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Syljen sytokiinimaéaran ja lihavuuden vélinen yhteys

Lihavuus on maailmanlaajuisesti lisddntyva ongelma, johon kuolee vuosittain noin 3,4
miljoonaa aikuista. Energian varastoinnin lisdksi valkoisen rasvakudoksen on havaittu
tuottavan monia erilaisia biologisesti aktiivisia molekyyleja. Tallaisia molekyylejd ovat
esimerkiksi proinflammatoriset sytokiinit interleukiini (IL)-1p, IL-6 ja tuumorinekroositekijé
(TNF)-a, joiden pitoisuudet ovat korkeammat lihavien ihmisten seerumissa. Lihavien
ihmisten elimistdssa vallitsee matala-asteinen krooninen tulehdus, joka havaitaan kohonneena
CRP-pitoisuutena.

Parodontaalisairaudet ovat joukko infektioperdisia sairauksia, jotka vahingoittavat hampaan
kiinnityskudoksia.  Vaikka parodontiitin  etiologisena tekijand ovatkin  bakteerit,
proinflammatorisilla sytokiineilla, kuten IL-1p:lla, IL-6:1la ja TNF-a:lla, on rooli hampaan
kiinnityskudosten tuhoutumisessa. Lihavuuden on ajateltu olevan yhteydessd parodontiitin
syntyyn seerumin lisdéntyneen sytokiinipitoisuuden ja matala-asteisen tulehduksen vuoksi.
Lihavuuden ja parodontiitin vélille on ehdotettu monia yhdistavia tekijoitd, kuten
oksidatiivinen stressi, suun mikrobit ja insuliiniresistenssi.

Tutkielman teoriaosiossa kasiteltiin parodontiittia ja lihavuutta sekd mekanismeja, joilla
lihavuus voisi edistdd parodontiitin syntyd. Kokeellisessa osiossa tutkittiin  DILGOM-
tutkimuksesta perdisin olevien sylkindytteiden proinflammatoristen sytokiinien IL-1B:n, IL-
6:n, IL-8:n ja TNF-a.:n ja anti-inflammatoristen sytokiinien IL-1ra:n ja IL-10:n maaran vélista
yhteyttd painoindeksiin  (BMI). Tutkimusmenetelmdna kaytettiin  virtaussytometriaan
perustuvaa Luminex® xMAP™ -teknologiaa.

Tutkimustulosten perusteella IL-1p- ja IL-8-pitoisuudet ovat korkeammat lihavien
henkildiden sylkindytteissa verrattuna normaalipainoisiin. IL-10-pitoisuudet taas ovat
korkeammat normaalipainoisten henkildiden sylkinéytteissad. IL-1B-, IL-8- ja IL-10-
pitoisuudet korreloivat BMI:n nousuun. Loppupéatelmé on, ettd korkea BMI aktivoi suun
tulehdustilaa ja tupakointi lisaa riskié tulehdukselle.
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JOHDANTO

Ylipainon ja lihavuuden esiintyvyys on lisdéntynyt jatkuvasti ja ongelma aiheuttaa huolta
maailmanlaajuisesti. Aikuinen maaritell&dn ylipainoiseksi, jos hénen painoindeksinsa (BMI)
on suurempi tai yhté suuri kuin 25 kg/m?. Lihavilla ihmisilla BMI on suurempi tai yhtd suuri
kuin 30 kg/m?. Ylipainoisilla ja lihavilla henkil6illa elimistoon kertyy ylimaarin rasvakudosta,
joka saattaa johtaa terveyden vaarantumiseen. Lihavuus saa aikaan elimistossa matala-
asteiseen tulehduksen, jonka on havaittu altistavan erilaisille kroonisille sairauksille, kuten
sydan- ja verisuonisairauksille ja diabetekselle. Lihavuuteen liittyva matala-asteinen tulehdus

saattaa altistaa myos parodontiitille. (Suvan ym. 2011, WHO 2014.)

Parodontiitti on  krooninen tulehduksellinen sairaus, joka vaikuttaa hampaiden
kiinnityskudoksiin ja voi johtaa hampaiden menetykseen. Se on seurausta patogeenisten
bakteerien ja immuunipuolustuksen vuorovaikutuksesta. (Dentino ym. 2013.) Parodontiitin
syntyyn johtavat mekanismit eivét ole vield taysin selvill4 ja monien tekijoiden on oletettu
edistdvan parodontiitin syntyd. Téllaisia tekijoita ovat esimerkiksi tupakointi ja diabetes.
Lihavilla henkil6illa esiintyvélla lisdantyneelld proinflammatoristen sytokiinien erityksella on

my0s ajateltu vaikuttavan parodontiitin syntyyn. (Boesing ym. 2009.)

Lihavuuden ja parodontiitin yhteyttd on tutkittu useissa poikkileikkaustutkimuksissa (Suvan
ym. 2011) ja useita eri tapoja, joilla lihavuus voisi edistdd parodontiitin syntyd, on ehdotettu
(Ritchie 2007). Tarkka mekanismi, jolla lihavuus vaikuttaa parodontiitin syntyyn, on
kuitenkin edelleen epéselva.

Tutkielman Kirjallisuusosiossa kaydaan lapi lihavuuden vaikutusta elimistéon ja sen
mahdollisia tapoja edistad parodontiitin syntyd. Tutkimusosiossa selvitettiin parodontaalisen
tulenduksen yhteyttd lihavuuteen maarittdmalla normaalipainoisten ja lihavien henkil6iden
syljen sytokiinimaaria ja vertaamalla niit& painoindeksiin.

1 HAMPAAN KIINNITYSKUDOSSAIRAUDET

1.1 Hampaan kiinnityskudossairauksien maaritelméa

Hampaan kiinnityskudokset koostuvat ikenestd, parodontaaliligamentista, juurisementista ja
alveolaariluusta. Hampaan kiinnityskudossairaudet ovat joukko sairauksia, jotka johtuvat



ientaskussa olevien bakteerien aiheuttamasta tulehduksesta ympardivassd kudoksessa.
(Dentino ym. 2013.) Talla hetkelld kaytossa oleva hampaan Kkiinnityskudossairauksien
luokittelu tehtiin vuonna 1999 (Taulukko 1). Tassa luokittelussa krooninen ja aggressiivinen

parodontiitti korvasivat aikuis- ja lapsuusidssa alkavan parodontiitin. (Armitage 1999.)

Taulukko 1. Hampaan kiinnityskudossairauksien luokittelu.

1. lensairaudet 5. Nekrotisoivat parodontaalisairaudet

2. Krooninen parodontiitti 6. Parodontaaliabsessit

3. Aggressiivinen parodontiitti 7. Endodonttiseen leesioon liittyva
parodontiitti

4. Systeemisairauksiin liittyva parodontiitti 8. Kehitykselliset ja hankitut

epamuodostumat ja tilat

Hampaan Kiinnityskudossairauksien padasiallinen etiologinen tekija on hammasplakki, joka
koostuu monimutkaisesta bakteeribiofilmistd. =~ Hammasplakki koostuu useista eri
bakteerilajeista. Tutkimuksessa suun biofilmissa on havaittu ainakin 700 eri bakteerilajia.
(Aas ym. 2005.) Subgingivaalinen plakki syventyneissd ientaskuissa koostuu padasiassa
gram-negatiivisista anaerobisista sauvoista ja spirookeetoista. Parodontiitin syntyyn liitettyja
bakteereja ovat Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, Treponema denticola, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum,
Eikenella corrodens, Campylobacter rectus, ja Parvimonas micra. (Moore ja Moore 1994,

Berezow ja Darveau 2011.)

Gingiviitti on marginaalisen ikenen tulehdus, jossa voidaan havaita kliinisesti muutoksia
ikenen vérissd, muodossa ja verenvuodossa. Gingiviitin aiheuttamat muutokset ovat
palautuvia ja gingiviitti parantuu taysin, kun suuhygienia saadaan riittdvan hyvalle tasolle.
(Dentino ym. 2013.)

Parodontiittissa tulehdus ulottuu syvemmadlle kuin marginaaliseen ikeneen. Parodontiitti
aiheuttaa palautumattomia muutoksia hampaan kiinnityskudoksille. Téllaisia muutoksia ovat
hammasta leukaluuhun kiinnittdvien kollageenisaikeiden ja alveolaariluun tuhoutuminen.
Parodontiitille tunnusomaisia merkkejad ovat syventyneet ientaskut, luukato ja liikkuvuus

hampaissa. Hoitamattomana parodontiitti johtaa hampaan menetykseen. (Cochran 2008.)



1.2 Parodontiitin riskitekijat

Vaikka parodontiitin padasiallinen etiologinen tekija on plakki, yksilotasolla parodontiitin
syntyyn vaikuttavat monet tekijat. Tallaisia tekijoitd ovat esimerkiksi tupakointi, diabetes,
geneettiset tekijat, stressi, osteoporoosi ja lihavuus (Genco ja Borgnakke 2013.) Lihavuutta

parodontiitin riskitekijana kasitell&an tarkemmin kappaleessa 3.

Tupakointi on merkittdva parodontiitin riskitekija (Bergstrom ja Preber 1994). Tupakointi
vaikuttaa hampaan kiinnityskudoksiin monin eri tavoin. Se muuttaa biofilmin koostumusta,
heikentdd verenkiertoa ikenissd, muuttaa neutrofiilien toimintaa ja vaikuttaa sytokiinien
tuottoon. (Heasman ym. 2006.) Parodontiittia sairastavilla tupakoitsijoilla esiintyy vdhemman
Kliinisia tulehduksen merkkeja ja ienverenvuotoa, jonka vuoksi parodontiittia on vaikeampi
havaita (Bergstrom 1990.)

Diabetes on sairaus, joka aiheuttaa elimistoon hyperglykemiaa. Epanormaali
sokeriaineenvaihdunta johtuu joko puutteesta insuliinini toiminnassa tai tuotossa.
Hyperglykemia johtaa lisdantyneeseen tulehdusvasteeseen hampaan Kiinnityskudoksissa.
(Brownlee 2005.) Diabetesta sairastavilla henkil6ill& esiintyy enemman parodontiittia ja myos
heidan parodontiittinsa taudinkuva on vaikeampi (Grossi ym. 1995). Potilaat, joilla diabetes
on hyvassa hoitotasapainossa, eivat saa parodontiittia yhtd helposti ja he reagoivat paremmin
hoitoon (Cutler ym. 1999).

Geneettiset tekijat vaikuttavat erityisesti aggressiivisen parodontiitin syntyyn (Meng ym.
2011).

Stressi vaikuttaa immuunipuolustukseen ja lisda epaterveellisia eldmantapoja. Stressi voi
johtaa immunosupressiiviseen tilaan, joka voi edistdd hampaan kiinnityskudosten
tuhoutumista. (Genco ja Borgnakke 2013.)

Osteoporoosi  véhentdd luun  mineralisaatioastetta, joka johtaa suurentuneeseen
murtumariskiin. Osteoporoosin ja parodontiitin vélinen yhteys on edelleen epéselva, vaikka
monissa tutkimuksissa osteoporoosin osoitettiin olevan riskitekija parodontiitille. (Martinez-
Maestre ym. 2010.)



1.3 Parodontiitin patogeneesi

Parodontiitti saa alkunsa bakteeribiofilmin kertymisestd ienrajaan ja ikenen alle, mika
aiheuttaa kroonisen tulehdusreaktion. Tulehduksen edetessa elimistd yrittdd kontrolloida
taudinaiheuttajia ja samalla tapahtuu elimiston omien pehmyt- ja kovakudosten tuhoutumista.
Parodontiittiin liittyvat immuunireaktiot ovat monimutkaisia ja niistd vastaavat seka

luonnollinen ettd hankittu immuniteetti (Kuva 1).

Luonnollinen immuniteetti vastaa elimiston ensivaiheen puolustuksesta taudinaiheuttajia
vastaan. Bakteerien metaboliatuotteet saavat liitosepiteelin tuottamaan sytokiineja, kuten
tuumorinekroositekijé (TNF)-a:aa, interleukiini (IL)-1p:aa, IL-6:tta ja IL-8:aa ja hermosolut
tuottamaan neuropeptidejd, jotka aiheuttavat paikallista verisuonten laajenemista. Neutrofiilit
vaeltavat tulehdusalueelle 1L-8:n ohjaamana. Neutrofiilien maaré sidekudoksessa kasvaa ja
kudokseen ilmestyy myods makrofageja, lymfosyyttejd, plasmasoluja ja syottoésoluja. Liséksi
komplementti aktivoituu. Kliinisia merkkeja ientulenduksesta voidaan havaita téssé kohtaa.
(Cekici ym. 2013.)

Jos luonnollinen immuniteetti ei pysty pysayttamaan tulehdusta, jatkaa hankittu immuniteetti.
Tassd vaiheessa pdadroolissa ovat makrofagit, lymfosyytit ja vasta-aineita tuottavat
plasmasolut. Lipopolysakkaridien (LPS) aktivoimat makrofagit tuottavat IL-13:a, TNF-a:a,
matriksin metalloproteinaaseja (MMP) ja prostaglandiini Ez:ita (PGE2). IL-1p ja TNF-a
aktivoivat fibroblasteja tuottamaan PGE2:ta ja MMP:a. Tdma johtaa solunulkoisen matriisin
tuhoutumiseen. (Page ym. 1997.)

Alveoliluun tuhoutuminen on olennainen osa parodontiittia. Bakteerien metabolia tuotteet ja
sytokiinit johtavat luuta muodostavien osteoblastien ja luuta tuhoavien osteoklastien
toiminnan hairiintymiseen ja alveoliluun resorptioon. Aktivoituneet T-solut tuottavat
RANKL:a (engl. receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand). RANKL:n tuottoa T-
soluissa voivat lisatd esimerkiksi proinflammatoriset sytokiinit. RANKL sitoutuu
osteoklastien esiasteiden pinnalla oleviin reseptoreihin ja saavat ne erilaistumaan
osteoklasteiksi, mistd seuraa luun resorptiota. RANK/RANKL-systeemid kontrolloi
osteoprotegeniini (OPG), joka estdd RANKL.:n sitoutumisen RANK:iin. (Bostanci ym 2007,
Taubman ym. 2007.)
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Kuva 1. Parodontiitin patogeneesi (mukaillen Page ym. 2007).

2 LIHAVUUS

2.1 Ylipainon ja lihavuuden maaritelmat

Ylipainossa ja lihavuudessa tapahtuu ylimaardisen rasvan kertymista elimistéon, mika voi
vaarantaa terveyden. Painoindeksi eli BMI (engl. body mass index) on yleisesti kédytetty tapa
luokitella ylipaino ja lihavuus. BMI ilmaisee henkilén massan suhteen pituuden neliéén
(kg/m?). Ylipainoiseksi luokitellaan henkild, jonka BMI on suurempi tai yhta suuri kuin 25
kg/m? ja lihavaksi luokitellaan henkild, jonka BMI on suurempi tai yhté suuri kuin 30 kg/m?.
(WHO 2014.)

Ylipaino ja lihavuus ovat kasvavia kansainvélisid ongelmia ja niiden seurauksena kuolee
vuosittain noin 3,4 miljoonaa aikuista. Ne johtuvat epétasapainosta energian saannin ja
kulutuksen valilla. Ruuasta saadun energian maara on kasvanut ja samalla liikunnan maara on
vahentynyt. Ylipainoon ja lihavuuteen liittyy monia liitdnnéissairauksia, kuten sydan- ja
verenkiertoelimiston sairauksia, diabetes, tuki- ja liikuntaelimiston sairauksia ja joitakin

syOpié. Riski liitdnndissairauksille kasvaa BMI:n kasvaessa. (WHO 2014.)
2.2 Valkoinen rasvakudos
Elimiston rasvakudos jaetaan valkoiseen ja ruskeaan rasvakudokseen. Suurin o0sa

rasvakudoksesta on valkoista rasvakudosta, joka toimii energiavarastona. Valkoinen

rasvakudos koostuu padosin viskeraalisesta eli elimellisestd (n. 10 %) ja ihonalaisesta



rasvakudoksesta (n. 85 %). Energian varastoinnin liséksi valkoinen rasvakudos toimii
endokriinisend elimeng, joka tuottaa bioaktiivisia molekyylejg, joita kutsutaan adipokiineiksi.
Ihonalaiseen rasvakudokseen verrattuna viskeraalinen rasvakudos on aineenvaihdunnaltaan

aktiivisempaa. (Kershaw ja Flier 2004.)

Valkoinen rasvakudos on myods immunologinen elin, jossa on huomattava maaré valkosoluja.
Rasvasolujen ja valkosolujen yhteistoiminta auttaa elimistdd sadtelemaan energiavarastoja
ravinnonpuutteen tai patogeenialtistuksen aikana. Nykyaan aliravitsemusta suurempi ongelma
on kuitenkin energian liiallinen saanti. Lihavuuden liitdnnaissairaudet liittyvéat vahvasti
lihavuudesta johtuvaan valkoisen rasvakudoksen tulehdukseen ja siitd seuraavaan

suurentuneeseen tulehdusmerkkiaineiden pitoisuuksiin elimistossé. (Dalmas ym. 2011.)

Liika energian saanti johtaa rasvasolujen hypertrofiaan valkoisessa rasvakudoksessa.
Hypertrofiset rasvasolut eivat pysty varastoimaan kunnolla ylim&ardista energiaa. Tama
johtaa hairidtilaan rasvakudoksessa. Rasvasolut vapauttavat sytokiineja, kemokiineja ja
proinflammatorisia rasvahappoja, mista seuraa lisaantynyt tulehdus ja leukosyyttien maaran ja
fenotyyppien muutos rasvakudoksessa. Valkosolujen vapauttamat pro- ja anti-inflammatoriset

molekyylit taas vaikuttavat rasvakudokseen lisaten sen tulehdusta. (Cinti ym. 2005.)

Makrofagit ovat valkoisen rasvakudoksen runsaslukuisin valkosoluryhma ja liittyvat
keskeisesti lihavuuden aiheuttamaan tulehdukseen (Weisberg ym. 2003). Makrofagien mééaran
on havaittu lisddntyvan rasvasolujen hypertrofian ja BMI:n lisddntyessa (Curat ym. 2004).
Riippuen ympéroivan kudoksen tekijoista ja Kiertdvistd monosyytti-alalajeista, makrofagit
voivat polarisoitua joko pro- (M1) tai anti-inflammatoriseen (M2) muotoon. Lihavuus
aiheuttaa  makrofageissa  fenotyyppimuutoksen M2-muodosta M1-muotoon.  Anti-
inflammatoriset M2-muodon makrofagit tuottavat IL-10:t4, joka lisd4 insuliiniherkkyytta
rasvasoluissa. Proinflammatoriset M1-tyypin makrofagit kiinnittyvat nekrotisoituvien
rasvasolujen ympadrille tulehtuneessa rasvakudoksessa ja tuottavat huomattavia maaria
proinflammatorisia sytokiineja (esim, IL-6 ja TNF-a). (Lumeng ym. 2007, Wentworth ym.
2010.)

2.3 Lihavuus ja tulehdus

Lihavuus aiheuttaa elimistoon matala-asteisen tulehduksellisen tilan (Cancello ja Clément

2006). Aiemmin valkoisen rasvakudoksen uskottiin olevan 1&hinnd triglyseridien varasto.



Nykyédén tiedetdan, ettd valkoinen rasvakudos on monimutkainen endokriininen elin, joka
tuottaa useita immuunivasteeseen vaikuttavia tekijoitd ja saatelee elimiston metaboliaa.
Valkoisen rasvakudoksen solut tuottavat yli 50:tt4 molekyylig, jotka tunnetaan yhteisnimella
adipokiinit. Adipokiinien vaikutukset voivat olla paikallisia tai systeemisid. Adipokiinit
toimivat eri tavoin: ne saattavat olla hormoninkaltaisia molekyyleja, sytokiineja, hemostaasiin
liittyvid proteiineja, verenpaineen saatelijoitd, angiogeneesin edistdjid tai akuutin faasin
proteiineja (Ritchie 2007, Trayhurn ja Wood 2004.)

Leptiini on hormoninkaltainen molekyyli, jota rasvasolut tuottavat. Leptiini véhentaa
ruokahalua ja lisd&d energian kulutusta. Useilla lihavilla henkil6illa on kohonnut
leptiinipitoisuus, joka ei vdhennd ruokahalua. Leptiiniresistenssin uskotaan olevan lihavuuden
taustalla. (Correia ja Haynes 2004.) Myos adiponektiini on hormoninkaltainen rasvasolujen
tuottama molekyyli. Adiponektiinin maard vahenee lihavilla henkil6illa. Madaltunut
adiponektiinipitoisuus on liitetty lisdéntyneeseen sydédn ja verenkiertoelimiston sairauksien

riskiin ja metaboliseen oireyhtymaan. (Kumada ym. 2003.)

Lihavuus aiheuttaa morfologisia ja metabolisia muutoksia valkoiseen rasvakudokseen ja
muihin elimiin kuten haimaan, hypotalamukseen, lihakseen ja maksaan. Liiallinen
triglyserolien ma&&ra suurentaa rasvasoluja ja aloittaa stressivasteen, josta seuraa
tulehduksellisten signaalinvalitysteiden aktivoituminen. Seerumin vapaat rasvahapot ja niiden
pilkkoutumistuotteet aloittavat myds tulehduskaskadeja, jotka lisadvét sytokiinien eritysta.
(Rocha ja Libby 2009.) Sytokiinit edistdvat monosyyttien muuttumista inflammatorisiksi
makrofageiksi rasvakudoksessa. Makrofagit vastaavat paikallisesta TNF-o:n ja IL-6:n
tuotosta, jotka puolestaan lisddvat CRP:n (engl. C-reactive protein) tuottoa. Makrofagien
maara on suoraan riippuvainen lihavuuden asteesta ja sitd voidaan pienentdd liikunnalla.
(Weisberg ym. 2003.)

3 LIHAVUUS JA PARODONTIHTTI

Lihavuuden ja parodontiitin valinen yhteys esitettiin ensimmaisen kerran vuonna 1977, kun
lihavilla rotilla havaittiin muutoksia parodontiumissa (Perlstein ja Bissada 1977).
Parodontiitin ja lihavuuden vélilla on osoitettu olevan yhteys monissa tutkimuksissa (Al-
Zahrani ym. 2003, D'Aiuto ym. 2008, Reeves ym. 2006, Wood ym. 2003).



3.1 Suun mikrobit

Haffajee ja Socransky (2009) vertailivat tutkimuksessaan gingiviitti sairastavia ja terveita
henkil6itd kroonista parodontiittia sairastaviin henkildihin. He havaitsivat huomattavasti
suuremman maadran suuremman maéran T. forsythia -bakteeria lihavilla henkil6illa, jotka
sairastivat gingiviittid verrattuna muihin testiryhmiin. T. forsythian lisdantynyt maara lihavilla

gingiviittipotilailla voi johtaa suurentuneeseen riskiin sairastua parodontiittiin.

3.2 Tulehdusvaste

Lihavien henkilOiden elimistossd on havaittu vallitsevan matala-asteinen subkliininen
tulehdus, johon liittyvat lisdantynyt maard akuutin faasin proteiineja, proinflammatorisia
sytokiineja ja valkosoluja (Bistrian 2007). Useissa tutkimuksissa on osoitettu, ettd
rasvasolujen tuottamien proinflammatoristen sytokiinien maara seerumissa on kohonnut
lihavilla thmisilla. (Bruun ym. 2003, Kopp ym. 2003). Lihavilla henkil6illd erityisesti
seerumin IL-6 ja TNF-o pitoisuudet ovat korkeammat ja nailla sytokiineilla voi olla suora

vaikutus parodontaalikudoksiin. (Boesing ym. 2009)

3.3 Lisadantynyt oksidatiivinen stressi

Oksidatiivisen stressin on ajateltu olevan yhdistava tekija lihavuuden ja parodontiitin valilla.
Lihavilla henkil6illa elimistd ei pysty sopeutumaan jatkuvaan energian saantiin. Tastd seuraa
elimistdn lisdéntynyt oksidatiivinen stressi, joka johtaa tulehdusvasteen kaynnistymiseen ja

soluelinten toiminnan h&irioon. (Suresh ja Mahendra, 2014.)

Korkea ROS-pitoisuus (engl. reactive oxygen species) ja antioksidanttiaktiivisuuden
madaltuminen voi lisata parodontaalikudosten tuhoa (Kroll, 2004). Parodontiittia sairastavilla
henkil6illa on havaittu korkeampaa ienkudoksen lipidien peroksidaatioastetta (Tsai ym. 2005,
Takane ym. 2002).

3.4 Insuliiniresistenssi
Genco ym. (2005) havaitsivat tutkimuksessaan, ettd parodontaalinen kiinnityskudoskato

lisdantyi insuliiniresistenssin myo6t4. He havaitsivat myos, etté lihavilla henkil6illg, joilla oli

insuliiniresistenssi,  oli ~ enemman  Kiinnityskudoskatoa  kuin  normaalipainoisilla.



Insuliiniresistenssi johtaa tulehduksen lisd&dntymiseen elimistossd ja edistdd bakteerien

aiheuttaman parodontiitin kehittymista.

4 SYLKI

4.1 Syljen koostumus ja merkitys suussa

Sylki on hieman hapan monimutkainen nesteiden seos, joka on perdisin suurista ja pienista
sylkirauhasista ja ientaskunesteestd. Terveelld henkilolla syljen eritys on noin 1-1,5 litraa
paivassa. 99 % syljestd on vettd. Sylki koostuu my6ds monista elektrolyyteistd, kuten
natriumista, kaliumista, kalsiumista, magnesiumista, bikarbonaatista ja fosfaateista. Liséksi
syljessa on immunoglobuliineja, proteiineja, entsyymeja, musiineja ja typpipohjaisia
molekyyleja. Sylki toimii puskurina suun pH-muutoksia vastaan, suojaa mikrobeilta seka
vaikuttaa hampaiden kovakudoksen liukenemiseen ja uudelleen mineralisoitumiseen. Lisaksi
sylki voitelee limakalvoja ja on tarked makuaistimuksen synnyssa. (Humphrey ja Williamson
2001, Miller ym. 2010.)

4.2 Sylki diagnostisena materiaalina

Sylki on biologinen neste, jota terveelld henkil6lla erittyy runsaasti. Sen kerdadminen on
helppoa, eikéd siihen vaadita invasiivisia Kipua tuottavia menetelmid, kuten verinaytteiden
kerdamista. Lisaksi syljen kerddminen on halpaa, eiké& siihen vaadita la&ketieteellisesti
koulutettua henkildkuntaa. Syljen kayttd diagnostisena materiaalina on heréttanyt kiinnostusta
jo pitkédan. (Hu ym. 2006.) Sylkidiagnostiikkaa on ehdotettu erilaisten systeemisten tautien,
kuten syovén ja HIV-tartunnan toteamiseen ja suusairauksien diagnosointiin. Liséksi sylkea

voidaan kayttad materiaalina huumetesteihin ja geenianalyyseihin. (Taylor 2013.)

Sylki on lupaava diagnostinen véline, koska se siséltdd sekd paikallisia ettd systeemisia
tekijoita. Sylkidiagnostiikan hyodyistd huolimatta sylki ei ole vield vyleisesti kéytdssé
diagnostisena materiaalina. Vaikka useat seerumissa olevat analyytit voidaan havaita myos
syljestd, on niiden pitoisuus syljessa huomattavasti matalampi kuin seerumissa. (Yoshizawa
ym. 2013.)



S SYTOKIINIT

5.1 Parodontiitin patogeneesin kannalta olennaiset sytokiinit

Sytokiinit ovat biologisesti aktiivisia proteiineja. Ne voidaan jakaa karkeasti pro- ja anti-
inflammatorisiin sytokiineihin. Sytokiinien tuotto parodontiitin kehittymisen aikana saa
alkunsa mikrobien tuottamien molekyylien ja hahmotunnistusreseptorien vuorovaikutuksesta.
Tallaisia reseptoreita sijaitsee monissa eri soluissa parodontaalikudoksissa ja valkosoluissa.
(Bartold ja Narayanan 2006.) IL-13, IL-6 ja TNF-a ovat proinflammatorisia sytokiineja, joilla
on ajateltu olevan olennainen rooli parodontaalikudosten tuhoutumisessa (Graves 2008).
Tassa tutkimuksessa keskityttiin tarkemmin sytokiineihin IL-1f, IL-1 -reseptorin antagonisti

(ra), IL-6, IL-8, IL-10 ja TNF-a.

5.2 Interleukiini-1p

IL-18 on proinflammatorinen sytokiini, jota parodontaalikudosten sidekudossolut ja
valkosolut tuottavat. Se saa aikaan tulendukseen liittyvid vaskulaarisia muutoksia ja saatelee
neutrofiilien vaeltamista parodontaalikudoksiin. Liséksi se stimuloi antigeenin esittelya ja
vaikuttaa T-lymfosyyttien aktivoitumiseen. Yhdesséd IL-18, TNF-a ja PGE: aktivoivat
osteoklasteja, lisdavat MMP:en tuotantoa ja johtavat alveoliluun resorptioon. (Barksby ym.
2007, Assuma ym. 1998.) IL-1B:n mé&&rdn on havaittu olevan huomattavasti korkeampi
parodontiittia sairastavien henkildiden syljessd kuin terveiden henkildiden syljessa (Miller
ym. 2006).

5.3 Interleukiini-1 -reseptorin antagonisti

IL-1ra sitoutuu IL-1-reseptoriin, mutta ei saa aikaan signaalinvélitysketjun aktivoitumista,
kuten IL-13. Nain ollen se toimii IL-1f:n antagonistina. Hieman kohollaan oleva IL-1f3:v
pitoisuus voi saada aikaan tulehdusreaktion, mutta IL-1[3:n antagonistina toimiva IL-1-ra estaa

tulehduksen syntymista. (Dripps ym. 1991.)

Morelli ym. (2014) havaitsivat tutkimuksessaan korkeamman IL-1B-pitoisuuden
parodontiittia sairastavien syljessa, kun taas terveiden syljessad korkeamman IL-1-ra-pitoisuus

oli kohonnut.



5.4 Interleukiini-6

T- ja B-lymfosyytit, makrofagit, endoteeli- ja epiteelisolut ja fibroblastit tuottavat IL-6:tta
infektion, stressin tai kasvainsolujen seurauksena. IL-1 ja TNF-a lisddvét sen tuotantoa. 1L-6
séatelee T- ja B-lymfosyyttien ja osteklastien kehittymista ja aktiivisuutta. (Miller ym. 2010.)
IL-6:n ja parodontiittiin liittyvan luutuhon yhteyttd ei ole varmasti pystytty osoittamaan
tutkimuksissa (Scannapieco ym. 2007, Fine ym. 2009).

5.5 Interleukiini-8

IL-8 on proinflammatorinen sytokiini. Sitd tuottavat padasiassa makrofagit ja epiteelisolut,
mutta myds monet muut solutyypit pystyvat tuottamaan sitd. IL-8:n on kemotaktinen
molekyyli, joka saa aikaan neutrofiilien saapumisen tulehdusalueelle. Jatkuva kemotaksis ja
neutrofiilien aktivaatio voi johtaa paikalliseen kudostuhoon parodontaalikudoksissa. (Okada
ja Murakami 1998)

5.6 Interleukiini-10

IL-10 on anti-inflammatorinen immuunivastetta séateleva sytokiini. IL-10 on paasaantoisesti
perdisin monosyyteista ja T- ja B-lymfosyyteistd. Se inhiboi monosyyttien ja makrofagien
kykya esitella antigeeneja T-soluille ja estdd IL-1:n, IL6:n, IL-8:n, IL-12:n ja TNF-oun
synteesid. B-soluissa IL-10 estdd apoptoosia, edistdd solun jakautumista ja lisdd vasta-

aineiden tuottoa (Trifunovic ym. 2015.)

5.7 Tuumorinekroositekija-o

TNF-a on proinflammatorinen sytokiini, joka on keskeinen monien tulehduksellisten tilojen
patogeneesissa. Sill4 on térke& rooli puolustussolujen houkuttelemisessa tulehdusalueelle ja

luun resorptiossa. (Miller ym. 2010.)

TNF-o:n ja parodontiitin vélistd yhteyttd ei ole voitu luotettavasti osoittaa. Useissa
tutkimuksissa syljen TNF-a-pitoisuudet ovat olleet todella matalia. (Scannapieco ym. 2007;
Miller ym. 2010.) Joissain tutkimuksissa TNF-a:n on osoitettu olevan korkeampi

parodontiittia sairastavilla kuin terveilla (Frodge ym. 2008).



6 AINEISTO JA MENETELMAT

6.1 DILGOM-tutkimus

Tutkimuksessa kaytetyt sylkindytteet olivat perdisin DILGOM-tutkimuksesta, joka toteutettiin
kansallisen FINRISKI 2007 -tutkimuksen alla. FINRISKI 2007 -tutkimus toteutettiin tammi-
ja maaliskuun 2007 valilla. Sen tavoitteena oli selvittdd keskeisten kroonisten kansantautien
riskitekijoita. Tutkittavat olivat 25-74-vuotiaita miehid ja naisia, jotka valittiin
sattumanvaraisesti Suomen véestorekisteristd. Heidat jaettiin ryhmiin sukupuolen, i&n ja
viiden maantieteellisen alueen perusteella. Né&istd 10 000:std tutkimukseen kutsutusta 6258

henkilda osallistui terveystutkimukseen ja vastasi kyselyyn.

Lihavuuden tarkempaa tutkimusta varten FINRISKI 2007 -tutkimukseen osallistuneet
koehenkil6t kutsuttiin DILGOM-tutkimukseen, joka toteutettiin huhti- ja kesdkuun 2007
aikana. DILGOM-tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd ravitsemuksen, eldmantapojen ja
perintdtekijoiden yhteytta lihavuuteen ja metaboliseen oireyhtymaan. Tutkimukseen osallistui
2325 miestd ja 2699 naista. Tutkittavien pituus, paino, vyotardn ymparys ja rasvaprosentti
mitattiin terveystarkastuksen yhteydessé ja heidan ruokailutottumuksiaan, lilkkunnan mééaraa ja

suun hoitotottumuksiaan selvitettiin kyselyilla.

DILGOM-tutkimuksen  henkilot  valuttivat  parafiinistimuloidun  kokosylkindytteen
kalibroituihin laéketieteellisiin kerdysastioihin. Naytteet sdilytettiin -70 °C:ssa. Tassa
tutkimuksessa analysoitiin 578 sylkinaytettd DILGOM-tutkimuksesta. 293 néytteistd oli
henkil6ilta, joiden BMI oli normaali 18,5-25 kg/m? ja 285 niytteista oli henkildilts, jotka
olivat vaikeasti lihavia eli BMI oli suurempi kuin 35 kg/m?.

6.2 Luminex-teknologia

Sylkinaytteiden analysointiin kaytettiin Luminex® xMAP™ -teknologiaan perustuvaa Bio-
Plex™ 200 -laitetta (Bio-Rad Laboratories Incorporation, USA) ja Bio-Plex Pro™ Human
Cytokine -reagenssisarjaa (Bio-Rad Laboratories Incorporation, USA). Maaritys muistuttaa
perinteista ELISA-méaaritysta. Primaarivasta-aine on sidottu kovalenttisesti
magneettihelmeen. Helmeen sidottu vasta-aine tunnistaa néytteesta tietyn analyytin. Tdmén

jalkeen biotinyloitu sekundaarivasta-aine sitoutuu analyyttiin, jolloin muodostuu niin sanottu



sandwich-kompleksi. Lopuksi fluoresoivalla fykoerytriinilla leimattu streptavidiini sitoutuu

vield biotiiniin (Kuva 2).

Teknologia mahdollistaa useiden analyyttien tunnistamisen samaan aikaan, silla eri vasta-
aineilla paallystettyihin magneettihelmiin voidaan kayttdd eri aallonpituudella emittoivia
fluorokromeja ja néin ollen magneettihelmet voidaan erottaa toisistaan. Analysointiin kaytetty
laite perustuu virtaussytometriaan. Laite virittdd magneettihelmien fluorokromit esimerkiksi
punaisella laserilla (635 nm), jolloin méaéritystyyppi voidaan tunnistaa magneettihelmen
emissioaallonpituuden perusteella. Tamén jélkeen laite virittdd vihrealla laserilla (532 nm)
fykoerytriinin. Fykoerytriinin  sitoutuminen kertoo halutun analyytin sitoutuneen

magneettihelmen pinnalle.

Analyytti

Streptavidiini
/I\ Biotinyloitu

Primaarivasta- sekundaarivasta /]\
ane -amne Fykoerytriini
Magneettihelmi fluoresoiva
reportteri

Kuva 2. Kaaviokuva Bio-Plex Pro™ Human Cytokine -maarityksesta.

6.3 Sytokiinien maaritys sylkinaytteista

Sytokiinien maarittamiseen kaytettiin kahta eri Bio-Plex Pro™ Human Cytokine -
reagenssisarjaa. Toisella reagenssisarjalla mééritettiin 1L-13, IL-1ra ja IL-8 ja toisella IL-6,
IL-10 ja TNF-a. Sylkin&ytteitd oli yhteensd 578. Ennen madritysta pakastetut sylkindytteet
sulatettiin, sekoitettiin kevyesti ja sentrifugoitiin nopeasti (10 000 G) siten, ettd sentrifugi

pysaytettiin sen saavutettua tavoitenopeuden ja pelletti jai ndyteputken pohjalle.

Standardisarja ja kontrollindytteet valmistettiin reagenssisarjan ohjeiden mukaisesti. 96-
kuoppalevyn kaivot esikostutettiin ndytepuskurilla ja kuivattiin taputtelemalla levya kevyesti

paperipyyhkeisiin. Kaivoihin pipetoitiin helmiliuos, jonka jalkeen levyé inkuboitiin 60 s ajan



magneetilla. Ylimé&&rdinen helmiliuos kaadettiin pois kuopista ja levy kuivattiin

paperipyyhkeeseen. Taman jalkeen levy pestiin kaksi kertaa pesupuskurilla.

Standardisarja, kontrollindytteet ja sylkindytteet pipetoitiin kaivoihin. Levy suojattiin valolta
muovikalvolla ja foliolla, jonka jalkeen sité ravisteltiin 30 s ajan 1100 rpm:ssé ja 22 °C:ssa.
Taman jalkeen levyé inkuboitiin sekoittajassa (300 rpm) huoneen l&mma@dsséd 30 min ajan.
Inkubaation jalkeen levy pestiin kolme kertaa pesupuskurilla.

Sekundaarivasta-aine pipetoitiin kaivoihin ja levy inkuboitiin sekoittajassa kuten edella. Levy
pestiin kolme kertaa pesupuskurilla ja kaivoihin liséttiin streptavidiini-fykoerytriini. Tdman
jalkeen levyd inkuboitiin ravistelijassa muuten kuten edelld, mutta 30 min inkubointi
korvattiin 10 min inkuboinnilla. Inkubaation jalkeen levy pestiin vield kolmeen kertaan ja
kaivoihin liséattiin maarityspuskuria. Maarityspuskuria inkuboitiin kaivoissa (300 rpm) 30 s

ajan.

Naytteet analysoitiin Bio-Plex™ 200 -laitteella. Standardikayran avulla voitiin maarittaa

naytteissa olevien sytokiinien maara.

6.4 Tilastollinen analyysi

Tulokset kasiteltiin SPSS-tilasto-ohjelmalla (SPSS Inc. Chicago, IL, USA). Normatiivisuuden
madritys  tehtiin  Kolmogorov-Smirnov  -testilld.  Tulokset eivdt  noudattaneet
normaalijakaumaa, joten analyyseissa kéytettiin epdparametrisia testejd. Mann-Whitney U -
testin avulla selvitettiin 1L-13:n, IL-1ra:n, IL-6:n, IL-8:n, IL-10:n ja TNF-o:n yhteyttd
painoindeksiin normaalipainoisilla (BMI<25) ja vaikeasti lihavilla henkil6illa (BMI>35).

Ryhmien keskinaista korrelaatiota ja tupakoinnin vaikutusta selvitettiin Spearmanin testilla.

7 TULOKSET

Molemmissa ryhmissé ikdjakauma oli samanlainen. Kussakin ryhmassa tutkittavista 32,8 %
oli miehid ja 17,0 % oli tupakoitsijoita (taulukko 2).

Taulukko 2. Koehenkildiden ik&, sukupuolijakauma ja tupakoitsijoiden maara

BMI<25 BMI>35 p
Ika 55,89+11,98 55,87+11,97 0,987
Mies  sukupuoli | 32,8 32,8 1,00




(%)
Tupakoitsijat (%) | 17,0 17,0 1,00

Ryhmien valilla ei havaittu tilastollisesti merkittdvaa eroa IL-1ra- (p=0,095), IL-6 (p=0,077)
ja TNF-a-pitoisuuksissa (p=0,229). Lihavilla havaittiin korkeammat IL-1p- (p=0,001) ja IL-
8-tasot (p=0,033) verrattuna normaalipainoisiin. Normaalipainoisilla havaittiin korkeammat
IL-10-tasot (p=0,035) verrattuna vaikeasti lihaviin (kuva 3).
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Kuva 3. Syljen IL-1pB-, IL-8-, and IL-10-konsentraatiot tutkittavissa ryhmissa.
BMI:n ja IL-1B:n, IL-8:n ja IL-10:n valilla havaittiin korrelaatio. Korrelaatiokerroin BMI:n ja

1L-1B:n vélilld on 0,158 (p<0,001), BMI:n ja IL-8:n vélillad 0,095 (p=0,022) ja BMI:n ja IL-
10:n valilla -0,105 (p=0,011) (taulukko 3).



Taulukko 3. Korrelaatiokertoimet BMI:n ja IL-1B:n, IL-8:n ja IL-10:n valille koko
tutkimusjoukossa.

IL-1p IL-8 IL-10
BMI (kg/m?) 0.158, p<0.001 0.095, p=0.022 -0.105, p=0.011

Tupakoitsijoiden ryhmassé havaittiin selked korrelaatio BMI:n ja IL-1B:n, IL-8:n ja IL-10:n
vélilla. Ei-tupakoitsijoiden ryhméssé havaittiin selked korrelaatio BMI:n ja IL-1B:n vélillg,
kun taas IL-8:n ja IL-10:n osalta ei havaittu selkeda korrelaatiota. Ei-tupakoitsevien ryhmassa
ei ollut merkittavéaa tilastollista eroa normaalipainoisten ja lihavien vélilla IL-8: n (p=0,316) ja
IL-10:n (p=0,059) osalta, kun taas IL-1B:n (p=0.005) osalta ryhmien valilla oli tilastollisesti
merkittdvd ero. Tupakoitsijoiden ryhméssa normaalipainoisten ja lihavien valilla oli
tilastollisesti merkittava ero IL-1B:n (p=0,004), IL-8:n (p=0,001) ja IL-10:n (p=0,0032) osalta.



TUPAKOITSIJAT EI-TUPAKOITSIJAT

3000.00= 500000

2500007

Spearman’s rho 0.292, Spearman’s rho 0.127,

200000
p=0004 3000,00- p=0005
2 a
™ 1500007 5 .
2000,00- o
1000007
o ‘ ou @
500,001 o %o 100000 w5 g %o
. 2 g—n_o__T_L_ . i8S oo —
o i ’ w——ﬁ—%?— .
T T T T i T T T T T T
2000 30,00 40,00 50,00 1000 2000 3000 4000 5000 6000 70,00
BMI EMI

250000+

6000,007

Spearman’s rho 0.326, Spearman’s rho 0.046,
oo P=0.001 p=0.316

200000

=1

4000007
@2 e, @
= [+] -
K e 2
1000007 oo
) o » ° °
] -
o o £° o e 2000,00
30 00= 2 e
500,00 g . __________% _O_ﬁ?g N N _
o . o
00 ° 00+
T T U I — T T T T
20 00 3000 40,00 5000 10,00 M0 00 0 0 B0.00 T0 06
BMI
25,007
) 80,00 ,
Spearman’s rho -0.218, Spearman’s rho -0.086,
20,00
p=0.032 »e P=0.059
15,00 -
[=] o
- 8
2 o o © 2 oo
10,00 ° e # a
° cC a
@
— %{J
— —— o | =}
i @ 0303 ___————_,___,231,_1 0 %o ::J ou
o 2
°% = gRE To— 2P
o e [=2- -] !?2 {Iﬁ&ofﬂﬁ =1 - —— s . %% o (P
T T T I - G —
20,00 30 40,00 50,00 T 1 1 T T 1
BMI 00 0 30 40,00 50,00 &0 10,00
BMI

Kuva 4. Korrelaatiokertoimet BMI:n ja IL-1p:n, IL-8:n, and IL-10:n vélill4 tupakoitsijoilla ja
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8 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

1) Syljen IL-1B- ja IL-8-pitoisuudet ovat korkeampia lihavilla kuin normaalipainoisilla ja IL-10-
pitoisuudet ovat korkeampia normaalipainoisilla kuin lihavilla. Syljen IL-1B-, IL-8- ja IL-10-
pitoisuudet korreloivat BMI:n nousuun.

2) Tupakoitsijoiden ryhméassd BMI:n noustessa pro-inflammatoristen sytokiinien eli IL-1B:n ja
IL-8:n pitoisuus nousee ja anti-inflammatorisen IL-10:n pitoisuus laskee. Ei-tupakoitsijoiden
ryhmasséd BMI:n noustessa IL-1B-pitoisuus nousee. Korkea BMI aktivoi tulehdustilaa suussa

ja tupakointi lisa riskié.
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