettavaista, silla olimme ensimmaista kertaa tekemassa vastaavanlaista analysointia ja tutki-
musta. Koimme haastavaksi aiheen kokonaisuudessaan, sillé jouduimme perehtymaan entsyymi-

immunologiaan ja endokrinologiaan paljon. Se, etta aikaa kului laboratoriotdista raportin laadintaan
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yli vuosi, on auttanut meita sisaistamaan asioita ja ymmartamaan kokonaisuutta paremmin. Var-
sinkin raportin laadinnassa, jouduimme todella miettimaan mité olemme tehneet. Kokonaisuudessa
olemme tyéhon tyytyvaisia, koska olemme oppineet tdman avulla paljon uutta ja uskomme siita

olevan hy6tya myos tulevaisuudessa.
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KANIEN IMMUNISOINTI LITE 1

Kanien immunisoinnin tarkoituksena oli tuottaa polyklonaalisia vasta-aineita. Immunisoinnissa kay-
tettiin kahta kania, jotka tutkimuksia ja maarityksia varten nimettiin “punainen” ja “musta”.

Punainen kani

Immunisointiin kaytettiin tyroglobuliinin konjugoitua peptidia A. Peptidikonjugaatista tehtiin primaari
eli aloitusannos, jossa oli 1,2 mg/160 ul immunogeenia seka kolme boosteria, joissa kussakin oli
0,6 mg immunogeenia.

Primaari eli aloitusannos (rokote): 1,2 mg immunogeenid sisaltdvaan putkeen lisatin 1 ml 0,9 %
keittosuolaliuosta (NaCl -liuosta) ja 1 ml FICA —liuosta (FICA = Adjuvant Incomplete Freund). Liu-
otettu immunogeeni vedettiinn ruiskuun ja takaisin useampia kertoja niin, ettd muodostui emul-
siovaahto, joka pistettiin kanin seléan nahan alle useisiin kohtiin (véhintaan 10).

Booster 1: Ensimmainen boosteri (samaa peptidia A) annettiin kuukauden kuluttua aloituksesta.
Boosterannos, 0,6 mg immunogeenia sisaltavaan putkeen 1 ml 0,9 % keittosuolaliuosta (NaCl -
liuosta) ja 1 ml FICA —liuosta (FICA = Adjuvant Incomplete Freund). Liuotettu immunogeeni vedet-
tiinn ruiskuun ja takaisin useampia kertoja niin, ettd muodostui emulsiovaahto, joka pistettiinn kanin
selan nahan alle useisiin kohtiin (vahintaan 10).

Booster 2: Kahden kuukauden kuluttua aloituksesta samoin kuin booster 1. Taman jalkeen kanista
otettiin ensimmaéinen verindyte, kanin korvan isosta verisuonesta (noin 1 ml).

Musta kani

Immunisointiin kaytettiin tyroglobuliinin konjugoitua peptidia B. Peptidikonjugaatista tehtiin primaari
eli aloitusannos, jossa oli 1,2 mg/160ul immunogeenia seké kolme boosteria, joissa kussakin oli
0,6 mg immunogeenia.

Primaari eli aloitusannos (rokote): 1,2 mg immunogeenid sisaltdvaan putkeen lisatin 1 ml 0,9 %
keittosuolaliuosta (NaCl -liuosta) ja 1 ml FICA —liuosta (FICA = Adjuvant Incomplete Freund). Liu-
otettu immunogeeni vedettiinn ruiskuun ja takaisin useampia kertoja niin, ettd muodostui emul-
siovaahto, joka pistettiinn kanin seléan nahan alle useisiin kohtiin (vahintaan 10).

Booster 1: Ensimmainen boosteri (samaa peptidia B) annettiin kuukauden kuluttua aloituksesta.
Boosterannos, 0,6 mg immunogeenid sisaltavaan putkeen 1 ml 0,9 % keittosuolaliuosta (NaCl -
liuosta) ja 1 ml FICA —liuosta (FICA = Adjuvant Incomplete Freund). Liuotettu immunogeeni vedet-
tiinn ruiskuun ja takaisin useampia kertoja niin, ettd muodostui emulsiovaahto, joka pistettiinn kanin
selan nahan alle useisiin kohtiin (vahintaan 10).

Booster 2: Kahden kuukauden kuluttua aloituksesta samoin kuin booster 1. Taman jalkeen kanista
otettiin ensimmaéinen verindyte, kanin korvan isosta verisuonesta (noin 1 ml).
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ELISA, BETA-ENDORPHIN LITE2

11.5.-12.5.2016, 23.5. - 24.5.2016 ja 1.6. — 2.6.2016 Maria Tyni/Péivi Vainionpaa

Ohjaus Simo Rasi

Kuoppalevy
DELFIA/AUTODELFIA

Anti-rabbit IgG Microtitration Strips 8x12 wells
Lot. 382175, Exp. date: 2008-01

Naytteet

Sylkindytteet ja verindytteet pipetoitiin laimentamattomina. Sylkindytteet sulatettiin ja sentrifugoitiin.
Verinaytteet sulatettiin ja sekoitettiin vormixilla ennen pipetointia. Kuoppiin pipetoitiin kaksi rinnak-
kaista naytetta 2x50 pl.

Standardit

Standardiputki, joka sisalsi 5 pmol beta-endorfiinia liuotettiin 500 pl:aan 1xPBS + 1% BSA liuosta
=> standardi 500 fmol. Standardista tehtiin laimennussarja seuraavasti:

200 fmol: 500 fmol liuosta pipetoitiin 200 pl + 300 pl 1xPBS + 1% BSA —liuosta
80 fmol: 200 fmol liuosta pipetoitiin 200 pl + 300 ul 1xPBS + 1% BSA -liuosta
32 fmol: 80 fmol liuosta pipetoitiin 200 pl + 300 ul 1xPBS + 1% BSA —liuosta
12,8 fmol: 32 fmol liuosta pipetoitiin 200 ul + 300 ul 1xPBS + 1% BSA -liuosta
5,12 fmol: 12,8 fmol liuosta pipetoitiin 200 pl + 300 pl 1xPBS + 1% BSA —liuosta
0 —nayte: pipetoitiin 500 ul pelkkaa 1xPBS + 1% BSA -liuosta

Kuoppiin pipetoitiin nelja 0-naytetta (4x50 pl) ja muista standardeista (5,12; 12,8; 32; 80; 200 ja
500) kaksi rinnakkaista naytetta (2x50 pl).

BE4-21-biotiini

Valmiissa putkessa ollut 5 pmol biotiini liuotettiin 12,5 ml:aan 1xPBS + 1% BSA -liuosta. BE -
biotiinia kuoppalevyihin pipetoitiin 100 pl/kaivo.

a-BE vasta-aine BK22-180283

Putkessa oli alkuperaista kanissa tuotettua vasta-aineseerumia 0,6 pl, joka liuotettin 12 ml:aan
1xPBS + 1% BSA —liuosta. Kuoppiin pipetoitiin a-BE vasta-ainetta 100 pl/kaivo.

Kuoppalevya ravisteltiin ja inkuboitiin kylmassa yon yli.
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Streptavidin-HRP (Pierce#121132, Lot#NE 172592)

Kaivot pestiin PBS —puskurilla, 3x250 ul (LabSystems Wellwash 4:11). Strepavidinista tehtiin tehtiin
1/3000 laimennos 1xPBS + 1% BSA -liuokseen. Strepavidin-HRP:ta lisattiin 200 pl/kuoppa ja an-
nettiin inkuboitua ravistellen 45 minuuttia.

Inkuboinnin jalkeen kaivot pestiin PBS —puskurilla, 3x250 pl

Substraatti

TMB —substraattia lisattiin 200 pl/kuoppa. TMB —substraatti on arka valolle, joten kuoppalevy pei-
tettiin foliolla. Inkuboitiin ravistellen 30 min.

Reaktion pysaytys 2N rikkihapolla tai 0,5M suolahapolla (pipetoitiin 50 pl/kaivo) ja absorbanssit
mitattiin Victorilla aallonpituudella 450 nm.

KAYTETYT PUSKURIT

10x PBS (1 litra)
- NaCl 80.0g
- KCl 20g
- NaHPO4*2H,0 14.4¢g
- KH2POq4 244

- lisda 800 ml H20
- tarkista pH 7.4 (HPO3/NaOH)
- lisaa H0 litraksi

PBS (1 litra)
- 100 ml 10x PBS

- 900 ml H20

PBS + 1 % BSA (250 ml)
- PBS 250 ml
- pinnalle ripotellaan 2.5 g “protease-free” BSA (albumin free bovine serum)
- liuotetaan kevyella sekoituksella
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SEERUMIN BETA-ENDORFIINI PITOISUUDET B

Ei-stressaantuneet henkilot

Seerumin beta-endorfiinipitoisuus pmol/l tutkimushenkiloittain eri naytteenottoaikoina

klo 8 klo 12 klo 16 klo 20
A 503 232 159 1184
C - 304 359 -
E 1183 1873 3307 3486
F 1748 4509 3823 5642
| 580 - 1930 1192
J 1870 782 2821 -

Stressaantuneet henkilot

Seerumin beta-endorfiinipitoisuus pmol/l tutkimushenkildittain eri néytteenottoaikoina

klo 8 klo 12 klo 16 klo 20
B 1208 903 2347 1073
D - 4158 2952 1768
G 1402 868 - 826
H 2962 637 708 3536
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VERTAILUISSA KAYTETYT KORTISOLIPITOISUUDET

Kortisolipitoisuudet

LITE 4

"Ei —stressaantuneiden” henkildiden seerumin kortisolipitoisuudet (nmol/l) eri kellonaikoina.

(nmol/l) klo 8 klo 12 klo 16 klo 20
A 581,4 419,4 289,5 105,4
C 342,5 261,9 266,4 102,2
E 606,8 432,1 487,6 256,3
F 514,1 258,2 264,1 52,2
| 273 594,8 151,6 220,4
J 472,6 177,2 224,7 93,8

"Stressaantuneiden” henkildiden seerumin kortisolipitoisuudet (nmol/l) eri kellonaikoina.

(nnmol/l) klo 8 klo12 klo 16 klo 20
B 269,8 309,4 217,2 102
D 407,8 291,3 335,5 108,7
G 739,3 536 320,4 234,3
H 704,5 309,6 574,5

"Ei —stressaantuneiden” henkildiden syljen kortisolipitoisuudet (nmol/l) eri kellonaikoina.

(nmol/l) klo 8 klo 12 klo 16 klo 20
A 27,1 7,6 3,7 0,7
C 30,3 5,0 5,3 0,8
E 9,3 7,9 13,8 2,5
F 10,6 2,0 2,4 0,0
| 28,6 21,7 2,1 5,2
J 25,9 2,6 3,4 1,6

"Stressaantuneiden” henkildiden syljen kortisolipitoisuudet (nmol/l) eri kellonaikoina.

(nmol/l) klo 8 klo12 klo 16 klo 20
B 11,5 4,3 2,0 0,5
D 20,7 3,0 5,3 out
G 12,4 6,6 3,1 2,0
H 18,2 7,4 12,3

Lahde: Aho, S., Haipus, P. ja Vare, |. 2011. Syljen alfa-amylaasientsyymin mittaus pitkaaikaisstres-

sin diagnosoinnissa opinnaytetyo.
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