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Tiivistelma:

Myeloperoksidaasi on neutrofiilien ja monosyyttien entsyymi, joka muuttaa vetyperoksidia bakterisidisiksi
yhdisteiksi, kuten hypokloorihapokkeeksi. Myeloperoksidaasia on pidetty neutrofiilien bakterisidiselle
toiminnalle elintdrkednd, silld sen on ajateltu tehostavan neutrofiilien bakteeritappoa merkittéavasti.
Viimeaikoina on kuitenkin saatu tutkimustuloksia, joiden mukaan veressa vapaana oleva myeloperoksidaasi
voisi toimia sairauden aiheuttajana pahentaen muun muassa ateroskleroosin ja nivelreuman oireita.
Myeloperoksidaasin ~ tuottamaa  hypokloorihapokkeen = mé&rdad  voidaan  mitata  epésuorasti
luminolivahvisteisella kemiluminesenssilla. Eristetyn myeloperoksidaasin ja neutrofiilien kykya tappaa
bakteereja on mahdollista tutkia myds suoraan kayttdmalla bioluminesoivaa Escherichia coli bakteeria (E.
coli -lux), joka sisaltdd Photorhabdus luminescens bakteerin lusiferaasigeenin. Reaktiosta emittoituva valo on
talloin suoraan verrannollinen reaktiossa olevien E. coli -lux bakteerien mdaérdén. Suosittu kipulédéke,
parasetamoli, inhiboi myeloperoksidaasin hypokloorihapokkeen tuottoa ja sen on havaittu inhiboivan myés
myeloperoksidaasin kemiluminesenssia. Parasetamolin vaikutuksia myeloperoksidaasin bakteeritappoon ei
kuitenkaan ole aiemmin tutkittu, eikd parasetamolin vaikutuksia myeloperoksidaasiin ole aiemmin tutkittu
mittaamalla kemiluminesenssia yhtdjaksoisesti.

Té&mén tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd, miten parasetamoli vaikuttaa myeloperoksidaasin
kemiluminesenssiin ja bakteeritappoon. Kokeet tehtiin happamassa ja neutraalissa pH:ssa, silla
myeloperoksidaasia on neutrofiilien happamien fagolysosomien lisaksi solun ulkopuolella.

Kaikki mittaukset tehtiin luminometrilla. Myeloperoksidaasin tuottamaa hypokloorihapokkeen maaraa
mitattiin luminolivélitteisend kemiluminesenssina eri parasetamolipitoisuuksilla. Bakteeritapon reaktioissa
tarkkailtiin myeloperoksidaasin tappamien E. coli -lux bakteerien méaraéd mittaamalla reaktiosta emittoituvaa
bakteerien bioluminesenssia eri parasetamolipitoisuuksilla.

Parasetamoli kasvatti myeloperoksidaasin kemiluminesenssivastetta jopa kymmenkertaisesti pienilla
pitoisuuksilla ensimmadisen 15 minuutin aikana, jonka jélkeen sen vaikutus oli inhiboiva. Tdmé havaittiin
sekd happamassa ettd neutraalissa pH:ssa. Aktivaatio ja sit4 seuraava inhibitio saavutettiin parasetamolin
normaalilla k&ytolla saavutettavilla pitoisuuksilla veressd, eli alle 22,5 pg/ml (150 pM) pitoisuuksilla.
Aktivaatio ja inhibitio ei ollut yht4d voimakasta bakteeritapon reaktioissa, joissa happamassa pH:ssa
parasetamolin vaikutus oli my6s heikompaa. Suurimmillaan parasetamolin aiheuttama aktivaatio johti vain
noin 10 %:in lisdykseen kuolleiden bakteerien ma&rdassa. Tulosten perusteella parasetamoli vaikuttaa
myeloperoksidaasin hypokloorihapokkeen muodostumiseen alle 22,5 pg/ml pitoisuuksilla merkittavésti seka
neutraalissa ettd happamassa pH:ssa. Lisdksi parasetamoli vaikuttaa myeloperoksidaasiin neutraalissa ja
happamassa pH:ssa samalla tavalla sekd yhtd voimakkaasti. Parasetamolipitoisuus 22,5 pg/ml on
saavutettavissa, kun laékeainetta kdytetdan laakarin ohjeiden mukaisesti, joten olisi tarkeda selvittad, mika
vaikutus myeloperoksidaasin inhibitiolla ja mahdollisella aktivaatiolla on ihmisen elimistén toiminnalle.
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Abstract:

Myeloperoxidase is an enzyme found from neutrophils and monocytes. It converts hydrogen peroxide to
hypochlorous acid and other bactericidal compounds. Myeloperoxidase has been considered a crucial enzyme
for neutrophil bactericidal function because it is thought to enhance the bacterial killing of neutrophils
significantly. However, recent studies have also proven that extracellular myeloperoxidase can have adverse
effects in several diseases, like atherosclerosis and arthritis. Hypochlorous acid production by isolated
myeloperoxidase and neutrophils can be measured non-specifically with luminol-dependent
chemiluminescence. Bactericidal function of isolated myeloperoxidase and neutrophils can be monitored on a
real-time basis by using bioluminescent Escherichia coli bacteria (E. coli -lux) which contain a luciferase
gene from the Photorhabdus luminescens bacterium. Light emitted from the reaction is directly proportional
to the amount of living E. coli -lux bacteria. Paracetamol, a popular analgesic, inhibits hypochlorous acid
production by myeloperoxidase with therapeutically achievable concentrations and has been found to inhibit
the chemiluminescence response of isolated myeloperoxidase and neutrophils. The effect of paracetamol on
myeloperoxidase bacterial Killing has not been studied before, and chemiluminescence experiments with
paracetamol have not been done on a real-time basis before.

Aim of this study was to investigate the effects of paracetamol on myeloperoxidase chemiluminescence and
bacterial killing. Experiments were done in acid and neutral pH, because myeloperoxidase can be
intracellular and reside in the acid phagolysosomes of neutrophils or it can be extracellular and function in
neutral pH.

All measurements were done with a luminometer. Luminol-dependent chemiluminescence was used to
measure the amount of hypochlorous acid produced by myeloperoxidase in the presence of paracetamol. In
killing experiments, the amount of E. coli -lux bacteria was measured on a real-time basis in the presence of
myeloperoxidase and paracetamol.

Low concentrations of paracetamol activated the myeloperoxidase chemiluminescence up to tenth fold in the
first 15 minutes, after which the effect was inhibitory. This observation was made in acid and neutral pH. As
expected, activation and inhibition was acquired with concentrations less than 22,5 pg/ml (150 pM), which is
the therapeutically achievable concentration in plasma. Activation and inhibition in the killing experiments
were not as strong as in the chemiluminescence experiments. The activation caused only a 10 % increase in
the killing of bacteria by myeloperoxidase. According to the results of this study, paracetamol affects the
hypochlorous acid production of myeloperoxidase at therapeutically achievable concentrations in neutral and
acid pH. In addition, paracetamol seems to affect myeloperoxidase in a similar manner and with the same
magnitude in both neutral and acid pH. Paracetamol concentration of 22,5 pug/ml in plasma can be achieved
when the drug is used according to the recommendations of a doctor. Thus, in the future, it would be
important to study the effects of myeloperoxidase inhibition and possible activation on the human body.

Keywords: Paracetamol, myeloperoxidase, chemiluminescence, bioluminescence
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1 JOHDANTO

Tassa tutkielmassa késitelladn  parasetamolin  mahdollisia  vaikutuksia ihmisen
immuunipuolustukseen. Kirjallisuusosiossa kdydaén ensin lapi pelkastaan parasetamoliin
liittyvi& asioita, kuten sen vaikutusmekanismeja ja tunnetuimpia haittavaikutuksia. Tdman
jalkeen siirrytddn neutrofiilien ja myeloperoksidaasin toimintaan, sekd siihen, miten
parasetamoli niihin vaikuttaa. Tutkielman kokeellinen osuus koostuu kahdesta osasta,
joista ensimmaisessé esitelldaan tuloksia parasetamolin vaikutuksista myeloperoksidaasin

kemiluminesenssiin ja toisessa sen vaikutuksista myeloperoksidaasin bakteeritappoon.

1.1 Parasetamoli

Parasetamoli on kivun ja kuumeen lievitykseen tarkoitettu ladke, jota saa apteekeista ilman
reseptia ympari maailmaa. Se lievittdd tulehdusta vain heikosti, joten sita ei luokitella
tulenduskipuldékkeeksi. Euroopassa ensimméinen ja kaikkein tunnetuin parasetamolia
siséltavéa tuote on Panadol, jonka myynti aloitettiin 50-luvulla Englannissa. Yhdysvalloissa
parasetamoli tunnetaan nimelld asetaminofeeni (engl. acetaminophen) ja kaytetyin
parasetamolia sisaltdva tuote sielld on Tylenol. Aasia on parasetamolin suurin tuottaja:
vuonna 2010 Kiina ja Intia tuottivat 80 % maailman markkinoiden parasetamolista. Aasia
on myos merkittdvd parasetamolin kayttajd, silla samaisena vuonna se kulutti puolet

maailmalle tuotetusta parasetamolista (CCM International, 2011).

Harmon Morse syntetisoi parasetamolin ensimmaisen kerran vuonna 1878 Yhdysvalloissa
Johns Hopkinsin yliopistossa (Jefferies ym., 2012). L&ake tuli ensimmadisen kerran
markkinoille kuitenkin vasta vuonna 1953, silld sen luultiin aiheuttavan vakavaa
methemoglobiinianemiaa (engl. methaemoglobinanemia) (Jefferies ym., 2012). Té&na
aikana Bayer keksi aspiriinin, josta tuli myds yksi maailman suosituimmista kipuldakkeista
(Jefferies ym., 2012).

Parasetamolin suosio johtuu todenndkdisesti siitd, ettd se on edullinen ja aiheuttaa vain
vahan sivuvaikutuksia normaaliannoksina. Se darsyttdd vatsan limakalvoja esimerkiksi

vahemman kuin aspiriini, ei ohenna verta, ja sitd voi kayttaa useiden muiden ladkeaineiden



kanssa samanaikaisesti (Toes ym., 2005). Sit4 pidetddn myo6s parhaana kipulédékkeena
raskaana oleville naisille (Miners ym., 1986). Vaikka parasetamoli on yksi kaikkein
tutkituimmista ladkeaineista, sen vaikutusmekanismi ei vieldkadn ole téysin selvinnyt
(Hinz ja Brune, 2012).

1.1.1 Funktionaaliset ryhmat

Parasetamoli on fenoli, jossa on substituentti para-asemassa hydroksyyliryhméan nahden
(Kuva 1). Substituentti koostuu asetyyli- ja aminoryhmastd, jossa asetyyliryhma on
liittynyt typen kautta fenolirenkaaseen. Fenolirenkaan rakenne on olennainen la&keaineen
toiminnalle. Esimerkiksi ylimaaraisen typen liittdminen renkaaseen saa sen inhiboimaan
soijan lipo-oksygenaasia vahvemmin (Nam ym., 2009). Erityisesti muutoksia, jotka
vaikuttavat fenolirenkaan hydroksyyliryhmaén, pidetddn sen toiminnalle merkittavina
(Blough ja Wu, 2011).

H
o= 3Ny oM,
O

Kuva 1 Parasetamolin (N-asetyyli-4-
aminofenoli) rakennekaava.

Parasetamoli voi myods inhiboida myeloperoksidaasientsyymia (MPO), jota vapautuu
aktivoituneista neutrofiileistd ja monosyyteista (Koelsch ym., 2010). Se sitoutuu MPO:hon
asetyyli- ja aminoryhmén siséltdvan sivuketjun valityksella. Sitoutuminen on pH:sta
riippuvainen siten, ettd se on voimakkainta pH:ssa 4.5-6.0 ja heikkenee huomattavasti
pH:sta 4.5 alaspdin mentéessd sekd pH:sta 6.5 ylospdin mentéessé (van Zyl ym., 1989).
Sivuketjun aminoryhm& todennékoisesti sitoutuu MPO:n  hemin negatiivisesti
varautuneisiin  propionaattiryhmiin ionisella vuorovaikutuksella. Sitoutuminen on
voimakkainta alhaisissa pH:issa, koska silloin parasetamolin aminoryhmd on kaikkein

protonoitunein, ja sisaltd positiivisen varauksen (van Zyl ym., 1989).



1.1.2 Vaikutusmekanismi elimistdssa

Parasetamolin kuumetta alentava ja kipua lievittdva vaikutus perustuu selektiiviseen
prostaglandiini Hy:ta muodostavien syntaasien inhibitioon (Hinz ja Brune, 2012).
Prostaglandiinisyntaaseja kutsutaan myds syklo-oksygenaaseiksi. Nisékkailla syklo-
oksygenaaseja on kahden tyyppisid, ja niilla on eri tehtavét. Syklo-oksygenaasi 1 (COX-1)
syntetisoi prostaglandiineja, jotka saatelevat mahalaukun liman erittymista ja ovat tarkeité
sydamen ja verisuonten toiminnalle. Syklo-oksygenaasi 2 (COX-2) puolestaan tuottaa
prostaglandiineja, jotka séatelevét tulehdusta, kipua ja kuumetiloja (Garavito ja DeWitt,
1999). COX-1-syntaasi on jatkuvasti ilmentyneena useimmissa kudoksissa, mutta COX-2
vain aivoissa ja munuaisissa. Muualla elimistossa COX-2:n ilmentyminen lisaantyy vain

valiaikaisesti tulehdusvélittijaaineiden vaikutuksesta (Herschman, 1996).

Arakidonihappoa siséltiviit fosfolipidit

fosfolipaasi A ,

Arakidonihappo

. aspiriini
syklo—oksygenaa si I ibuprofeeni
reaktio e .
selektiiviset

inhibiittorit

Pel'ok::":"”i I— parasetamoli
reaktio
PGHz

Prostasykliinit Tromboksaanit

+20

%

PGG,

PGH -syntaasi

L —

Muut prostaglandiinit

Kuva 2. Prostaglandiinisyntaasin toiminta ja eri kipuld&kkeiden
vaikutusmekanismit. Idea katsausartikkelin (Hinz ja Brune 2011, Fig.
1) kuvasta. PGHy; prostaglandiini H,, PGG,; prostaglandiini G.,.



10

Perinteiset tulehduskipuldakkeet, kuten aspiriini ja ibuprofeeni, inhiboivat COX-1 ja COX-
2 entsyymien syklo-oksygenaasireaktiota, jossa arakidonihaposta  muodostuu
prostaglandiini G;:ta (Kuva 2). Ne Kkilpailevat arakidonihapon kanssa sitoutumisesta
syntaasiin (Loll ym., 1996). Niilld on haitallisia vaikutuksia ruuansulatuskanavan
limakalvolle, koska ne inhiboivat epaspesifisesti myds mahalaukun limakalvoja saatelevia
prostaglandiineja tuottavaa COX-1 entsyymid. Vain COX-2 inhibitio on tarpeellinen kivun
lievitykselle, joten on kehitetty kipul&ékkeitd, jotka ovat selektiivisia COX-2:1le (Garavito
ja DeWitt, 1999).

Perinteisistd tulehduskipuldékkeistd poiketen parasetamoli inhiboi syklo-oksygenaasien
peroksidaasireaktiota, jossa prostaglandiini Gj:sta muodostuu prostaglandiini Hy:ta.
Entsyymien peroksidaasipuolella hydroperoksidit hapettavat porfyriinin, joka puolestaan
on térked arakidonihapon hapettumiselle syntaasin oksygenaasipuolella. On ajateltu, etta
parasetamoli hairitsisi porfyriinin hapettumista ja estéisi tatd kautta prostaglandiinien

muodostumisen (Ouellet ja Percival, 2001).

Korkea peroksidipitoisuus estaa syklo-oksygenaasien inhibition parasetamolilla (Boutaud
ym., 2002). Boutad ym. (2002) havaitsivat, ettd verihiutaleiden tuottama peroksidi estaa
parasetamolin  aiheuttaman COX-1 inhibition tdysin.  Peroksidin  lisddminen
endoteelisoluihin puolestaan vahensi COX-2 inhibitiota, mutta ei kokonaan estanyt sita
(Boutaud ym., 2002). Tulehtuneissa kudoksissa arakidonihapon ja peroksidien pitoisuudet
ovat normaalia suurempia. Parasetamolin vaikutus vahenee ndissa olosuhteissa, mika voisi

selittad sen, ettei se toimi hyvin tulehduskipuladkkeena (Graham ja Scott, 2005).

Parasetamoli inhiboi p&&asiassa COX-2 entsyymié ja vain heikosti COX-1:t4 (Hinz ym.,
2008), joten se vaikuttaa eri tavalla kuten perinteiset tulenduskipulédékkeet. Se esimerkiksi
aiheuttaa vdhemman muutoksia vatsan limakalvolle (Peskar, 1977) heikon COX-1
inhibitionsa vuoksi (Hinz ja Brune, 2012). COX-1 tuottaa myds veren hyytymista
edesauttavia tromboksaaneja, joten parasetamoli ei ohenna verta samalla tavoin kuten
esimerkiksi aspiriini ja ibuprofeeni (Catella-Lawson ym., 2001). My06s aspiriinin
aiheuttama astma perustuu COX-1 inhibitioon (Jenkins ym., 2004).
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1.1.3 Hajoaminen elimistdssa

Lahes kaikki suun kautta nautittu parasetamoli imeytyy ruuansulatuskanavassa.
Imeytyminen on nopeaa, ja tapahtuu padosin ohutsuolessa (Heading ym., 1973). Yli 90 %
veren parasetamolista liittyy maksassa glukuronihappoon ja sulfaatteihin ja erittyy
elimistdsta virtsan mukana (Kuva 3). Osa jéljelle jaavasta parasetamolista hajoaa edelleen
maksassa sytokromi P450-entsyymien toimesta, jolloin muodostuu N-asetyyli-p-
bentsokiniini-iminia (NAPQI). NAPQI on myrkyllinen tuote, jonka glutationi normaalisti
muuttaa virtsassa eritettaviksi harmittomiksi yhdisteiksi (Nelson, 1990).

PARASETAMOLI

YLIANNOS NORMAALI ANNOS

glukuronidikonjugaatti

sulfaattikonjugaatti

(CYP450 entsyymit)

NAPQI

t b merkaptobappo

MAKSAVAURIO

Kuva 3. Parasetamolin hajoaminen elimistossd. Oikeanpuoleiset nuolet (siniset) kuvaavat normaalin
parasetamoliannoksen metaboloitumista ja vasemmanpuoleiset (punaiset) yliannoksen. Idea katsausartikkelin
(Schilling ym. 2010, Fig. 1) kuvasta. CYP450; sytokromi P450.

Parasetamolin yliannostuksessa glukuronihapon ja sulfaattien kapasiteetti ei riitd sitomaan
riittdvad maaréad parasetamolia. Talloin ladkeainetta jaa vereen ylimadrin, ja sytokromi
P450-entsyymit muodostavat tavallista enemman myrkyllistda NAPQI:t4. Koska NAPQI:t4
on liikaa, ei glutationin kapasiteetti puolestaan riit4 sitomaan kaikkea sita. Jaljelle jaanyt
NAPQI haittaa maksan entsyymien toimintaa muun muassa sitoutumalla hepatosyyttien
makromolekyyleihin. Ylim&&rd NAPQI:ta kuluttaa my6s maksan glutationivarastot, jolloin

glutationia ei j&& kaytettavaksi muihin maksan prosesseihin (Schilling ym., 2010).
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1.1.4 Haittavaikutukset

Vaikka parasetamolilla on monia hyvia ominaisuuksia perinteisiin tulehduskipul&ékkeisiin
verrattuna, on se liika-annoksena hyvin myrkyllinen. Parasetamoli onkin ladkeaineista se,
joka aiheuttaa kaikkein eniten maksavaurioita maailmassa (Jaeschke, 2006). Etenkin
Yhdysvalloissa sen aiheuttamat maksavauriot ovat olleet viimeaikoina puheenaiheena
(Schilling ym., 2010). Esimerkiksi vuonna 2006 léhes 140 000 Yhdysvaltalaista karsi
parasetamolin aiheuttamasta myrkytyksestd, ja ndista ihmisista yli 100 kuoli (Bronstein
ym., 2007). Lahes puolet myrkytyksistd on tahattomia yliannostuksia, joissa potilas ei
esimerkiksi ole tiennyt toisen kayttaménsa ladkkeen sisaltadvan myos parasetamolia. Loput
tapauksista ovat tahallisia yliannostuksia (Bower ym., 2007; Schilling ym., 2010).

Suositusten mukaan vuorokauden maksimiannos aikuisilla on 4 g (Schilling ym., 2010).

Suomessakin parasetamolimyrkytykset ovat viimevuosina lisaantyneet. Itsehoitoladkkeité
pidetddn vaarattomina, joten niitd saatetaan pelkastdan huolimattomuuden vuoksi sydda
suosituksia enemman. Annosraja saattaa myds huomaamatta ylittyd, jos tabletteja otetaan
useita vuorokauden aikana. Yliannoksista on syytetty suurempia pakkaus- ja annoskokoja,
jotka sallittiin vuonna 2009 ja 2010. Vuonna 2009 pakkauskokoja suurennettiin ja vuodesta
2010 lahtien yhden gramman parasetamolivalmistetta on voinut ostaa ilman reseptia.
Vaikka yliannostukset ovatkin Suomessa yleistyneet, ovat sen aiheuttamat kuolemat

kuitenkin vield harvinaisia (www.apteekkari.fi).

Parasetamoli voi vahingoittaa maksaa myods normaaliannoksilla, jos henkilo kéyttaa
runsaasti alkoholia tai on aliravittu (Schilling ym., 2010). Liséksi on olemassa laakkeit,
jotka  kiihdyttavat sytokromi  P450-entsyymien toimintaa, jolloin normaalista
parasetamoliannoksesta muodostuu tavallista enemmén NAPQI:t4 (Larson, 2007).
Parasetamoli saattaa harvoina tapauksina aiheuttaa myods nokkosihottumaa ja muita
allergiareaktioita (Burke ym., 2006). Osittain selektiivisen COX-2 inhibitionsa vuoksi sen
ei pitdisi aiheuttaa astmaa kuten perinteisten tulehduskipulédékkeiden (Hinz ja Brune,
2012). Settipane ym. (1995) kuitenkin havaitsivat, ettd yli neljasosa heidéan tutkimukseensa
osallistuneista astmapotilaista saivat bronkospasmeja ottaessaan parasetamolia 1 g tai 1,5

g. Naistd tuloksista johtuen astmasta karsiville suositellaan vain alle 1 g annoksia
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parasetamolia (Hinz ja Brune, 2012). Parasetamoli voi my6s inhiboida prostaglandiinien
tuottoa endoteelisoluissa, silla endoteelisoluissa peroksidien pitoisuus on alhainen
(Boutaud ym., 2002). Pitk&an jatkuva parasetamolin kéaytté voikin pitéda prostaglandiinien
tuoton endoteelisoluissa alhaisena ja siten johtaa verenpaineen nousuun. Riski
verenpaineen  nousuun  on  kuitenkin  samaa  luokkaa  kuin  perinteisilla
tulehduskipulaékkeilld (Hinz ja Brune, 2012).

Parasetamoli on lisaksi suosittu kivunlievittdjd muun muassa ortopedisten leikkausten
jalkeen (Diaz-Rodriguez ym., 2010). Osteoblastit ovat tarkeitd uuden luukudoksen
muodostumisessa, ja niilla on myds immunologisia tehtavid. Ne esimerkiksi tuottavat
sytokiineja, kykenevat fagosytoimaan ja esittelevat antigeeneja T-soluille. Diaz-Rodriguez
ym. (2010) tutkivat parasetamolin vaikutusta ihmisen osteosarkooma MG63-solulinjaan.
He havaitsivat, ettd normaalirajoihin kuuluvat parasetamoliannokset (5 ja 25 uM eli 0,75 ja
3,75 pg/ml) heikentavat osteosarkoomasolujen jakautumista, vahentdvat osteokalsiinin

synteesid, lisadvat antigeenien ilmentymista solujen pinnalla ja vahentavét fagosytoosia.

Osteokalsiinin synteesi lisadntyy osteoblastien erilaistumisen loppuvaiheilla, joten naiden
tulosten perusteella parasetamoli voisi haitata osteoblastien erilaistumista. Antigeenien
ilmentymisen lisddntyminen ja fagosytoosin vahentyminen on tyypillistd muun muassa
dendriittisoluille, kun ne infektiossa kohtaavat mikrobin tai sen tuotteen. Koska
osteoblasteilla ja dendriittisoluilla on useita yhtenevia ominaisuuksia, kuten esimerkiksi
sytokiinien tuotto ja antigeenien esitteleminen T-soluille, voisivat ndméa havainnot viitata
jonkinlaiseen aktivaatioon osteoblasteissa. Samankaltaisia havaintoja on tehty myos
makrofageilla ja fibroblasteilla, kun ne ovat jonkin l&&keaineen vaikutuksen alaisena
(Diaz-Rodriguez ym., 2010). Osteoblastien aktivaation seurauksia Diaz-Rozriguez ym.
(2010) eivat kuitenkaan sen enempaa pohdiskele. On myods otettava huomioon, ettéd
perinteiset tulehduskipulddkkeetkin ovat tutkimuksissa véhentaneet luukudoksen kasvua ja

uusiutumista (Evans ja Butcher, 2004; Diaz-Rodriguez ym., 2010).
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1.1.5 Uudet kayttokohteet

Yllattden Blough ja Wu (2011) lahestyvat parasetamolin vaikutuksia aivan uudelta kantilta.
Useissa elainkokeissa on nimittdin osoitettu, ettd pienilla annoksilla parasetamolilla on
hyvid vaikutuksia veren sokeritasolle, lihaksille, sydamelle ja aivoille. Parasetamoli on
tutkimuksissa muun muassa alentanut veren sokeritasoa ja edesauttanut insuliinitason
yllapitoa hiirilla (Shertzer ym., 2008). Tutkimuksia tehtiin diabeteksen hiirimalleilla ja

runsasrasvaista ruokavaliota saavilla hiirilla.

Néiden tutkimusten liséksi rotilla tehdyissa kokeissa havaittiin, ettd jatkuva alhainen
parasetamolipitoisuus veressa lieventda ikéantymisesta aiheutuvaa veren sokeritason
nousua (Wu ym., 2009a). Glukoosinkuljetusproteiini 4:n ilmentyminen heikkenee ian
myotd, joten parasetamolin on ehdotettu vaikuttavan tdman transportterin ilmentymiseen
(Wu ym., 2009a). Lisaksi parasetamolin on todettu véhentdvén ian myo6ta tapahtuvaa
lihassolujen apoptoosia rottamallissa (Wu ym., 2009b). L&ake myds suurensi rottien
lihassoluja, mink& on ehdotettu johtuvan lisd&ntyneestd myosiinin ja aktiinin
ilmentymisestd (Wu ym., 2009b). Runsasrasvaista ravintoa saavilla hiirilla parasetamoli

muun muassa esti hiirimallille ominaista lihasten surkastumista (Shertzer ym., 2008).

Marsuilla, koirilla ja gerbiileilld tehdyissé tutkimuksissa on todettu, ettd parasetamoli
suojaa sydantd useissa tautimalleissa. Esimerkiksi koirilla tehdyssa tutkimuksessa
parasetamoli pienensi sydaninfarktin laajuutta (Merrill ym., 2004). Ladkkeen on todettu
my0ds suojaavan hermosoluja eri hermostosairauksien rottamalleilla (Bisaglia ym., 2002;
Maharaj ym., 2006). Se vahentda superoksidianionien tuottoa ja lipidien peroksidaatiota
sekd véhentaa soluvaurioita (Maharaj ym., 2006). Tamén lisdksi parasetamolin on todettu
toimivan pienind annoksina antioksidanttina, jolloin se sitoo lipidejd, proteiineja ja
nukleiinihappoja hapettavia yhdisteitd. Naiden ylimaardisten positiivisten vaikutusten
onkin ehdotettu perustuvan sen antioksidanttisiin ominaisuuksiin (Blough ja Wu, 2011).

Kaikki edella mainitut tutkimustulokset saatiin kuitenkin vain eldinkokeissa.
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1.2 Neutrofiilit

Neutrofiilit ovat elintdrkeitd immuunipuolustuksemme fagosyyttejd, jotka ovat
ensimmadisiné paikalla, kun mikrobi tunkeutuu elimistodbmme. Ne saapuvat infektiopaikalle
verenkierron kuljettamina ja infektiopaikalta vapautuvien molekyylien houkuttelemina
(Amulic ym., 2012). Saapuessaan infektiopaikalle ne fagosytoivat bakteereja, sienié ja
alkuelaimig, jotka ne lopulta tappavat tuottamillaan reaktiivisilla happiyhdisteilld ja
proteaaseilla (Faurschou ja Borregaard, 2003). Neutrofiilien tehtdvéd ei kuitenkaan ole
pelkéastddn mikrobien fagosytoosi, vaan ne ovat myo6s tarkeitd immuunipuolustuksen

séatelijoita (Cassatella ym., 2009).

Mikrobeja tappavat yhdisteet sijaitsevat neutrofiilien rakkuloissa, joita on kolmea tyyppia:
azurofiiliset rakkulat (primaériset), spesifiset rakkulat (sekundaériset) ja gelatinaasirakkulat
(tertiddriset). Azurofiiliset rakkulat ovat peroksidaasipositiivisia, ja ne siséltdvét runsaasti
muun muassa MPO:ta. Muut rakkulat ovat puolestaan peroksidaasinegatiivisia. Spesifisissé
rakkuloissa on runsaasti laktoferriinia, mutta vahan gelatinaasia, ja gelatinaasirakkuloissa
on puolestaan runsaasti gelatinaasia, mutta vahan laktoferriinia (Faurschou ja Borregaard,
2003).

Fagosytoosissa neutrofiilin azurofiiliset rakkulat fuusioituvat fagolysosomiin, jolloin
niiden sisaltamat mikrobeille myrkylliset yhdisteet vapautuvat fagolysososmin sisalle. Osa
reaktiivisista happiyhdisteistd ja proteaaseista vapautuu myods solun ulkopuolelle. Tdman
vuoksi neutrofiilit voivat vaurioittaa isdntdnsa soluja ja kudoksia (Cassatella ym., 2009).
Kemokiinit saatelevatkin neutrofiilien vapautumista luuytimestd vereen hyvin tiukasti ja
elimistd pyrkii kayttdmaan niitd vain oikeassa paikassa oikeaan aikaan (Amulic ym.,
2012). Neutrofiilien maara lisdéntyy huomattavasti vain infektion aikana, ja ne kuuluvat
lyhytikdisimpiin soluihimme (Amulic ym., 2012). Kudoksiin vaeltavat neutrofiilit eldvat
noin 1-2 vuorokautta ja ne jotka ja&vat verenkiertoon noin 5 vuorokautta (Hedman ym.,
2011).
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1.2.1 Hengitysryopsahdys ja myeloperoksidaasin toiminta

Ennen kuin neutrofiili voi fagosytoida kohteensa, on kohdepartikkelin sitouduttava sen
pinnan reseptoreihin. Komplementti- ja Fc-reseptorit tunnistavat opsonoituja mikrobeja, eli
mikrobeja, joiden pintaan on sitoutunut komplementtiproteiineja ja vasta-aineita
tunnistuksen helpottamiseksi (Kemp ja Turner, 1986). Opsonoimattomien partikkelien
fagosytointi on myds mahdollista, mutta se on tehottomampaa, ja tapahtuu padosin
lektiinien valityksellda. Sitoutumisen seurauksena neutrofiili ottaa partikkelin sisddnsa ja
aktivoituu (Kemp ja Turner, 1986).

Partikkelin fagosytointi kaynnistdd neutrofiilin hengitysryopsahdyksen (engl. respiratory
burst), eli reaktioiden ketjun, jossa kuluu runsaasti happea ja muodostuu mikrobeille
myrkyllisid  hapen reaktiivisia  yhdisteitd (engl. reactive oxygen  species).
Hengitysryépsahdyksen alussa neutrofiilien membraanin  NADPH-oksidaasi alkaa
pelkistad happimolekyyleja superoksidianioneiksi solun ulkopuolelle, fagosomiin ja
rakkuloihin (Dahlgren ja Karlsson, 1999). Superoksidianionit muuttuvat vetyperoksidiksi
spontaanisti tai superoksididismutaasin katalysoimana, jonka jalkeen MPO muuttaa
vetyperoksidin muiksi bakteereille myrkyllisiksi yhdisteiksi, kuten hypokloorihapokkeeksi
(HOCI), hypobromihapokkeeksi (HOBr) ja hypotiosyanidihapoksi (HOSCN). Neutrofiilin
aktivoituessa osa MPO:sta vapautuu myods solun ulkopuolelle (Allen ym., 1972; Lilius ja
Nuutila, 2006).

MPO:ta pidetddn téarkeand tekijand neutrofiilien mikrobitapolle, silld se muodostaa
vetyperoksidista moninkertaisesti myrkyllisempid yhdisteitd. MPO:ta on neutrofiileilld
runsaasti: n. 1-5 % niiden kuivapainosta. Entsyymi koostuu kahdesta painavammasta (55-
63 kDa) ja kahdesta kevyemmasta (10-15 kDa) alayksikostéd (Jantschko ym., 2003). Natiivi
entsyymi on kooltaan 120-160 kDa ja se muodostuu kahdesta protomeeristd, joista
kumpikin sisaltdd yhden pienen ja yhden ison alayksikon. Rikkisilta isojen alayksikkojen
valissa pitdd protomeerit yhdessa. Kumpikin iso alayksikko sisaltaa hiilihydraattiosia ja

niissa on kovalenttisesti kiinni rautaa sisaltava hemi (Nuutila, 2003).
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MPO voi esiintyd eri muotoina riippuen sen hemin raudan hapetusluvusta (Kuva 4).
Natiivissa muodossa entsyymin hemin rauta on hapetusluvulla Il ja se reagoi herkasti
vetyperoksidin kanssa. Reagoidessaan vetyperoksidin kanssa MPO muuttuu yhdisteeksi |
(engl. compound 1), jossa sen porfyriini on kationimuodossa ja rauta hapetusluvulla 1V.
Yhdiste | muuttuu takaisin natiiviksi vetyperoksidia sitovaksi muodoksi, kun se katalysoi
Kloridi- ja bromidi-ionien muuttumista HOCI:ksi ja HOBr:ksi. Liséksi yhdiste | voi
edelleen muuttua yhdisteeksi Il (engl. compound 1) vetyperoksidin vélittdmané tai kun se
hapettaa aromaattisia yhdisteitd (RH), kuten fenoleita. Yhdiste Il voi puolestaan pelkistya
takaisin entsyymin natiiviksi muodoksi aromaattisten yhdisteiden tai superoksidianionin
vaikutuksesta (Jantschko ym., 2003). Natiivi MPO voi myds muuttua yhdisteeksi 111 (engl.
compound I1l), jos se reagoi suoraan superoksidianionin kanssa. Kun yhdiste I11 pelkistyy
edelleen superoksidianionin vaikutuksesta, siitd muuttuu yhdiste | ja reaktiossa vapautuu
happea. Yhdisteen Il kautta MPO pystyy ndin estamé&an liiallisen superoksidianionien
kertymisen (Nuutila, 2003).

HOCI
HOBr cl-
Br -
Natiivi Vhdiste I
1
MPO FIVise'"'ka"
Fe (III) e (IV) + porfyriinikationi
H,O,
0:-

92" Yhdiste I1

Fe (IV)

Kuva 4. MPO:n halogenaatiosykli. Yksinkertaistamisen vuoksi yhdisteen 111 reaktiot
on jatetty pois. Idea artikkelien (Koelsch ym. 2010, Fig. 1 ja Jantschko ym. 2003, Fig
4) kuvista.
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Osa hengitysryopsahdyksessd muodostuvista happiyhdisteistd ovat energialtaan
virittyneessé tilassa ja palatessaan energian normaalitasolle tuottavat valoa. Tatd tuottuvaa
valoa kutsutaan neutrofiilien kemiluminesenssiksi (KL) (Allen ym., 1972) ja sita voidaan
vahvistaa erilaisilla yhdisteilla, kuten esimerkiksi luminolilla (Lilius ja Marnila, 1992).
Luminoli reagoi talloin reaktiivisten happiyhdisteiden kanssa, jolloin siitd muodostuu
virittynyt aminoftalaatti-ioni, joka puolestaan emittoi fotonin 427 nm allonpituudella
palatessaan alemmalle energiatasolle (Nuutila 2003). Luminoli (5-amino-2,3-dihydro-1,4-
ftalatsiinidioni) on myos tutkimuksissa kaikkein eniten kdytetty KL:n vahvistaja (Dahlgren
ja Karlsson, 1999). Yksi luminolimolekyyli tuottaa verrattain suuren méarén valokvantteja,
joten se on herkkd KL:n vahvistaja (Dahlgren ja Karlsson, 1999). Se voikin vahvistaa
neutrofiilin luonnollisen KL:n tuhannesta kymmentuhatkertaiseksi (Nuutila, 2003).
Luminolin tuottama valo on padosin MPO:sta peréisin (Cohen ym., 1983), ja koska
neutrofiilin hengitysryopséhdyksessd MPO:ta erittyy myos solun ulkopuolelle, tulee myos
osa luminolin vahvistamasta valosta solun ulkopuolelta (Nuutila, 2003).

Ei ole ollut taysin selvilld, mikd molekyyli luminolin saa virittyméaan (Dahlgren ja
Karlsson, 1999), mutta ainakin Koelsch ym. (2010) mukaan luminolivahvisteinen KL on
epaspesifinen HOCI:n muodostumisen mitta. Luminolivahvisteisen KL:n riippuvuus
reaktiivisista happiyhdisteistd osoitettiin k&yttamalla kroonisen granulomatoottisen taudin
potilaiden neutrofiileja apuna. Taudista karsivét ovat alttiita bakteeri- ja sieni-infektioille,
silla heidan fagosyyttinsd eivat pysty muodostamaan reaktiivisia happiyhdisteita.
Neutrofiilien puutteellisen NADPH-oksidaasin vuoksi ei reaktiivisia happiyhdisteitd ja
siten luminolivahvisteista KL-vastetta muodostu (Dahlgren ja Karlsson, 1999). MPO-
vajaat neutrofiilit tuottavat myos normaalia matalamman luminolivasteen, ja MPO:n liséys
néihin soluihin palauttaa vastetta jonkin verran (Dahlgren ja Karlsson, 1999). Neutrofiilien
KL:44 mittaamalla voidaan esimerkiksi tutkia erilaisten sairauksien tai lddkeaineiden
vaikutuksia fagosyyttien aktiivisuuteen (Nuutila, 2003; Benbarek ym., 2012).
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1.2.2 Parasetamolin vaikutusmekanismi neutrofiileissa

Koska parasetamoli on fenoli (RH kuvassa 4), se hapettuu MPO vyhdisteen | ja Il
katalysoimana. Kun parasetamoli muuttaa yhdisteen | yhdisteeksi 11, se samalla my6s estéa
kloridi- ja bromidi-ionien hapettumisreaktion, silld vain MPO yhdiste | kykenee
katalysoimaan tdt4 reaktiota. Toisaalta se ohjaa yhdisteen Il muuttumista natiiviksi
MPO:ksi ja voi néin ollen edistdd hypohapokkeiden muodostumista lisaédmalla natiivin
MPO:n maardd (Koelsch ym., 2010). Parasetamolin onkin todettu stimuloivan HOCI:n
muodostumista pienill& pitoisuuksilla ja inhiboivan suuremmilla. Selitykseksi on ehdotettu,
ettd pienemmilla pitoisuuksilla se muuttaa yhdisteita Il ja Il natiiviksi MPO:ksi, mutta
suuremmilla pitoisuuksilla alkaakin kilpailla kloridi-ionien kanssa yhdisteeseen |
sitoutumisesta (Marquez ja Dunford, 1993; Koelsch ym., 2010). Talla hetkella
parasetamolin vaikutuksista HOCI:n muodostumiseen tiedetddn enemman kuin HOBr:n
(Koelsch ym., 2010).

Koska siis parasetamoli kilpailee kloridi-ionien kanssa MPO:hon sitoutumisesta, on sen
lasnd ollessa HOCI:n kokonaistuotto normaalia pienempi seka eristetylla MPO:lla ettd
kokonaisilla neutrofiileilld  (Graham ym., 1999). Eristetylla MPO:lla pienet
parasetamolipitoisuudet nopeuttavat HOCI:n tuottoa vain aluksi, ja HOCI:n kokonaismaara
on myO6hemmin mitattuna normaalia alhaisempi (Koelsch ym., 2010). Kokonaisilla
neutrofiileilld parasetamolin vaikutus on HOCI:n tuottoa vahentédva (Graham ym., 1999).
On todettu, ettd MPO kayttaa 40 % neutrofiilien vetyperoksidista HOCI:n muodostamiseen
(Weiss ym., 1982). Jos HOCI on neutrofiilien mikrobitapolle merkittdva yhdiste, voi sen
vahenemiselld olla haitallisia vaikutuksia neutrofiilien kyvylle tappaa mikrobeja (van Zyl
ym., 1989).

Zyl ym. (1989) huomasivat, ettd parasetamoli ei pelkéstaan kilpaile kloridi-ionien kanssa
MPO:hon sitoutumisesta vaan kykenee lisaksi sitomaan valmista HOCI:44. Koska HOCI:n
bakterisidinen vaikutus perustuu siihen, ettd se katkoo tehokkaasti peptideja (Thomas,
1979), kayttivat Zyl ym. (1989) muodostuvan HOCI:n maarédn merkkin& tyroglobuliinin
pilkkoutumista. Parasetamoli esti tyroglobuliinin pilkkoutumisen pitoisuudella 3,3 mM

(500 pg/ml) lahes téysin ja pitoisuudella 0,7 mM (105 pg/ml) néakyvasti. Parasetamolin
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maksimipitoisuus veressd normaaliannostuksella on alle 150 uM (22,5 pg/ml) (Koelsch
ym., 2010), joten ndkyvdt muutokset saatiin t&ssd tutkimuksessa yliannostuksen

pitoisuuksilla.

Shalabi  (1992)  tutki  parasetamolin  vaikutusta  eristettyjen  neutrofiilien
hengitysryopsahdykseen kayttaen luminolivahvisteista KL:&4 reaktiivisten
happiyhdisteiden muodostumisen mittana. Neutrofiilien aktivoijana hén kaytti
phorbolimyristaattiasetaattia (engl. phorbol myristate acetate) ja opsonoitua tsymosaania.
H&n havaitsi, ettd parasetamoli pienentdd neutrofiilien KL-vastetta merkittdvasti jo
pitoisuudella 0,1 pM, joka on huomattavasti alle terapeuttisesti saatavan pitoisuuden
plasmassa (< 150 uM, Koelsch ym., 2010).

Pari vuotta sitten Koelsch ym. (2010) saivat samankaltaisia tuloksia. Parasetamolipitoisuus
10 pM vahensi neutrofiilien KL:an 70 %:iin normaalitasosta. Lisdksi he kayttivat KL-
mittausten rinnalla tauriinia HOCI pitoisuuden maérittamiseen, jolloin HOCI:n maaré oli
70 % normaalitasosta vasta 50 uM parasetamolipitoisuudella. KL:&& mitattaessa
parasetamolin vaikutus neutrofiilehin vaikutti siis merkittdvammalta. Kuitenkin seka KL:n
ettd tauriinin mittauksissa merkittavat tulokset saatiin parasetamolin normaalikdyton
pitoisuuksilla (< 150 pM).

Myos Shalabin (1992) tekemdassa tutkimuksessa parasetamoli heikensi neutrofiilien
fagosytoosia merkittavasti 10 pM parasetamolipitoisuudella. Kokeessa neutrofiilien
annettiin fagosytoida kuolleita opsonoituja hiivasoluja, mink& jalkeen hiivapartikkelien
mééra laskettiin 200 neutrofiilistda mikroskoopilla. H&n paatteli, ett4d parasetamoli joko
vahensi hiivasoluihin tarttuvien reseptorien affiniteettia tai haittasi jollakin muulla tavalla
signaalinvalitystd solussa. Parasetamoli my6s vahensi neutrofiilien superoksidianionien
tuottoa, jonka muun muassa Abramsonin ym. (1990) olivat havainneet aiemmin. Shalabi
(1992) péatteli, ettd parasetamoli voisi inhiboida MPO:n lisdksi myds superoksidianioneja
tuottavaa NADPH:ta. Tosin my6hemmin Graham ym. (1999) ja Koelsch ym. (2010)

totesivat, ettd parasetamoli ei véhennd neutrofiilien superoksidianionien tuottoa.



21

Muutama vuosi myéhemmin Shalabi ja Al-Tuwaijri (1996) huomasivat, ettd parasetamolin
inhiboiva vaikutus neutrofiileissd on voimakkain normaalia ruumiinlamp6a korkeammissa
lampotiloissa. Neutrofiilien hengitysryopsahdyksen on todettu olevan voimakkaampi +39
°C:ssa kuin +37 °C:ssa ja niiden kunnon heikkenevan +42 °C:een mentaessa (Shalabi ja al-
Tuwaijri, 1996). Neutrofiilien toiminnan tehostuminen voi olla elimiston tapa taistella
entistd tehokkaammin infektiota vastaan kuumetilassa. Shalabi ja Al-Tuwaijri (1996)
havaitsivat, etta jo 0,1 uM parasetamolipitoisuus estaa +39 °C:ssa neutrofiilien KL-vastetta
enemman kuin +37 °C:ssa. Tulokset saatiin seka eristetyilla neutrofiileilla, etta kokoverella.
Néistd tuloksista Shalabi ja Al-Tuwaijri (1996) péaéattelivat, ettd kuumeisilla potilailla
parasetamoli saattaa vahentdd neutrofiilien aktiivisuutta merkittavasti, ja siten aiheuttaa
erityistd haittaa potilaille, joilla on jo muutenkin vajavainen immuunipuolustus esimerkiksi

jonkin sairauden vuoksi.

1.2.3 Neutrofiilit parasetamolin aiheuttamassa maksavauriossa

Parasetamolin  metaboloitumisessa muodostuva NAPQI sitoutuu hepatosyyttien
proteiineihin ja kuluttaa maksan téarkeitd glutationivarastoja (Jaeschke, 2006). Glutationilla
on useita merkittavia tehtdvia soluissa. Se muun muassa pelkistaa elimistéon uutena tulevia
tai aineenvaihdunnassa syntyvia vaarallisia yhdisteita vaarattomiksi, yll&pitad solunsisaista
pelkistyspotentiaalia, toimii antioksidanttina pelkistden vapaita radikaaleja, on
kysteiinivarasto ja toimii signaalinvalityksessd sek& apoptoosissa (Main ym., 2012).
Glutationivarastojen loppumisesta johtuva oksidatiivinen stressi maksasoluissa on todettu
yhdeksi maksavaurion laukaisevaksi tekijaksi (Jaeschke, 2006; McGill ym., 2011).

Maksatoksisuuden  ensimmadisessd  vaiheessa  NAPQI  sitoutuu  hepatosyyttien
mitokondrioiden proteiineihin estden niiden toiminnan (Kuva 5). Hairiintyneet
mitokondriot alkavat tuottaa muun muassa reaktiivista happea ja peroksinitriittid
(ONOOH), jotka puolestaan aiheuttavat oksidatiivista stressida mitokondrioihin.
Oksidatiivinen stressi aiheuttaa mitokondrion membraanin l&pdisevyytta saatelevan
huokosen (MPT, engl. mitochondrial permeability transition pore) aukeamisen, ja
huokosen aukeaminen puolestaan mitokondrioiden membraanipotentiaalin haviamisen.

llman mitokondrioiden membraanipotentiaalia hepatosyytti ei kykene tuottamaan
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riittdvasti ATP:td4 (Jaeschke, 2006). Vaurioituneet mitokondriot vapauttavat myods
endonukleaasi G:td ja sytokromi C:t4, jotka kulkeutuvat tumaan ja aiheuttavat DNA:n
fragmentaatiota (Jaeschke ja Bajt, 2006). Naiden tapahtumien seurauksena hepatosyytti

kuolee yleensé nekroottisesti (Jaeschke, 2006).

HEPATOSYYTTI

PARASETAMOLI —>NAPQI — L

MPT

\ £

NEKROOTTINEN
HEPATOSYYTTI

HMGB1 »
-

‘/
TLR4 .j ‘

& soru P> HEPATOSYYTTI
<
A !
W \ ROS:it , A
i proteaasit
-~
\\
TNF-a NEUTROFIILI
IL-1 * ’
kemokiinit . ¢ °
Kuva 5. Neutrofiilien toiminta parasetamolin aiheuttamassa maksavauriossa. ldea

katsausartikkelin (Jaeschke 2006, Fig. 1) kuvasta. MPT; mitokondrion membraanin lapdisevyytt4
saateleva huokonen, ONOOQOH; peroksinitriitti, ROS; hapen reaktiiviset yhdisteet.

Parasetamolin yliannostuksessa hepatosyytteja kuolee kuitenkin hyvin laajalla alueella.
Onkin ehdotettu, ettd nekroottisesti kuolevat hepatosyytit aiheuttaisivat tulehdusreaktion,
jonka seurauksena NAPQI:n aiheuttama maksavaurio laajenisi entisestdadn (Jaeschke,
2006). Teorian mukaan nekroottisesti kuolevista hepatosyyteistd vapautuu HMGB1-
proteiinia (engl. high mobility group box-1), joka aktivoi maksan Kupfferin soluja

tuottamaan sytokiinej4 ja kemokiineja. Sytokiinit ja kemokiinit puolestaan aktivoivat ja
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houkuttelevat paikalle neutrofiilejd, sek& aktivoivat hepatosyyttejd. Aktivoituneet

hepatosyytit voivat edelleen tuottaa neutrofiileja houkuttelevaa interleukiini 8:aa.

Neutrofiilien tehtdvdna on maksaan tullessaan poistaa kuollutta kudosta uuden tielta.
Paikalle saapuessaan ne kuitenkin epéspesifind tappavat héiriintyneitd hepatosyyttejd, jotka
voisivat vauriostaan vielé toipua. Solut kuolevat nekroottisesti neutrofiilien vapauttamien
proteaasien ja reaktiivisten happiyhdisteiden vaikutuksesta. Muodostuu Kierre, jossa soluja
kuolee ja neutrofiileja ohjautuu paikalle yha enemmaén (Jaeschke, 2006). Nekroottisesti
kuolleiden solujen siséltd vapautuvat aineet voivat Kupfferin solujen aktivoimisen lisaksi
toimia suorana houkuttimena neutrofiileille, kuten esimerkiksi lipidiperoksidaation
tuotteet. Vapautuvat aineet voivat myos sellaisenaan vaurioittaa lahella olevia soluja.
Esimerkiksi  kalsiumilla sééddeltdvat proteaasit, kalpaiinit, ovat maksavaurion

laajenemisessa merkittavia tekijoitad (Ramaiah ja Jaeschke, 2007).

Neutrofiilit ovat osallisena esimerkiksi iskemia-reperfuusio vauriossa ja alkoholin seka
laékkeiden, kuten naftyyli-isotiosyanaatin aiheuttamassa maksatoksisuudessa (Ramaiah ja
Jaeschke, 2007). On kuitenkin kiistanalaista, pahentavatko neutrofiilit parasetamolin
aiheuttamaa maksavauriota. Ainakin on varmaa, ettd neutrofiilejd kertyy maksan
verisuonistoon parasetamolin yliannostuksessa (Jaeschke, 2006). Scaffidi ym. (2002)
havaitsivat, ettd HMGB1-proteiinin neutralointi vasta-aineilla heikentdd nekroottisten
solujen aiheuttamaa tulehdusreaktiota. Koska apoptoottiset solut eivét vapauta HMGB1:ta
tai aiheuta tulehdusreaktiota, on HMGB1:n oltava merkittdva signaalinvalittaja
nekroottisten solujen aiheuttamassa tulehdusreaktiossa. Yohe ym. (2006) puolestaan
huomasivat, ettd hiirilld, joilta puuttuu toll-proteiinin kaltainen reseptori 4 (TLR4; engl.
Toll-like receptor 4), on parasetamolin aiheuttama maksavaurio lievempi kuin normaaleilla
hiirilla. N&in ollen talla reseptorilla voisi olla jonkinlainen osuus parasetamolin

aiheuttamassa maksavauriossa.

Myos Liu ym. (2006) tekema tutkimus tukee tata tulehdusreaktion teoriaa. He havaitsivat,
ettd toksisen parasetamoliannoksen aiheuttama maksavaurio hiirilla pienenee, jos hiirille
annetaan neutrofiilien madrad alentavaa anti-Gr-1 vasta-ainetta ennen parasetamoliannosta.

N&ill& hiirilla neutrofiilien maard maksassa oli pienempi kuin kontrollihiirilla ja ne myds
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séilyivat todennakdisemmin hengisséd. Samanlaisia tuloksia saivat myds Ishida ym. (2006)
anti-Gr-1 vasta-aineella. Liu ym. (2006) puolestaan huomasivat, ettd solujen vélisen
adheesiomolekyyli 1:n (ICAM-1) puuttuminen suojaa hiirid maksavauriolta. Neutrofiilit
kayttdvat tatd  adheesiomolekyylia  Kiinnittyessddn  hepatosyytteihin ~ maksan

tulehdusreaktiossa.

Toisaalta useissa tutkimuksissa neutrofiilien osuus parasetamolin aiheuttamaan
maksavaurioon on kyseenalaistettu. Esimerkiksi Cover ym. (2006) totesivat, vastoin Liu
ym. (2006) saamia tuloksia, ettei solujen valisen adheesiomolekyyli 1:n inhibitio suojaa
hiiria parasetamolin aiheuttamalta maksavauriolta. Neutrofiilien [,-integriinien f-
alayksikon inhibitiokaan ei suojannut hiiria (Lawson ym., 2000), ja NADPH —oksidaasin
alayksikon inhibitiolla (James ym., 2003) sek& kemiallisilla inhibiittoreilla (Cover ym.,
2006) ei myoskadn ollut vaikutusta. Liséksi on havaittu, ettd Anti-Gr-1 vasta-aineen
lisdédminen parasetamolin jalkeen ei suojaa hiirid maksavauriolta (Cover ym., 2006). Anti-
Gr-1:n epailladankin aktivoivan suojaavia geenejd ja stressiproteiineja, joiden suojaava
vaikutus toimii vain silloin, kun ne on aktivoitu ennen parasetamolin lisdysta (Jaeschke ja
Liu, 2007).

Vaikka neutrofiilien osuus parasetamolin aiheuttamassa maksavauriossa onkin
kiistanalainen aihe, on ainakin parasetamolin aiheuttama hepatosyyttien nekroosi todistettu
sekd hiirten ettd ihmisten soluilla (Jaeschke ym., 2012). Ihmisen kantasoluista saadulla
hepatosyyttisolulinjalla HepaRG:1la on parasetamolin vaikutukset todettu hyvin
samankaltaisiksi kuin hiirell& in vivo ja in vitro. McGill ym. (2011) huomasivat, ettd
NAPQI liittyi HepaRG soluissa proteiineihin, aiheutti glutationin  havikkia,
mitokondrioihin oksidatiivista stressid ja peroksinitriitin muodostumista sek& lopulta
mitokondrioiden vajaatoimintaa. Kaikkien ndiden tekijéiden seurauksena hepatosyytit
kuolivat nekroottisesti.
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1.2.4 Myeloperoksidaasi sairauden aiheuttajana

MPO:n tuottamat HOCI, HOBr ja hypotiosyanidihappo ovat voimakkaita hapettimia, jotka
voivat solun ulkopuolella vahingoittaa ympéaroivad kudosta. Naiden hapettimien on todettu
pahentavan muun muassa ateroskleroosia ja nivelreumaa (Koelsch ym., 2010). On
esimerkiksi tehty useita 10ydoksid, jotka viittaavat siihen, ettd MPO:n toiminta pahentaa
sydan- ja verisuonitauteja. MPO:ta ja sen tuotteita on I6ydetty muun muassa
ateroskleroottisista plakeista. Sydan- ja verisuonitauteja on myos todettu olevan véahemman
niill4, joilla MPO ei toimi kunnolla ja toisaalta korkeita MPO:n pitoisuuksia on pidetty

ennusteena lisdéntyneelle sydaninfarktin riskille (Nicholls ja Hazen, 2005).

Ateroskleroosia pahentava MPO on todenndkdisesti peréisin plakkien makrofageista (Shao
ym., 2012). MPO:n tuotteet muodostavat muun muassa klorotyrosiinia, nitrotyrosiinia,
dityrosiinia ja klorinoituja lipidioksidaation tuotteita plakkeihin. Néité tuotteita on 16ydetty
runsaasti myds plakeista eristetystda LDL-kolesterolista (engl. low density lipoprotein),
mutta ei samoissa méaarin terveen ihmisen veressa kiertavésta LDL:sta (Nicholls ja Hazen,
2005). Osa MPO:n tuotteista hapettaa LDL:&n makrofageille helpommin otettavaan
muotoon, jolloin ateroskleroottisille plakeille ominaisten lipidirikkaiden makrofagien,

vaahtosolujen (engl. foam cell), muodostuminen helpottuu (Nicholls ja Hazen, 2005).

HDL-kolesteroli (engl. high density lipoprotein) suojaa valtimoiden seindmid poistamalla
vaahtosoluista yliméaaraista kolesterolia. MPO haittaa HDL:n toimintaa klorinoimalla ja
nitroimalla HDL:n térke&a apoA-I proteiinia. Muokkaantunutta apoA-I:ta sisaltdvat HDL-
partikkelit poistavat kolesterolia vaahtosoluista normaalia tehottomammin, joten tdmakin
MPO:n tuotteiden ominaisuus helpottaa plakin muodostumista edelleen (Shao ym., 2012).
Hiiren ateroskleroosimallissa MPO:n osuutta sydan- ja verisuonitauteihin ei kuitenkaan ole
pystytty osoittamaan. Lajien vélisid eroja on epdilty tdhan syyksi (Nicholls ja Hazen,
2005).

Reumapoatilailla on havaittu tavallista korkeampi MPO:n pitoisuus veressa, mutta MPO:n
varsinainen rooli reumassa on edelleen kiistanalainen. On ehdotettu, ettd nivelnesteessa

olevien neutrofiilien vapauttama MPO sitoutuisi makrofagien pintaan ja saisi ne siten
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aktivoitumaan. Aktivoituneet makrofagit puolestaan tuottaisivat sytokiinejd, jotka
houkuttelisivat lisd4 neutrofiilejd paikalle. N&in tulehdus edelleen laajenisi MPO:n
toimiessa tarkednd immuunipuolustuksen saatelijand. Tamén lisdksi MPO:n tuotteet

olisivat osallisina tulehdusreaktiossa (Fernandes ym., 2012).

Ateroskleroosin ja reuman lisdksi MPO:n tuottamien hapettimien on ehdotettu pahentavan
muun muassa astmaa, Kkystistd fibroosia, munuaissairauksia, keuhkosairauksia,
multippeliskleroosia, Alzheimerin tautia ja joitakin sydpia (Klebanoff, 2005; Koelsch ym.,
2010). Hapettimien haitallisia vaikutuksia on yritetty ehk&istd muun muassa
antioksidanteilla ja poistamalla vetyperoksidia kudoksista. Keinot ovat osoittautuneet
tehottomiksi, silla esimerkiksi vetyperoksidia muodostuu monissa solun reaktioissa.
MPO:n inhibitio saattaisi sen sijaan olla toimivampi lahestymistapa ja juuri parasetamolia
onkin ehdotettu MPO:n inhibiittoriksi néisséd sairauksissa (Koelsch ym., 2010).
Parasetamolin aiheuttama MPO:n inhibitio ei vélttamattd olisikaan pelké&stdan
immuunipuolustusta heikentdva, vaan siité voisi olla hyotya edelld mainittujen sairauksien
hoidossa (Koelsch ym., 2010).

MPO:n merkitsevyys immuunipuolustukselle on ollut kiistanalainen aihe, josta on
tutkimustuloksia seka puolesta ettd vastaan. MPO:n puute on saattanut altistaa hiiren tai
ihmisen esimerkiksi vain joillekin tietyille patogeeneille, tai MPO:n puuttuminen on
heikentanyt immuunipuolustuksen toimintaa vain véhan (Prokopowicz ym., 2012).
Kroonisesta granulomatoottisesta taudista karsivilld toimimaton entsyymi on taas
superoksidia tuottava NADPH-oksidaasi (Dahlgren ja Karlsson, 1999), joten sairaus ei liity
suoraan MPO:n toimintaan. Prokopowicz ym. (2012) ovatkin sitd mieltd, ettd MPO
osallistuu mikrobien tappamiseen, mutta se ei ole neutrofiilien tappo-ominaisuudelle
valttamaton. Koska MPO on kuitenkin haitallisista ominaisuuksistaan huolimatta séilynyt
evoluutiossa, olisi silld oltava jokin tarked tehtava elimistolle. He ehdottavatkin, ettd MPO
toimisi jonkinlaisena kytkimend, kun luonnollinen immuunivaste muuttuu opituksi, ja etta

se my0s toimisi immuunipuolustuksen séételijana esimerkiksi tappamalla T-soluja.
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2 TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Hengitysryépsahdyksessé (engl. respiratory burst) neutrofiili tuottaa bakterisidisia hapen
reaktiivisia yhdisteitd tappaakseen kohtaamansa mikrobin. MPO on peroksidaasi, joka
muuttaa neutrofiilin  hengitysryopsahdyksessd muodostuvaa vetyperoksidia muiksi
mikrobeille myrkyllisiksi yhdisteiksi, kuten HOCI:ksi (Allen ym., 1972). Osa
hengitysryopsahdyksessa muodostuvista happiyhdisteistd on energialtaan virittyneessa
tilassa ja palatessaan energian normaalitasolle tuottaa valoa. Taté tuottuvaa valoa kutsutaan
neutrofiilien KL:ksi (Allen ym., 1972) ja sita voidaan vahvistaa erilaisilla yhdisteilld, kuten
esimerkiksi luminolilla (Lilius ja Marnila, 1992). Luminolin tuottama valo on pé&dosin

MPO:n toiminnasta peraisin, kun mittauksia tehdaan neutrofiileilla (Cohen ym., 1983).

Luminoli hapettuu korkeaenergiseksi ioniksi myds silloin, kun eristetty MPO reagoi
vetyperoksidin kanssa. Talloin reaktiosta vapautuva valo on suoraan verrannollinen MPO:n
aktiivisuuteen, eli esimerkiksi sen tuottaman HOCI:n maarédan (Koelsch ym., 2010).
Luminolia kayttamalla voidaan siten tutkia MPO:n inhiboitumista eri tekijoiden
vaikutuksesta (Davies ja Edwards 1989). Toisaalta luminolivahvisteinen KL kertoo
immuunipuolustuksen kyvystd tappaa mikrobeja, silla MPO:n toiminta on oleellinen
neutrofiilien hengitysrydpsahdykselle. KL-mittauksilla onkin tutkittu useiden sairauksien

ja laékeaineiden vaikutuksia immuunipuolustukseen (Shalabi ja al-Tuwaijri, 1996).

Vaikka neutrofiilien ja eristetyn MPO:n KL onkin mitta bakterisidisten yhdisteiden
muodostumiselle, ei se anna suoraa tietoa niiden kyvysta tappaa bakteereja. Taman vuoksi
Atosuo ja Lilius (2011) kéayttivdt MPO:n ja neutrofiilien tappokyvyn mittaamiseksi
bioluminesoivaa E .coli-lux bakteeria, jonka tuottama luminesenssi on suoraan
verrannollinen reaktiossa olevien bakteerien maarédén. BL-signaalia mittaamalla voidaan
tapporeaktion etenemistd seurata reaaliajassa, eikd@ reaktiosta tarvitse tehdd maljauksia

elévien bakteerien osuuden selvittdmiseksi.

Parasetamoli, joka on suosittu kivun ja kuumeen lievitykseen tarkoitettu laéke, lisaa
MPO:n HOCI:n tuottoa pienind pitoisuuksina ja vahentdd suuremmilla (Koelsch ym.,

2010). Se inhiboi neutrofiilien KL-vastetta kaikilla pitoisuuksilla (Shalabi ja al-Tuwaijri,
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1996; Koelsch ym., 2010), joten silla saattaa olla immuunipuolustusta heikentévié
vaikutuksia (Shalabi ja al-Tuwaijri, 1996). Parasetamolin suoranaista vaikutusta MPO:n
bakteeritappoon ei ole kuitenkaan aiemmin tutkittu. MPO:n KL:&& mitattaessa reaktiosta
emittoituvaa valoa ei myoskaan ole tutkimuksissa mitattu yhtédjaksoisesti, vaan mittaukset

on tehty aina tietyn inkubaatioajan jalkeen.

Taman tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd, miten parasetamoli vaikuttaa MPO:n KL:&an
ja bakteeritappoon. Kokeet tehtiin happamassa ja neutraalissa pH:ssa, silla MPO:ta on
neutrofiilien happamien fagolysosomien lisdksi myos solujen ulkopuolella (Allen ym.,
1972; Lilius ja Nuutila, 2006).

Tutkimuksen kaksi paatavoitetta olivat:

1) Tutkia, mika vaikutus parasetamolilla on MPO:n KL-vasteelle.

2) Tutkia, mika vaikutus parasetamolilla on MPO:n kyvylle tappaa bakteereja.



29

3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Materiaalit

Liuosten valmistusohjeet ja niissé kéytettyjen reagenssien tiedot ovat lopussa liitteend
(LIITE 1).

3.2 Menetelmat

3.2.1 E. coli -lux bakteerin kasvatus ja varastointi

Tappokokeissa kaytetty bakteeri oli rekombinantti Escherichia coli K-12 kanta, johon oli
transformoitu Photorhabdus luminescens -bakteerin lusiferaasi geeni (luxABCDE).
Tama Escherichia coli K-12 pEGFPluxABCDEAmp eli E. coli -lux tuottaa jatkuvasti
valoa bioluminesenssilla, eika tarvitse substraatin lisdysta valon tuottoon. Reaktiossa
olevien E. coli -lux bakteerien mééra voidaan néin ollen suoraan paatella reaktioseoksesta

emittoituvasta valon maarésta (Atosuo ym., 2012).

E. coli -lux bakteerin 50 pl:n pakastetut varastoliuokset tehtiin Atosuo ym. 2012 -julkaisun
mukaisesti. Taman pakastetun liuoksen bakteerimééra kymmenkertaistettiin seuraavasti: 50
ul pakastettua bakteeriliuosta lisattiin n. 120 ml:aan Luria Bertani Broth (LB) -liuosta.
Bakteeriliuosta inkuboitiin ravistelijassa +37 °C:ssa 4 tuntia, tai kunnes liuoksen ODg2onm
oli 0,5 UV-1601 fotometrilla (Shimadzu). Bakteerisolut keréttiin sentrifugoimalla 10 min
3000 rpm ja pelletti resuspentoitiin 5 ml:aan LB-liuosta, joka sisalsi 25 % glyserolia.
Taman jélkeen resuspentoitu liuos jaettiin 25 pl:n eriksi, joita séilytettiin pakastimessa -80
°C:ssa. Bakteerien kasittelyssa kaytetty LB-liuos sisalsi ampisilliinia 100 pg/ml. Janne

Atosuo valmisti bakteerin varastoliuokset.

Kokeita varten pakastettu 25 pl:n liuos taytettiin aina 1 ml tilavuuteen puskurilla, jolloin
bakteereja oli n. 4 x 10" bakteeria/ml. Bakteerien annettiin toipua puskurissa vahintaan 30

minuuttia ennen kunkin kokeen aloitusta.
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3.2.2 Reaktiot

KL-reaktiot ja bakteeritapon reaktiot tehtiin pH:ssa 7.0 ja 5.5 (Taulukko 1 ja 2). pH:ssa 7.0
MPO:n pitoisuus oli 1,3 nM ja pH:ssa 5.5 se oli 0,13 nM. Lisaksi KL-reaktiot toistettiin
pH:ssa 7.0 MPO:n pitoisuudella 0,13 nM. Kokonaistilavuus oli kaikissa reaktioissa 250 pl

ja ne kaynnistettiin vetyperoksidin lisdyksella.

Taulukko 1. KL-reaktioissa kaytetyt reagenssit ja  Taulukko 2. Bakteeritapon reaktioissa kaytetyt

niiden pitoisuudet. reagenssit ja niiden pitoisuudet.
KL-REAKTIOT BAKTEERITAPON REAKTIOT
Reagenssi Pitoisuus Reagenssi Pitoisuus/Maara
MPO 1,3 nMtai 0,13 nM MPO 1,3nMtai 0,13 nM
Parasetamoli 0,15 p-5000 pg/mi Parasetamoli 0,15-5000 pg/ml
H20 167 uM H,0, 167 puM
Luminoli 0,4 mM E. coli-lux bakteerit n. 10° kpl
HBSS (pH 7.0 tai 5.5) X HBSS (pH 7.0 tai 5.5) X

3.2.3 Luminometri

Kaikki mittaukset tehtiin Plate Chameleon (Hidex) -luminometrilla +37 °C:ssa.
Luminometrin kayttoohjelma oli MicroWin 2000 (Mikrotek). Reaktiot tehtiin 96-
kuoppaisille levyille (Nunc) ja jokaisesta reaktioseoksesta tehtiin vahintdan kaksi

rinnakkaista mittausta.

3.2.4 Tulosten kasittely

Tulokset késiteltiin Excelin versiolla 2007 (Microsoft) ja kuvaajat piirrettiin Originin

versiolla 8 (Microcal).
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4 TULOKSET

4.1 Parasetamoli ja myeloperoksidaasin kemiluminesenssivaste

MPO:n luminolivalitteinen KL-vaste (HOCI:n tuotto) mitattiin eri
parasetamolipitoisuuksien kanssa. Parasetamoli sek& aktivoi ettd inhiboi MPO:n KL-
vastetta pH:ssa 7.0 (Kuva 6 A ja B). Pienemmat pitoisuudet (< 5 pg/ml) kasvattivat
vastetta ja suuremmat pitoisuudet (> 50 pg/ml) pienensivat. Parasetamolipitoisuus 0,6
pg/ml aiheutti suurimman aktivaation. Vasteen korkein arvo oli talléin n. 10 000 000 cps,
kun kontrollissa se oli ollut n. 700 000 cps. Suurimman inhibition aiheutti 5000 pg/ml
pitoisuus, ja se pudotti vasteen n. 600 cps:&an.

Edelliset MPO:n KL-vasteen mittaukset toistettiin pH:ssa 5.5. Aktivaatio ja inhibitio nékyi
myo0s tassd pH:ssa (Kuva 6 C), mutta kaikki vasteet olivat huomattavasti pienempié kuin
pH:ssa 7.0. Suurin aktivaatio saavutettiin 2,5 pg/ml parasetamolipitoisuudella, ja sill&
MPO:n KL-vaste oli n. 450 000 cps, kun kontrollissa se oli ollut n. 60 000 cps. Pienin
vaste saatiin 5000 pg/ml parasetamolipitoisuudella, ja aktivaatiota seka inhibitiota tapahtui
samoilla pitoisuuksilla kuin pH:ssa 7.0 (< 5 pg/ml pitoisuudet nostivat vastetta ja > 50

pg/ml pitoisuudet pienensivat).

MPO:n KL-reaktio pH:ssa 5.5 tehtiin myds MPO:n pitoisuudella 0,13 nM (Kuva 6 D).
Tama oli sopiva pitoisuus MPO:n tapporeaktiolle alhaisessa pH:ssa, joten KL-reaktiot
haluttiin viel& toistaa samoissa olosuhteissa. Vasteet olivat huomattavasti pienempié kuin
MPQO npitoisuudella 1,3 nM (Kuva 6 C). Suurin aktivaatio saavutettiin 5 pg/ml
parasetamolipitoisuudella, ja silla MPO:n KL-vaste oli n. 90 000 cps, kun kontrollissa se
oli ollut n. 5000 cps. Talla kertaa vaste oli kontrollia pienempi kuitenkin vain
parasetamolipitoisuuksilla 500 pg/ml ja 5000 pg/ml. pH:ssa 5.5 vasteet olivat kummallakin

MPQO:n pitoisuudella kinetiikaltaan samanlaisia kuin pH:ssa 7.0 (tuloksia ei esitetty).



A

1E7
1000000
100000

10000

KL (cps)

1000

100

C

500000

450000

400000

350000

300000

KL (cps)

150000
100000
50000
0

250000

200000

—4—5000 ——50 —e—25
—=—500 ——5

[parasetamoli] (ng/ml)

0,6
125 ——0.3

—=—0,15
—=—0

avwnl gl el vl s sl sy

L

T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Aika (min)
0 1 10 100 1000 10000

[parasetamoli] (ng/mi)

KL (cps)

KL (cps)

12000000

32

11000000
10000000 :
9000000
8000000
7000000 —-
6000000 —-
5000000
4000000
3000000 |
2000000 |
1000000
0

0

110000

[parasetamoli] (ng/ml)

T — T
10 100

T —
1000

10000

100000 -
90000 ;
80000 -
70000
60000 ——
50000 -
40000 |
30000

20000

10000 4

04

-

0

T — T
10 100

[parasetamoli] (ug/ml)

10000

Kuva 6. Parasetamolin vaikutus MPO:n luminolivalitteiseen KL-vasteeseen. Kuvaajissa kaikki pisteet ovat

kahden rinnakkaisen reaktion keskiarvoja.

(A) MPO:n KL-vaste eri parasetamolipitoisuuksilla pH:ssa 7.0. Reaktiot sisdlsivait MPO:ta (1,3 nM),

luminolia (0,4 mM), vetyperoksidia (167 uM), parasetamolia (0,15- 5000 pg/ml) ja HBSS:44.

(B) Annosvastekuvaaja kuvan (A) KL-arvoista ajanhetkell& 0 min.

(C) Annosvastekuvaaja MPO:n KL-vasteesta pH:ssa 5.5 ajanhetkellda 0 min. Reaktio sisélsi samat reagenssit

ja pitoisuudet kuin reaktio (A).

(D) Annosvastekuvaaja MPO:n KL-vasteesta pH:ssa 5.5 ajanhetkelld 0 min. Reaktio sisélsi samat reagenssit

kuin reaktio (A), mutta MPO:n pitoisuus oli 0,13 nM.
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4.2 Parasetamoli ja myeloperoksidaasin bakteeritappo

E. coli —lux bakteerin BL-vastetta mitattiin MPO:n ja eri parasetamolipitoisuuksien kanssa.
MPO tappoi bakteereja huomattavasti enemman kuin pelkk& vetyperoksidi (Kuva 7 A ja
B). Neutraalissa pH:ssa parasetamoli myods edisti MPO:n bakteeritappoa pienilla
pitoisuuksilla ja inhiboi suurilla (Kuva 7 A, B ja C). Parasetamolipitoisuus 5000 pg/ml
haittasi bakteerien kasvua jo itsessaan, silla télld pitoisuudella bakteerien maard oli

poikkeuksellisesti kontrollia alempi (Kuva 7 A).

Pitoisuudet, joilla aktivaatiota ja inhibitiota tapahtui, olivat samat kuin MPO:n KL-
reaktioissa (< 5 pg/ml edistivat tappoa ja > 50 pg/ml véhensivat). Suurin aktivaatio saatiin
pitoisuudella 2,5 pg/ml, jolloin bakteereja kuoli 10 % kontrollia enemmé&n. Toisaalta
kontrollissa on 60 minuutin jalkeen ollut 23 % bakteereja jaljella (77 % tappo) ja
parasetamolin aiheuttama suurin aktivaatio on vahentanyt bakteerien maaran 12 %:iin (88
% tappo). Néin ollen pelkastd parasetamolin vaikutuksesta jéljella olevien bakteerien

maaré on puolittunut.

Happamassa pH:ssa parasetamolin aiheuttamaa aktivaatiota ei saatu nakyviin MPO:n
pitoisuudella 1,3 nM, koska MPO toimii tehokkaammin alhaisessa pH:ssa tydssa
kaytetyilla reagenssien pitoisuuksilla. Taman vuoksi alhaisessa pH:ssa kaytettiin MPO:n
pitoisuutta 0,13 nM. Tall6in aktivaatio saatiin ndkyviin samalla parasetamolipitoisuudella
(2,5 pg/ml) kuin neutraalissa pH:ssa, mutta se ei ollut yhtd voimakasta (Kuva 7 D). Lisaksi
inhiboituminen oli heikompaa ja se nékyi vasta 50 pg/ml ja 500 pg/ml

parasetamolipitoisuuksilla.
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Kuva 7. Parasetamolin vaikutus MPO:n tapporeaktioon. Kuvaajissa kaikki pisteet ovat kahden rinnakkaisen
reaktion keskiarvoja.

(A) E. coli -lux bakteerien BL-vaste pH:ssa 7.0. Reaktiot sisalsivdt MPO:ta (1,3 nM), E. coli -lux bakteereja
(n. 10° kpl), vetyperoksidia (167 pM), parasetamolia (0,15-5000 pg/ml) ja HBSS:&4. Bakteerikontrolli
(Pelkka bakteeri) sisalsi vain bakteereja (n. 10° kpl) ja puskuria. Vetyperoksidikontrolli (Pelkka H,0,) sisalsi
bakteereja (n. 10° kpl), vetyperoksidia (167 pM) ja puskuria.

(B) Kuvan (A) reaktiot MPO:n tappamien bakteerien osuutena esitettynd. Prosenttiosuudet joka aikapisteessa
laskettiin vertaamalla reaktioiden luminesenssiarvoja bakteerikontrolliin (sisélsi vain bakteerit ja puskuria).
Parasetamolipitoisuus 5000 pg/ml on jatetty kuvaajasta pois, silld se haittasi jo itsessadan bakteerien kasvua.

(C) MPO:n suhteellinen aktiivisuus kuvaajasta (B) ajanhetkelld 60 min. Suhteellinen aktiivisuus sai arvon
1,00 parasetamolipitoisuudella 0 pg/ml, johon muita arvoja verrattiin.

(D) MPO:n suhteellinen aktiivisuus pH:ssa 5.5 ajanhetkelld 60 min. Reaktiot sisélsivat samat reagenssit kuin
(A), mutta MPO:n pitoisuus oli 0,13 nM. Suhteellinen aktiivisuus sai arvon 1,00 parasetamolipitoisuudella 0
pg/ml, johon muita arvoja verrattiin.
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5 TULOSTEN TARKASTELU

5.1 Parasetamoli ja myeloperoksidaasin kemiluminesenssivaste

Parasetamoli aktivoi MPO:n KL-vastetta pienilld pitoisuuksilla ja inhiboi suuremmilla
reaktion alussa (Kuva 6 A-D). Koelsch ym. (2010) havaitsivat, ettd kun MPO:n HOCI:n
tuotto mitataan 5 min reaktion aloituksen jalkeen, sen maara on tavallista suurempi 5
pg/ml  parasetamolipitoisuudella ja pienempi suuremmilla parasetamolipitoisuuksilla.
Taman tyén MPO:n KL-mittauksissa suurin luminesenssin aktivaatio saatiin 0,6-5 pg/mi
parasetamolipitoisuuksilla, joten Koelsch ym. (2010) tekeméat havainnot tukevat tdman

tyon tuloksia.

Liséksi Koelsch ym. (2010) mittasivat HOCI:n maaran 30 min reaktion kaynnistyksen
jalkeen 5 pg/ml parasetamolipitoisuudella, jolloin HOCI:n méara olikin kontrollia alempi.
Toisin sanoen, parasetamolin vaikutus HOCI:n tuotolle riippuu ld&keaineen pitoisuudesta
ja siitd4, kuinka kauan reaktion kaynnistyksestd on kulunut. Sopivalla pitoisuudella
parasetamoli liséd HOCI:n tuottoa vain reaktion alussa ja myéhemmin sen vaikutus on
painvastainen, eli se vahentdd HOCI:n tuottoa (Koelsch ym., 2010). Taméa ilmié nakyy
my0s kuvassa 6 A, jossa kontrollireaktion (sininen kayrd) KL alkaa mittauksen alussa
vasta nousta, kun useimmissa parasetamolia sisédltavisséd reaktioissa se on lahtenyt
korkeammalta ja on laskemaan pdin. Parasetamoli lisdési HOCI:n tuottoa
normaaliannoksilla ensimmaéisen 15 minuutin aikana, jonka jalkeen HOCI:n tuotto laski

kontrollireaktion tason alapuolelle.

Annosvastekuvaajissa kéytettiin hetken 0 min arvoja, joten parasetamolin aiheuttama
aktivaatio nakyy niissd vield voimakkaana. Parasetamoli nosti KL-vasteen seka
neutraalissa ettd happamassa pH:ssa kymmenen kertaa kontrollitasoa korkeammaksi.
Liséksi neutraalissa pH:ssa vasteet olivat kaikilla parasetamolipitoisuuksilla huomattavasti
korkeampia kuin happamassa, mika on voinut johtua siit4, ettd luminoli toimii
voimakkaimmin korkeassa pH:ssa. pH:ssa 5.5 alempi MPO:n pitoisuus tuotti myods

huomattavasti alempia vasteita kaikilla parasetamolipitoisuuksilla. Koelsch ym. (2010)
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tekemdssd tutkimuksessa 5 pg/ml parasetamolia aktivoi HOCI:n tuoton vain noin
kaksinkertaiseksi, mutta tdmé& mitattiin vasta 5 min reaktion aloituksen jélkeen. Aktivaatio

on voinut olla voimakkaampaa ennen mittausta.

MPO:n KL-mittauksissa osalle annosvastekuvaajien pisteistd saatiin tilastollisesti
merkittdva ero kontrolliin verrattuna. Td&ma laskettiin parillisella t-testilla. Tilastolliset
merkinnat jatettiin kuvaajista kuitenkin pois, sill4 eroja ei saatu kaikille pisteille. Tdma on
voinut johtua siitd, ettd rinnakkaisia reaktioita oli vain kaksi ja joissakin keskiarvoissa
keskihajonta oli melko suurta. Kokeet olisi voinut toistaa vield siten, ettd rinnakkaisia
reaktioita olisi ollut useampia.

5.2 Parasetamoli ja myeloperoksidaasin bakteeritappo

Optimi pH MPO:n toiminnalle riippuu reaktiossa olevan vetyperoksidin ja kloridi-ionien
pitoisuuksien suhteesta (Zgliczynski ym., 1977). Tassd tyossa kaytettiin huomattavasti
pienempaa MPO:n pitoisuutta happamassa pH:ssa, eikd vetyperoksidin ja kloridi-ionien
pitoisuuksia muutettu. Nain reaktio saatiin optimoitua sellaiseksi, ettd bakteereja jai

MPO:n kontrollireaktiossa tarpeeksi jéljelle parasetamolin aiheuttaman aktivaation varalle.

Bakteeritapon reaktioiden tulokset muistuttivat hyvin paljon KL-reaktioiden tuloksia.
Neutraalissa pH:ssa parasetamoli edisti MPO:n bakteeritappoa pienilla pitoisuuksilla ja
inhiboi suurilla, mika vastasi KL-kokeissa saatuja tuloksia reaktion alussa (Kuva 7 A, B ja
C). Jopa pitoisuudet, joilla tappo edistyi tai inhiboitui olivat samat. Namé tulokset tukevat
ajatusta, ettd MPO:n KL on sitd suurempi, mitd enemmaén bakteereille myrkyllistda HOCI: 44
muodostuu, silld kaikkein korkeimman KL-vasteen tuottaneella parasetamolipitoisuudella

on my0s bakteereja kuollut eniten.

Toisaalta parasetamolin aiheuttamalla suurimmalla aktivaatiolla bakteereja kuoli vain 10 %
enemman kuin kontrollissa, joten aktivaatio ei vaikuttanut yhtd voimakkaalta kuin KL-
reaktioissa. Liséksi KL-mittausten perusteella parasetamolin kokonaisvaikutus HOCI:n
muodostumiselle pitéisi olla inhiboiva (15 min jalkeen). Bakteeritapon reaktioissa osa

parasetamolipitoisuuksista on kuitenkin edistdnyt tappoa vield 60 minuutin kohdalla.
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Toisaalta tdma voisi johtua esimerkiksi siité, ettd 15 minuutin aktivaatio on romahduttanut
bakteerien mé&aran riittdvan alhaiseksi, etteivat bakteerit ole end4d 60 minuutin aikana

ehtineet toipua normaalille tasolle.

Happamassa pH:ssa parasetamolin vaikutus MPO:n bakteeritappoon oli heikompaa kuin
neutraalissa (Kuva 7 D). Koelsch ym. (2010) mukaan MPO:n affiniteetti kloridi-ioneihin
kasvaa happamissa olosuhteissa, jolloin se myds muodostaa HOCI:4& enemman. Tama
puolestaan johtaa siihen, ettd parasetamolin inhiboivan vaikutuksen tulisi olla vahaisempaa
alhaisessa pH:ssa. Bakteeritapon reaktioissa inhibitio ndyttaakin olevan huomattavasti
heikompaa ainakin 50 pg/ml parasetamolipitoisuudella. Tamén liséksi on kuitenkin myaos
aktivaatio jostakin syysté heikentynyt. KL-reaktioissa inhibitio ndyttdd myds heikentyneen
jonkin verran happamassa pH:ssa, mutta naissd reaktioissa pH:n muutos on saattanut

vaikuttaa luminolin toimintaan (Kuva 6 B, C ja D).

5.3 Loppupohdinta

Uutta tassa tyodssd oli MPO:n KL-vasteen mittaaminen eri parasetamolipitoisuuksien
kanssa yhtdjaksoisesti, silla edellisissa tutkimuksissa KL tai HOCI:n maara on mitattu aina
tietyn inkubaatioajan jalkeen (Shalabi, 1992; Shalabi ja al-Tuwaijri, 1996; Koelsch ym.,
2010). MPO:n bakteeritapon reaktion seuraaminen eri parasetamolipitoisuuksilla oli myo6s

uutta.

Veressé vapaana olevan MPO:n osuudesta eri sairauksiin on ollut paljon puhetta (Nicholls
ja Hazen, 2005; Koelsch ym., 2010; Shao ym., 2012). Tdéman tyon KL-mittausten tulosten
perusteella parasetamolin kokonaisvaikutus HOCI:n tuottoon on inhiboiva (15 min
jalkeen). Jos keskitytddn vain niihin tutkimuksiin, joissa MPO on todettu elimistolle
haitalliseksi (Nicholls ja Hazen, 2005; Koelsch ym., 2010; Shao ym., 2012) ja sen merKkitys
immuunipuolustukselle vahaiseksi (Prokopowicz ym., 2012), voisi sen inhibitiolla olla
hyvin positiivisia vaikutuksia. Tdman tyon KL-mittauksen tulokset tukisivat tatd ajatusta.
Toisaalta bakteeritapon tulokset tassé tydssé eivét kulje taysin kasi kadessa KL-mittausten

tulosten kanssa, silld inhibitiota ei ndy ndissa reaktioissa kuin yliannoksen pitoisuuksilla (<
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150 pM tai < 22,5 pg/ml). Vallitseva ajatus kirjallisuuden mukaan on kuitenkin se, etta
parasetamoli inhiboi MPO:n toimintaa (Koelsch ym., 2010).

Toisaalta on my6s vaikea kuvitella, minkalaisia vaikutuksia voimakkaalla 15 minuutin (tai
MPO:n tappokokeiden perusteella pidempikestoisella ja heikommalla) aktivaatiolla voisi
olla veressa vapaana olevalle MPO:lle koko elimistossa. Aktivaation vaikutuksia eivét
ainakaan Koelsch ym. (2010) sen enempda pohdiskele, vaikka he ovat sen myos
havainneet. Ehk& aktivaation vaikutuksia pidetddn vahaisind. Joka tapauksessa, MPO:n
aktivaation ja inhibition vaikutukset elimistolle riippuvat todennékdisesti vapaan MPO:n
maarésta, joka on myos ollut kiistanalainen aihe tutkijoiden keskuudessa. Kun otetaan
huomioon vielda MPO:n eri muodot (inaktiivinen, aktiivinen), monimutkaistuu kuvio

edelleen.

Muiden yhdisteiden vaikutuksia MPO:hon ja neutrofiileihin on jonkin verran jo tutkittu
(Koelsch ym., 2010). Jotkin Kipuldakkeet, tryptofaani ja sen johdannaiset seka typpioksidin
radikaalit inhiboivat ainakin eristetyn MPO:n HOCI:n muodostamista. Useat naistéd
yhdisteistd eivat kuitenkaan vaikuta kokonaisten neutrofiilien HOCI:n muodostumiseen
(Koelsch ym., 2010). Koelsch ym. (2010) ovatkin sitd mieltd, ettd parasetamoli voisi olla
paras vaihtoehto MPO:n inhibiittoriksi sairauksissa, joissa MPO:ta pidetadn haitallisena.
Parasetamolin kayttod he perustelevat muun muassa silla, etta se inhiboi myos kokonaisten
neutrofiilien HOCI:n tuottoa, solun ulkoinen valiaine ei haittaa sen toimintaa, ja sen kéaytté

ihmisissé on jo valmiiksi hyvéksytty.

Taman tutkimuksen kokeita olisi voinut vield jatkaa esimerkiksi mittaamalla kokonaisten
neutrofiilien KL-vastetta ja bakteeritappoa. Nain voitaisiin saada realistisempi kuva
parasetamolin vaikutuksista immuunipuolustukseen, silld kokeet, joissa ké&ytetddn vain
eristettyd entsyymid, ovat kuitenkin hyvin kaukana elimiston oikeasta tilanteesta. Nain
saataisiin myods paremmin selville vaikuttaako parasetamoli samalla tavalla solujen
ulkopuoliseen ja neutrofiilien siséll4 olevaan MPO:hon. Samat kokeet voisi myos toistaa
muilla la&keaineilla, kuten aspiriinilla ja ibuprofeenilla, jotta tiedettéisiin, ovatko havaitut

vaikutukset ominaisia vain parasetamolille. N&issd kokeissa olisi voinut myds suoraan
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mitata HOCI:n maé&ra4, kuten Koelsch ym., 2010 tekivat. KL:44 pidetd&n kuitenkin melko

epéaspesifisend reaktiivisten happiyhdisteiden muodostumisen mittana.

Taman tutkimuksen KL-mittausten ja bakteeritapon mittausten perusteella parasetamoli
vaikuttaa MPO:n toimintaan merkittavasti |d&karin ohjeiden mukaan saavutettavilla
pitoisuuksilla (alle 4 g annos vuorokaudessa, pitoisuus plasmassa pysyy alle 150 uM tai
22,5 pg/ml). Liséksi parasetamoli vaikuttaa MPO:hon neutraalissa ja happamassa pH:ssa
samalla tavalla, silla kummissakin olosuhteissa oli havaittavissa aktivaatiota ja inhibitiota
sekd KL:n ettd bakteeritapon reaktioissa. Nain ollen vaikuttaisi silta, ettd parasetamolin
vaikutus seka solun sisdiseen ettd ulkopuoliseen MPO:hon olisi samanlaista.
Voimakkuudeltaan vaikutus saattaa olla hieman heikompaa neutrofiilien sisalla olevalle
MPO:lle. Bakteeritapon tulosten perusteella parasetamolin normaalikaytolla saavutettavilla
pitoisuuksilla (enintddn 4 g vuorokaudessa) ei olisi ainakaan negatiivista vaikutusta MPO:n
bakteeritapolle. Koska KL-mittauksissa parasetamolin vaikutus oli kuitenkin merkittavé,
olisi tarkeda selvittdd, mika vaikutus parasetamolin inhibitiolla ja mahdollisella

aktivaatiolla voisi olla ihmisen elimiston toiminnalle.
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LIITTEET

Liite 1: Liuosten valmistusohjeet

Boraattipuskuri

Luminolin varastoliuoksen valmistuksessa kaytetty 0,2 M boraattipuskuri (pH 9) sisélsi
yhden osan 0,2 M boorihappoa (H3BO3) ja neljd osaa natriumtetraboraattia (Na,B,O7* 10
H,0).

HBSS -puskurit

Hankin tasapainotettu suolaliuos (HBSS) sisélsi litraa kohden 8 g NaCl; 0,4 g KCI; 0,048 g
Na;HPO,; 0,35 g NaHCO3; 0,06 g KH,POy; 1 g glukoosi; 0,14 g CaCl,; 0,1 g MgCl, « 6
H,0 ja 0,1 g MgSOy * 7 H,0.

HBSS -puskurien pH saadettiin HsPO4:1la.

Kaikki puskurit valmistettiin MQ -veteen (Millipore, Ranska) ja niitd sailytettiin
jadkaapissa +4 °C:ssa. Puskurien valmistuksessa kaytetyt reagenssit olivat puhtaudeltaan
vahintaan analyyttista puhtausluokkaa.

Luminoli

Luminolin (5-amino-2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidioni) 10 mM varastoliuos valmistettiin
liuottamalla luminoli (Sigma-Aldrich) 0,2 M boraattipuskuriin. Luminoliliuos séilytettiin
pakastimessa -20 °C:ssa.

Myeloperoksidaasi

MPO:n varastoliuos tehtiin liuottamalla ihmisen polymorfonukleaarisilta leukosyyteilta
eristetty MPO (Planta Natural Products) MQ -veteen 1000 pg/ml pitoisuudeksi. Liuoksesta
valmistettiin myos 100 pg/ml laimennoksia. Varastoliuokset sailytettiin pakastimessa -20
°C:ssa.

Parasetamoli

Jauhemuotoinen  parasetamoli  (4'-hydroxyacetanilide, Sigma-Aldrich) liuotettiin
koepdivana puskuriin yleensé noin 12000 pg/ml pitoisuudeksi, jota laimennettiin edelleen
tarpeen mukaan. Liuottimena kaytettiin HBSS puskuria. Parasetamolijauhetta séilytettiin
huoneenlammaossa.

Vetyperoksidi
Vetyperoksidista (30 % w/w, J.T. Baker) tehtiin 500 pl eria pakastimeen -20 °C:seen.
Alkuperaista vetyperoksidia sailytettiin jaakaapissa +4 °C:ssa.



