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Spontaani subaraknoidaalivuoto (SAV) on pidosin tydikiisen vieston aivoverenvuoto, joka usein johtaa
kuolemaan tai pysyvidin toimintakyvyn alenemaan. Joka kolmannelle neurotehohoitoon asti selvinneelle
potilaalle kehittyy sairaalassa aivojen sekundaarivaurio. Sekundaarivaurion nykyinen hoito on
heikkotehoista ja vain osittain tutkimusnayttoon perustuvaa.

Sekundaarivaurion patofysiologian selvittiminen mahdollistaisi uusien kohdennettujen hoitomuotojen
kehittimisen. SAV:n kaltaisia neuropatologisia prosesseja voidaan mallintaa ihmisen alkion
kantasoluista erilaistetussa hermosoluverkostossa.

Tama tutkimus oli osa translationaalista SAV:n sekundaarivauriota tutkivaa SpareBrain-projektia, jonka
yhdessi koeasetelmassa rakennettiin SAV:n 7 vitro -malli altistamalla hermosoluja verikomponenteille
(veriplasma ja sentrifugoidut punasolut). Tarkastelimme hermosolujen akvaporiinikanavien (AQP1, 4, ja
9) geeniekspression muutoksia eristimalld solundytteiden ldhetti-RNA:n neljasta aikapisteestd (24, 50,
100 ja 124 h). qRT-PCR:lld saadut tulokset analysoitiin ARG analyysimenetelmailla.

Plasmalle altistettuna hermosolujen AQP1:n ilmentyminen lisddntyi 50 tunnin kohdalla, mutta muita
selkeitd muutoksia akvaporiinikanavien geeniekspressiossa ei havaittu. Eldinkokeissa erityisesti AQP4:n
on osoitettu osallistuvan aivoédeeman kehittymiseen simuloidussa SAV:ssa. Ihmiskudoksella vastaavia
kokeita ei ole suoritettu. Kantasoluista erilaistetut hermosolut ovat lupaava 7z vitro -malli SAV:n
sckundaarivaurion lisdtutkimukselle.
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1 JOHDANTO

1.1 Subaraknoidaalivuodon ilmaantuvuus, altistavat tekijit ja ennuste

Subaraknoidaalivuoto (SAV) on vakava aivoverenvuoto, joka johtaa usein kuolemaan tai pysyviin
toimintakyvyn alenemaan. Tapauksia on vuosittain Suomessa noin 1000. Muista
aivoverenkiertohairitistd poiketen potilaat ovat padosin tyoikaisid (keski-ikd 55 vuotta). (Fogelholm
1981). SAV:n ilmaantuvuus Suomessa on noin kaksinkertainen verrattuna kansainviliseen keskiarvoon

eli 19.7 (95 % CI 18.1 - 21.3) 100 000 henkilévuotta kohti (de Rooij ym. 2007).

Spontaani SAV aiheutuu 85 %o:ssa tapauksista aivovaltimoaneurysman puhkeamisesta ja verenvuodosta
subaraknoidaalitilaan. Subaraknoidaalitila on aivo-selkidydinnesteen tayttama tila kalloon kiinnittyneen
kovakalvon ja aivokudosta peittivin pehmeikalvon vilissd. Valtimoaneurysma kehittyy vuosien mittaan
circulus Willis'in verisuonten haarautumiskohtiin yleensi karotiskierron alueelle. 5 %o:lla spontaanin
SAV:n syynid on AV-malformaatio. Muissa tapauksissa vuotokohta ja -syy jadvit usein episelviksi, ja

vuoto rajoittuu keskiaivojen alueelle. (van Gijn ja Rinkel 2001.)

2-3 %o:lla aikuisista ilman riskitekijoitd kehittyy intrakraniaalinen valtimoaneurysma, osuus lisddntyy idn
my6td. Aneurysmien muodostumiselle altistavia perinndllisid tekijéitd ovat autosomaalinen dominantti
polykystinen munuaissairaus seké suvussa esiintyneet SAV-tapaukset. Ateroskleroosi ja sen riskitekijat
tupakointi, hypertensio ja alkoholin vairinkéytt6 lisidvat myos riskid. (Rinkel ym. 1998.) Aneurysman
puhkeamisen laukaisevia tekijoita ei tdysin tunneta, mutta ainakin osa potilaista on saanut kohtauksen

fyysisessi rasituksessa (Anderson ym. 2003).

Subaraknoidaalivuotopotilaiden tapauskuolleisuus Pohjoismaissa on noin 40 % (Nieuwkamp ym. 2009).

Potilaista 12 % menehtyy vilittdmasti. Aneurysman sijainti circulus Willis'in vertebrobasilaarialueella



lisdd vilittéméin menehtymisen riskid (Huang ja Van Gelder 2002). Kuolleisuus on viime

vuosikymmenini laskenut hieman, mutta on edelleen suurta. Tama liittyy todennikdisesti

tehostuneeseen primaaripreventioon sekd SAV:n diagnostiikan ja hoidon kehittymiseen (Stegmayr ym.

2004).

SAV muodostaa ainoastaan 5 % kaikista aivohalvauksista, mutta vakavuutensa ja potilasryhménsi
alhaisen keski-idn vuoksi SAV:n takia menetetddn yhtd paljon tuottavia elinvuosia kuin aivoinfarktin ja

aivojen sisdisen verenvuodon takia (Johnston ym. 1998).

Valtaosalla sairaalahoidosta kotiutuneilla potilailla on ongelmia muistin, toiminnanohjauksen ja
kielellisen ymmartimisen kanssa. Tama kognition alenema heikentda paivittdisistd toiminnoista
selviytymistd (ADL), tybhonpaluuta seki eliminlaatua. Lisdoireina kaikesta tdstd on masennusta,

vasymystd ja unihairioitd. (Al-Khindi ym. 2010.)

1.2 Subaraknoidaalivuodon diagnostiikka

1.2.1 Subaraknoidaalivuodon kliininen kuva

Subaraknoidaalivuodon padoire on darimmiisen kova muutamissa sekunneissa alkanut paansarky.
Yhdelld kolmesta potilaasta tima on ainoa oire. SAV:n painsarky levida koko pdin alueelle ja sitd
kuvataan elimin kovimmaksi padnsiryksi. 10 %o:lla perusterveydenhuoltoon dkillisen kovan padnsiryn
vuoksi hakeutuneista potilaista selittivina syyna on subaraknoidaalivuoto. Padnsirkyyn liittyy noin
puolella potilaista oksentelua. (Linn ym. 1998.) Lisiksi 10—43 %o:lla SAV-potilaista on pienempi
“varoitusvuoto”, joka ilmenee dkillisen kovana painsirkyni 6-20 piivda ennen varsinaista vuotoa

(Polmear 2003).



Ensiapuun pédsseisti potilaista kahdella kolmesta on alentunut tajunnan taso ja puolet ndistd ovat
koomassa (Brilstra ym. 2000). Niskajaykkyys on yleinen oire, joka kehittyy 3-12 tunnissa
inflammatorisesta vasteesta subaraknoidaalitilan veridrsytykselle. Sitd ei valttimattd esiinny syvasti
tajuttomilla tai vain vahin vuotavilla potilailla, joten niskajaykkyyden poissaolo ei riitd poissulkemaan

SAV:ta piansirkypotilailta. (Vermeulen ja van Gijn 1990.)

Akuutin vaiheen kallon sisdisen paineen nousun vuoksi verkkokalvon keskuslaskimo saattaa jaada
puristuksiin. T4std seurauksena on yhdelld seitsemistd SAV-potilaasta oftalmoskopiassa havaittavissa
olevia verkkokalvovuotoja (Tersonin oireyhtyma). (McCarron ym. 2004.) Vaihtelevia fokaalisia
neurologisia oireita esiintyy mikili aneurysma painaa aivohermoa, vuoto tihkuu aivoparenkyymiin tai
aivoverisuonet vuotoalueella vasokonstriktoituvat heti aneurysman puhkeamisen jalkeen. Téstd johtuen

SAV voi oireistoltaan ajoittain suuresti muistuttaa aivoinfarktia. (van Gijn ym. 2007.)

Kaksi kaytetyintd SAV:n kliinisen kuvan luokitteluasteikkoa ovat Huntin ja Hessin asteikko (Hunt ja
Hess 1968) sekd maailman neurokirurgiyhdistyksen WENS-luokittelu (World Federation of
Neurological Surgeons Grading System for Subarachnoid Hemorrhage)(Teasdale ym. 1988).

Aivoverenvuodon laukaisema voimakas sympaattinen vaste voi atheuttaa hypertensiivisen kriisin, ja
katekoliamiinipitoisuuden nopea nousu rytmihairioitd, jotka alkuvaiheessa saattavat virheellisesti ohjata
hoitoketjua akuutin sydaninfarktin suuntaan (Khechinashvili ja Asplund 2002). Lisédksi osalla potilaista
ilmenee neurogeenista pulmonaarista 6deemaa samasta yliaktiivisesta sympaattisesta vasteesta johtuen

(Muroi ym. 2008).

1.2.2 Subaraknoidaalivuotopotilaan tutkimukset

Tietokonetomografia (T'T-kuvaus) on ensisijainen diagnostinen SAV-potilaan kuvausmenetelma.
Vuotopiivini 95 %o:lla potilaista on TT-kuvauksessa akuuttiin SAV:hen sopivat kuvantamisléydokset
tavallisimmin sella turcican alueella, lateraalisissa sulcuksissa, hemisfairien vilissa tai takakuopassa.
Vuoto voi myOs suuntautua aivoparenkyymiin ja -kammioihin sekd subduraalitilaan. (van der Wee ym.

1995))



Vuotopiivid seuraavina péivind TT-kuvauksen diagnostinen herkkyys laskee nopeasti. Taman vuoksi
lumbaalipunktiolla kerittivi aivo-selkdydinnestendyte on otettava kaikilta SAV:hen kliinisen kuvan
perusteella sopivilta potilailta, joilla TT-kuvaus on negatiivinen. Lumbaalipunktio tulisi suorittaa vasta
kuuden, mielellddn 12 h kuluttua oireiden alkamisesta, silli muuten ei voida erottaa, onko
likvorniytteestd 16ytyva veri perdisin vuodosta vai onko kyseessi pistoksen aikaansaama artefaktiveri.
Ero niiden vilille syntyy tuntien kuluessa subaraknoidaalitilassa punasolujen hajoamisessa (ainoastaan 7
vivo) entsymaattisesti muodostuvasta bilirubiinista, joka valittomasti naytteenoton jilkeen suoritettavassa
sentrifugoinnissa jattdd koeputken pinnalle kellertivin ksantokromiakerroksen. Niytettd voidaan vield
tutkia spektrofotometrisesti ja PAD-tutkimuksella (erytrofagit) 16ydosten varmistamiseksi.

(Saastamoinen 2009.)

Neurokirurgisessa klinikassa SAV-potilaalle tehddin jatkotutkimuksia operatiivisen hoidon
suunnittelemiseksi. Tavoitteena on 16ytad rupturoitunut aneurysma eristimistd varten. Invasiivinen
angiografia (digital subtraction angiography, DSA) on pisimpain kiytéssd ollut menetelma ja silld

uskotaan olevan tarkin erottelukyky aneurysmien havaitsemiseksi. (Connolly ym. 2012.)

Noninvasiivinen TT-angiografia on kuitenkin syrjayttiméssa DSA:n ensisijaisena menetelmina
(Velthuis ym. 1999). TT-angiografian suuri etu on se, ettd tutkimus voidaan suorittaa TT-kuvauksen
jalkeen potilaan ollessa vield kuvauslaitteessa. Tama on erityisen tirkedd hoidettaessa huonokuntoisia
SAV-potilaita, jotka tarvitsevat vilittémén hemikraniektomian hematooman evakuoimiseksi. Teknisen
kehityksen my6ta TT-angiografian tarkkuus ja herkkyys ovat jo invasiivisen angiografian tasoa.

(Westerlaan ym. 2011.)

1.3 Subaraknoidaalivuodon patofysiologia

1.3.1 Primaarivautio

Aivovaltimoaneurysman puhjetessa veri purkautuu lihes systolisella paineella subaraknoidaalitilaan.

Primaarivaurio (early brain injury, EBI) tarkoittaa ensimmaistd 72 tuntia vuodosta (Kusaka ym. 2004).



Se atheutuu aivojen tilapdisestd globaalista iskemiasta seké aivokudoksen altistumisesta

ckstravaskulaariselle neurotoksiselle verelle (Macdonald 2014).

1.3.1.1 Tilapdinen globaalia iskemia

Aivoverenvuodosta seuraa kallonsisiisen paineen nousu, joka oletettavasti on usean osatekijin summa.
Tillaisia tekijoitd ovat varhainen aivoodeema, aivo-selkdydinnestekierron hiiriintyminen, vasoparalyysi
ja aivojen verivoluumin hetkellinen kasvu sekd muodostuvan hematooman painevaikutus itsessian.

(Cahill ym. 2006.)

Subaraknoidaalivuoto ja kallonsisdisen paineen nousu atheuttavat aivojen verenvirtauksen vihenemisen.
Verenvirtaus vihenee, vaikka aivojen perfuusiopaine ei selkeisti alene (Schubert ym. 2009).
Verenvirtauksen viheneminen selittyneekin pienempien aivoverisuonien mikrovasospasmilla ja -
tromboosilla, mitkd aiheuttavat aivokudoksen tilapiisen globaalin iskeemisen vaurion (Friedrich ym.

2012). Kliinisesti timi ilmenee potilaan tajuttomuutena.

1.3.1.2 Hematooman neurotoksisuus

Subaraknoidaalitilan hematooma aiheuttaa aivokuoren solutuhoa seki turvotusta (Xi ym. 1998).
Hematooman hemolyysistd vapautuu useita neurotoksisia aineita kuten punasolujensisiisia kaliumioneja
sekd rautapitoista hemoglobiinia. Ndiden yhdisteiden on osoitettu aiheuttavan hermosolujen nekroosia

seki DNA:n pilkkoutumista. (Dreier ym. 2000, Matz ym. 2000.)

Verikomponentit edesauttavat myos vasospasmin (Pluta ym. 2009) seki aivokuoren laajenevan iskemian

kehittymisti (Dreier 2011).



1.1.1.3 Veri-aivoesteen toimintahiiri6 ja aivo6deema

Ensiavussa SAV-potilaista 8 %:lla on TT-kuvauksessa laaja-alainen aivo6deema, ja kuuden piivin sisalld
se kehittyy vield 12 %:lle potilaista. Odeema heikentii potilaiden ennustetta selkeisti (Claassen 2002).
Aivoddeeman ajatellaan liittyvin kallon sisdisen paineen nousuun seki veri-aivoesteen toimintahdiriéon

(Mocco ym. 2007).

40 Y%:lla SAV-potilaista oli havaittavissa aivojen viriainetehosteisessa T'T-kuvauksessa veri-aivoesteen
toimintahdirié viiden péivan sisilld vuodosta (Doczi 1985). Veri-aivoesteen toiminnan hiiriintyminen

aitkaansaa aivoturvotukseen kahdella eri mekanismilla, jotka ovat sytogeeninen ja vasogeeninen édeema

(Mocco ym. 2007).

Tilapdinen globaali aivoiskemia johtaa hermosolujen anaerobiseen energiantuotantoon, hapettomaan
depolarisaatioon sekd moninkertaiseen glutamaatin ylimairdin synapsiraossa. Tiéstd seurauksena on
sytotoksinen édeema, jossa intrasellulaaritila turpoaa osmoottisen virtauksen my6td (Paschen 1996).
Ekstrasellulaaritilan ionivaje synnyttdd transkapillaarisen gradientin molekyylien ja veden siirtymiselle
intravaskulaaritilasta veri-aivoesteen lapi aivokudoksen ekstrasellulaaritilaan. Gradientin suuntaisen
nestesiirtymén myo6ti aivojen kokonaistilavuus alkaa kasvaa (Liang ym. 2007). Molekyylit siirtyvit ehjin
veri-aivoesteen lipi aktiivisella sekundaarisella kuljetuksella ja vesi akvaporiinikanava 4:n lipi (Bloch ja

Manley 2007).

Vasogeeninen 6deema johtuu veri-aivoesteen vaurioitumisesta. Vaurioituneen veri-aivoesteen lapi
filtroituu aivokudoksen ekstrasellulaaritilaan makromolekyylejd, nestettd ja pahimmassa tapauksessa
verisolujakin. Endoteelin tiiviiden liitosten pettiminen johtuu endoteelisolujen apoptoosista seki
soluviliaineen metalloproteinaasien entsymaattisesta hajotuksesta (Cahill ym. 20006). Soluviliaineen
metalloproteinaasien on toisaalta osoitettu osallistuvan my6s aivokudoksen ja verisuonituksen

korjautumisprosessiin (Rosenberg ja Yang 2007).



1.3.2 Sekundaarivaurio

Subaraknoidaalivuotoon liittyvi iskeeminen sekundaarivaurio (delayed cerebral ischemia, DCI) kehittyy
joka kolmannelle potilaista (Dorsch 2011). Sekundaarivaurion kehittyminen huonontaa potilaan

ennustetta selvisti (Rosengart ym. 2007).

Sekundaarivaurio kehittyy 3—14 piivid primaarivuodosta, tosin ainoastaan 5 % tapauksista enda
kymmenen vuorokauden jilkeen (Petruk ym. 1988). Potilaan oirekuvaan liittyy neurologisia puoli-oireita
sekd tajunnan tason laskua, jotka asteittain pahenevat tuntien kuluessa (Hijdra ym. 1986, de Rooij ym.
2011). Iskeeminen sekundaarivaurio voi olla my6s oireeton ja sen huomaaminen on vaikeaa erityisesti
sedatoiduilla potilailla. Oireettomista potilaista 10—20 %o:lla nakyykin infarktaatiota paan TT-
kuvauksessa (Schmidt ym. 2008).

Yleisesti ottaen noin 40 %o:lla SAV-potilaista nikyy pain TT-kuvauksessa aivoinfarkteja, jotka voidaan
luokitella kahteen lihes yhtd suureen ryhmain. Osalla potilaista on aivokuorella yksittdisid infarkteja
tyypillisesti lihelld ruprutoitunutta aneurysmaa olettavasti primaarivaurioon liittyen. Toisilta taas 16ytyy
lukuisia molemmille aivopuoliskoille levinneitd hajanaisia subkortikaalia infarkteja, jotka sijaitsevat usein
kaukana rupturoituneesta aneurysmasta. (Rabinstein ym. 2005.) Jalkimmiiset aivoinfarktit

todennikoisesti liittyvit sekundaarivaurioon.

Vergouwenin ym. (2010) miiritelma iskeemiselle sekundaarivauriolle: “Subaraknoidaalivuotopotilaalla
ilmeneva uusi vihintidn tunnin kestivd neurologinen fokaalioire tai tajunnantason lasku kahdella
pisteelld Glasgow'n kooma-asteikolla. Muutos ei ilmene vilittimattomasti aneurysman eristimisen
jalkeen eiki sille 16ydy muuta selittavaa syyta kliinisessa tutkimuksessa, paan TT- tai MRI-tutkimuksissa

tai laboratoriokokeissa.”

Sekundaarivaurion diagnostiikassa apuna kéytettavia tutkimuksia ovat perinteinen invasiivinen
angiografia, TT-angiografia, TT-perfuusiokuvaus sekd transkraniaalinen dopplerkaikukuvaus. Muita
vihemmain kaytettyja menetelmid ovat EEG, NIRS (near infrared spectroscopy), mikrodialyysi ja TDF
(thermal diffusion flowmetry). (Macdonald 2014.)
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Sekundaarivaurion patofysiologian tutkimus on keskittynyt vuosikymmenii vasospasmin ympitrille.
Vasospasmin ehkdisy ei ole kuitenkaan parantanut potilaiden ennustetta (Cahill ja Zhang 2009).
Sekundaarivaurion kehittymisen oletetaankin alkavan jo primaarivaurion aiheuttamissa muutoksissa
erityisesti mikrovaskulaarijirjestelmassi sekd veri-aivoesteessd. Sekundaarivaiheessa neuropatologiaan
mukaan tulevat vasospasmi, aivokuoren laajeneva iskemia, mikrovasospasmi ja- tromboosi seka

inflammaatio. (Macdonald 2014.)

1.3.2.1 Vasospasmi

Vasospasmi on aivovaltimoiden paikallinen tai yleistynyt supistustila, joka kehittyy kahdelle
kolmasosalle SAV-potilasta 3—14 piivda primaarivuodosta (Dorsch 2011). Subaraknoidaalitilan
hematooman maird on yhteydessa sekundaarivaurion kehittymisen todennikéisyyteen sekd vasopasmin

kestoon ja vaikeusasteeseen (Reilly ym. 2004).

Hematooman hemolyysin kautta vapautuvat neurotoksiset aineet kuten vapaat happiradikaalit seki
hemoglobiini aitheuttavat oksidatiivista stressid, inflammaatiota sekd endoteelivauriota (Pluta ym. 2009).
Taman seurauksena endoteliini 1:n ilmentyminen lisddntyy ja typpioksidipitoisuus laskee, mika

vasokonstriktoi verisuonia ja edesauttaa vasospasminin kehittymistd (Etminan ym. 2011).

Ainoastaan vakava-asteinen vasospasmi on selkedsti yhteydessa sekundaarivaurion aiheuttamaan
aivoinfarktiin (Crowley ym. 2011). Aivoinfarktin syntymiseen vaikuttaa my6s aivokudoksen kyky kestaa
iskemiaa. Tdhin liittyvia tekijoitd ovat geeniperimi, aivokudoksen kollateraali- ja
anastamoosiverisuonitus, sydimen minuuttitilavuus seki aivojen aineenvaihdunnan taso (Macdonald

2014).
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1.3.2.2 Aivokuoren laajeneva iskemia

Normaaliolosuhteissa hermosolujen sihkékemiallinen signalointi ja energia-aineenvaihdunta ovat
tasapainossa. Laajeneva depolarisaatio (spreading depolarization) on yleisnimitys keskushermoston
hermosolujen jatkuvalle depolarisaatiolle. Hermosolujen jatkuva depolarisaatio johtaa aivokuoren
hermosolujen ionigradienttien seké sihkdisen toiminnan purkautumiseen, sytotoksiseen 6deemaan,

dendriittihaarakkeiden viiristymiseen ja aktiopotentiaalien kulun estymiseen. (Dreier 2011.)

Laajenevasta depolarisaatiosta seuraa aivojen sihkéisen toiminnan hitaita muutoksia (slow potential
changes) ja vaimentumista (spreading depression). Nimi muutokset raportoitiin jo vuonna 1944. (Leao

1944))

Normaalissa fysiologisessa tilanteessa sihkoisesti aktiivisella aivoalueella verenkierto lisddntyy
(neurovascular coupling). Laajeneva depolarisaatio saa aikaan ensin normaalia voimakkaamman
verenkierron lisidntymisen (spreading hyperemia), jota seuraa verenkierron viheneminen (spreading

oligemia). T4ma on normaali fysiologinen vaste, josta ei synny pysyvad aivovauriota. (Dreier 2011.)

Aivojen tasapainotilanteen hairiytyminen esimerkiksi subaraknoidaalivuodossa voi kuitenkin muuttaa
hemodynamisen vasteen piinvastaiseksi. Talloin aivokuoren arteriolit supistuvat jatkuvasti vasteena
laajenevaan depolarisaatioon, mika aiheuttaa aivokuoren verenvirtauksen vihemisen ja iskeemisen
vaurion. Ilmi6td kutsutaan aivokuoren laajenevaksi iskemiaksi (cortical spreading ischaemia.)(Koide ym.

2012.)

Aivokuoren arteriolien vasokonstriktio selittyy mahdollisesti astrosyyttien suurentuneella
kalsiumpitoisuudella, miki aktivoi solukalvon kaliumkanavia. SAV:ssa subaraknoidaalitilan
hematoomasta atheutuva kaliumpitoisuuden nousu seka typpioksidipitoisuuden lasku voimistavat

vasokonstriktiota. (Dreier 2011.)

Erdissa tutkimuksessa 18:lle SAV-potilaalle asetettiin aneurysman klipsauksen takia suoritettavan
kraniotomian yhteydessid subduraaliset elektrodit silld laajeneva depolarisaatio ei niy pinta-EEG:ssa.
Niistd potilaista 72 %o:lta 16ydettiin laajeneva depolarisaatio aivosiahkokayrassd. Seitsemalle potilaalle

kehittyi sekundaarivaurio, joka oli anatomisesti ja ajallisesti yhteydessa angiografialla todettavaan
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vasospamiin seki laajenevaan depolarisaatioon. Neljilld potilaalla laajenevan depolarisaation kesto oli yli
60 minuuttia, miké johti aivoinfarktaatioon. Aivokuoren laajeneva iskemia onkin todennikoisesti hyvin

tarked tekija sekundaarivaurion synnyssi. (Dreier ym. 2009.)

1.3.2.3 Mikrovasospasmi ja- tromboosi

Aivojen verenvirtaus vihenee muutaman tunnin kuluttua primaarivuodosta sekd uudestaan
sekundaarivaurion aikaan (Schubert ym. 2009). Verenvirtauksen viheneminen liittyy pienempien
aivoverisuonien mikrovasospasmiin ja -tromboosiin (Friedrich ym. 2012). Post-mortem koepaloissa
mikrotromboosia 16ytyy samoilta aivoalueilta, joissa oli todettavissa angiografinen vasospasmi ja
sekundaarivaurio potilaan vield eliessi. Koepalojen perusteella mikrotromboosi alkaa joko kahden
vuorokauden sisilld primaarivuodosta tai sitten useita pdivid myohemmin sekundaarivaurioon liittyen.

(Stein ym. 2006.)

Eidinkokeissa subaraknoidaalitilaan valuva veri aiheuttaa aivokuoren seka parenkyymin arteriolien
vasokonstriktiota, mikrotromboosia ja veri-aivoesteen hajoamista. Vasokonstriktio liittyy mahdollisesti
endoteelivaurioon ja edeltdd mikrotromboosia. Endoteelivaurion taustalla on tilapdinen globaali

aivoiskemia sekd hematooman hemolyysi. (Sabri ym. 2012.)

Hyytymisjarjestelmin aktivoituminen aneurysman puhjetessa hillitsee verenvuotoa, mutta voi

mahdollisesti aiheuttaa my6s embolioita distaalisempiin pieniin verisuoniin (Peltonen ym. 1997).

1.3.2.4 Immuunivasteen sekid autonomisen hermoston aktivaatio

Tilapdinen globaali aivoiskemia voi laukaista voimakkaan autonomisen hermoston sympaattisen vasteen.

Seurauksena tdstd on systeemisid komplikaatioita kuten neurogeeninen pulmonaariédeema,
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hypertensiivinen kriisi sekéd rytmihdiriéita (Hinson ja Sheth 2012). Jopa 60 %o:lle SAV-potilaista kehittyy

lisiksi tulehdusreaktio-oireyhtyma (systemic inflammatory response syndrome, SIRS). (Tam ym. 2010.)

Eldinkokeissa subaraknoidaalivuoto lisda useiden inflammaatioon liittyvien proteiinien ilmentymisté
(Rothoerl ja Ringel 2007). SAV-potilaan aivo-selkdydinnesteen tulehduksen vilittdjaaineiden korkea
pitoisuus on yhteydessid huonoon ennusteeseen (Molyneux ym. 2002). Inflammaatiovasteesta saattaa

kuitenkin olla my6s hy6tya kotjausvaiheessa aivotapahtuman jilkeen (Iadecola ja Anrather 2011).

1.3.3 Akvaporiinikanavien merkitys subaraknoidaalivuodossa

Akvaporiinit (aquaporin, AQP) ovat integraalisia solukalvoproteiineja. Ne ovat rakenteeltaan

tetrameereja, joiden jokainen alayksikké koostuu kuudesta kierteisestd domeenista. Jokaisessa tillaisessa
alayksikossd (monomeeri) on aukko vesimolekyylien kululle molempiin suuntiin. Vesi litkkuu ainoastaan
rajallista nopeutta kaksoislipikalvon lipi osmoottisen gradientin mukaisesti. Akvaporiinikanavat lisdavat

solukalvon lapiisevyyskykyi vedelle. (Agre 2004.)

Thmisestd on 16ydetty 13 AQP-kanavaa, jotka jactaan kahteen alaryhmain lipaisyominaisuuksien
perusteella. Osa kanavista ldpiisee ainoastaan vesimolekyylejda (AQPO, 1, 2, 4, 5, 6 ja 8), mutta
akvaglyseroporiinit (AQP3, 7, 9, 10 ja 12) lipiisevit lisiksi glyserolia sekd muita varauksettomia
pienyhdisteitd. AQP11 ei ole luokittelussa mukana. Kolme akvaporiinikanavaa (AQP1, 4 ja 9) on

16ydetty aivoista. (Magni ym. 2000.)

AQP1 ilmentyy kolmannen aivokammion suonipunoksen solujen apikaalipinnalla ja osallistuu aivo-
selkdydinnesteen tuotantoon. Lisiksi sitd 10ytyy pienistd tuntohermoista selkdytimen takasarvesta seka

trigeminus- ja vagushermon hermosolmusta. (Tait ym. 2008.)

AQPY 16ytyy astrosyyteistd sekd katekoliaminergisissa neuroneissa. Sen paitehtivi on glukoneogeneesin
atkana maksimoida glyserolin kulkua sisddn hermosoluun seké urean kulkua ulos hermosolusta. AQP9:n

ajatellaan osallistuvan aivojen energia-aineenvaihdunnan saitelyyn. Eldinkokeissa AQP9:n ilmentyminen
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lisddntyy useissa neuropatologioissa ja on ehdotettu, ettd kanava helpottaa laktaatin puhdistumista solun

ulkoisesta tilasta iskemian jilkeen. (Badaut 2010.)

AQP4 on keskushermoston parenkyymin ja viereisen nesteaition rajapinnan hermotukikudoksesta
16ytyva vesikanava, joka sddtelee veden virtausta sisddn ja ulos aivoista. Se ilmentyy voimakkaasti veri-
alvoesteen astrosyyttien padtelevyissd, pehmeikalvon alaisessa glia limitansissa, aivokammioiden
ependymaalisoluissa sekd subependymaalisissa astrosyyteissd. AQP4:n ilmentyminen yleisesti ottaen

lisddntyy aivodeemassa. (Tait ym. 2008.)

Poistogeenisissi eldinkokeissa on osoitettu, ettd AQP4:1ld on keskeinen mutta kaksijakoinen rooli
aivoodeeman synnyssia (Manley ym. 2000). Yhtdiltd se voimistaa sytotoksista 6deemaa mutta toisaalta
vihentdd vasogeenista 6deemaa. Mikili aivoodeeman hoitoa tavoitellaan AQP-kanavien kautta, tulisi
lidkemolekyylin olla samalla tavoin kaksoisvaikutteinen tai sitten inhibitorisen vaikutuksen tulisi olla
ajallisesti tarkasti rajattu. Tama edellyttéisi tarkempaa ajallista tietimystd AQP4:n ilmentymisen

muutoksista aivoédeeman patofysiologiassa. (Tait ym. 2008.)

1.4 Subaraknoidaalivuotopotilaan hoito

Neurotehohoitoon selvinneiden SAV-potilaiden hoidon péitavoite on pyrkid ehkidisemiin ja hoitamaan
neurologisia komplikaatioita seki systeemioireita. Paivystyksellistd neurokirurgista hoitoa vaativia
tilanteita ovat massiivisen hematooman evakuaatio, hemikraniektomialla hoidettava akuutti aivoddeema
sekd ventrikulostomiaa ja aivopainemittarin asennusta edellyttdva akuutti hydrokefalus (van Gijn ym.
2007). Systeemioireiden onnistunut hoito vaikuttaa potilaan ennusteeseen jopa neurologisten oireiden

hoitoa merkittivimmin (Schuiling ym. 2005).
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1.4.1 Uusintavuoto

Aneurysman uusintavuoto on SAV-potilaan keskeisin estettdva neurologinen komplikaatio. Suurin osa
uusintavuodoista (73 %) tapahtuu 72 tunnin kuluttua primaarivuodosta (Naidech ym. 2005).
Uusintavuoto ilmenee potilaan neurologisen tilan dkillisend laskuna ja se diagnosoidaan paian TT-

kuvauksella.

Rupturoitunut aneurysma pyritdan eristimain mahdollisimman nopeasti, viimeistiin 3—4 piivin
kuluessa hoitoon paisysti. Optimaalisimmasta leikkausajankohdasta ei toistaiseksi ole tutkimustietoa
(Whitfield ja Kirkpatrick 2001). Antifibrinolyyttinen hoito ennen leikkausta vihentda uusintavuodon
riskid. Kohonneen aivoiskemiariskin vuoksi silld ei ole kuitenkaan vaikutusta lopulliseen ennusteeseen

(Baharoglu ym. 2013).

Aneurysmien eristiminen kirurgisesti kraniotomian avulla (klipsaus) on viime vuosina tehnyt tilaa
endovaskulaariselle menetelmalle (koilaus). Vuoden 2005 Cochrane-katsauksen perusteella koilauksella
saatiin aikaan parempia hoitotuloksia yhden vuoden seuranta-aikana kuin klipsauksella (RR 0.76, 95 %

CI 0.67-0.88). Absoluuttinen riskin vihenema oli 7 % (95 % CI 4-11 %). (Van der Schaaf ym. 2005.)

1.4.2 Hydrokefalus

Akuutti hydrokefalus kehittyy 48—72 tuntia primaarivuodon jilkeen noin 20 %o:lle potilaista. Diagnoosi
perustuu aivokammioiden laajentumisen osoittamiseen (bicaudate index) paan TT-kuvauksessa. Lisdksi
2-3 %o:lle SAV-potilaista kehittyy subakuutti hydrokefalus 3—7 vuorokautta primaarivuodosta.

(Germanwala ym. 2010.)

Kahdella kolmesta hydrokefalus ilmenee kliinisesti tajunnan tason laskuna tai pretektaalialueen

kompressio-oireina (valojaykit pupillit, silmien deviaatio). Neurologinen oireisto paranee spontaanisti
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noin puolella tapauksista. Téstd johtuen on perusteltua seurata tokkuraisten, mutta muuten vakaiden,

potilaiden tilaa 24 tunnin ajan ja pidattiytya operatiivisesta hoidosta. (Germanwala ym. 2010.)

Aivo-selkdydinnestekierron hiirié hydrokefaluksen taustalla jactaan perinteisesti etiologialtaan kahteen
luokkaan: obstruktiiviseen ja kommunikoivaan. Subaraknoidaalivuodossa anatomisen obstruktion voi
aitheuttaa aivokammionsisdinen tai circulus Willis'in takakierron alueen vuoto, miki johtaa
aivokammioiden laajentumiseen obstruktion proksimaalipuolella. Kommunikoivassa hydrokefaluksessa
aivo-selkdydinnesteen absorbtio lukinkalvojyvisten kautta on vihentynyt leptomengien
permeabiliteettin laskun takia. Tama on useammin mekanismina subakuuttissa hydrokefaluksessa ja
sithen liittyy korkeampi todennikdisyys pysyvdan ventrikuloperitoneaaliseen sunttiin kuin

obstruktiivisessa mekanismissa. (Graff-Radford ym. 1989.)

Lumbaalipistos voi palauttaa tajunnan tason neurologisesti vakailla potilailla, joilla ei ole aivoissa tilaa
vievdd hematoomaa tai runsasta aivokammionsisdistd vuotoa (Hasan ym. 1991). Ongelmina tassi
hoitolinjassa ovat obstruktiotason mairittimisen epavarmuus sekd mahdollinen kohonnut

uusintavuotoriski (Ruijs ym. 2005).

Ylivoimaisesti kaytetyin hydrokefaluksen hoito on kuitenkin ventrikulostomia. Téhdnkin liittyy
mahdollinen kohonnut uusintavuotoriski seka yleisend komplikaationa ventrikuliitti, erityisesti mikali

katetrisaatio jatkuu yli kolme pdivdd (Hasan ym. 1989).

1.4.3 Sekundaarivaurio

Sekundaarivaurioriskin pienentimiseen tihtdavin hoidon paitavoite on maksimoida aivojen hapen- ja
glukoosinsaanti sekd yllapitad potilaan elintoiminnot ja veriarvot mahdollisimman ldhelld fysiologista

tilaa. Taman hetkisestd hoidosta vai pieni osa on ndytt66n perustuvaa. (Macdonald 2014.)
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Nimodipiini vihentdd huonon ennusteen ja sekundaarivaurion riskia (RR 0.67, 95 % CI 0.55-
0.81)(Dorhout ym. 2007a). Alkuvaiheen suonensisiisen hoidon jilkeen suositusannos on 60 mg
nimodipiinia suun kautta neljan tunnin vilein, mikali verenpainetaso timin sallii. Tavallisimmin
kalsiumkanavan salpaajia kiytetddn verenpaineldakkeind. Ne salpaavat verisuonten seindmien sileiden
lihassolujen kalsiumkanavia ja laajentavat titen verisuonia. Nimodipiini on erittdin lipofiilinen yhdiste ja

se lipiisee veri-aivoesteen. (Connolly ym. 2012.)

Odotusten vastaisesti nimodipiinin hyédyllinen vaikutus ei ndytd perustuvan vasospamin ehkaisyyn
(Dorhout ym. 2007a). Mahdollisia hyodyllisia mekanismeja ovat fibrinolyysin lisddntyminen,

neuroprotektio sekd aivokuoren laajenevan iskemian estiminen (Macdonald 2014).

Antitromboottisella lidkehoidolla voitaisiin vihentdd embolisaatiota ja meta-analyyseissd onkin saatu
parannettua potilaiden ennustetta. Ongelmana tissid on aivoverenvuotojen lisidntyminen. (Dorhout ym.

2007b).

Mikali potilaalle havaitaan kehittyvin sekundaarivaurio, suositellaan aloitettavaksi verenpainetta nostava
hoito kuitenkin pysytellen normaalissa nestetaytdssa. Jos tilanne ei tilld hoidolla parane on vaihtoehtona
vield hypoperfuusiosta kirsivin aivoalueen aivovaltimon pallolaajennus tai paikallinen suonensisiinen
lidkkeellinen vasodilataatiohoito (Connolly ym. 2012). Niama hoitomuodot ovat yleisesti kéytettyja

viimeisend keinona, vaikkei tehosta olekaan kunnollista tutkimustietoa (Kimball ym. 2011).

Lisdksi SAV-potilailla on useita systeemikomplikaatioita, joita kaikkia tulisi pyrkid mimimoimaan
kokonaisennusteen parantamiseksi. Yleisimpid komplikaatioita ovat kuume, anemia, hypo- tai
hypertensio, hyperglykemia, hyper- tai hyponatremia, hypomagnesemia, sydimen vajaatoiminta ja
rytmihdiriét sekd neurogeeninen pulmonaarinen 6deema sekd keuhkokuume. (Solenski ym. 1995,

Wartenberg ym. 2000.)
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1.5 Tutkimuksen tavoitteet

Tama tutkimus on osa translationaalista SpareBrain-projektia (ClinicalTrials.gov - tunniste
NCT02026596), jossa pyritidn kiyttimadn perustutkimuksesta kertynytté tietoa suoraan kliiniseen

tutkimukseen. Projektin tutkimuskohteena on subaraknoidaalivuodon sekundaarivauriomekanismi.

Taman tutkimuksen tavoitteena on tutkia erilaisten verikomponenttialtisteiden vaikutusta ihmisen
alkion kantasoluista erilaistettujen hermosolujen akvaporiinikanavaekspressioon simuloiden zz vitro -
mallissa subaraknoidaalivuotoa. Oletuksena on, ettd akvaporiinikanavaekspression muutokset ovat
ajallisesti sidoksissa SAV:n sekundaarivaurion kliiniseen ilmentymiseen primaarivuodon jilkeisina

péivina.

Tutkimuksen toisena tavoitteena on testata koeasetelman soveltuvuutta neuropatologisten prosessien 7
vitro -mallintamiselle. TAma on uusi vaihtoehto perustutkimukseen eldinkokeiden ja post-mortem
koepalojen rinnalle. Koeasetelman suurena etuna olisi se, ettd se pohjautuisi ihmiskudokseen, mutta
siind silti pystyisi simuloimaan prosesseja, jotka eivit mitenkadn olisi eettisesti mahdollisia

laaketieteellisina ihmiskokeina.

Vuosikymmenien tutkimustyostd huolimatta SAV:n patofysiologia on edelleen pitkilti mysteeri ja
nykyinen hoito ei pohjaudu kunnolliseen tutkimusnédyttéon. Vaurion taustalla olevien mekanismien
selvidiminen avaisi uusia mahdollisuuksia timéin hengenvaarallisen tilan parantamiseen.
Akvaporiinikanavilla on osoitettu olevan rooli useissa neuropatologissa prosesseissa ja ne ovat

todennikoisesti mukana my6s subaraknoidaalivuodon vauriomekanismissa.
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2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Neuronien erilaistaminen kantasoluista

Tampereen yliopiston biolddketieteellisen teknologian yksikélla (BioMediTech) on Sosiaali- ja
terveysalan lupa- ja valvontavirasto Valviran hyviksynta tehdé tutkimusta thmisen alkioilla ja erilaistaa
alkion kantasoluja (Dnro 1426/32/300/05). Lisiksi yksikolld on Pirkanmaan sairaanhoitopiirin eettisen
toimikunnan lupa keriti aivo-selkdydinnestettd seki verta terveiltd elektiiviseen kirurgiseen operaation
tulevilta vapaaehtoisilta, joille suoritetaan spinaalianestesia (Tenhunen, R0O9006) seka viljelld ja kasvattaa

thmisen alkion kantasolulinjoja hedelmittomyyshoidoista ylijadneista alkioista (Skotmann, R05116).

Tutkimuksen 7z vitro -mallia varten tarvittavat hermo- ja hermotukisolut erilaistetaan thmisen alkion
kantasoluista (human embryonic stem cells, hRESC) Tampereen yliopiston bioldaketieteellisen

teknologian yksikén kdyttimad menetelmia soveltaen (Nat ym. 2007, Lappalainen ym. 2010).

Tidssd menetelmissd pluripotentteja kantasoluja viljellddn ensin erilaistumattomassa soluvaiheessa
elatusaineessa kasvatusmaljalla, jonka pohjalla on thmisperdinen mitoottisesti-inaktiiviseksi kisitelty
tukisolukko. Elatusneste vaihdetaan useita kertoja viikossa ja soluviljelmai dissekoidaan sidnnollisesti
mekaanisesti uusille kasvatusmaljoille pienempiin solurykelmiin. Erilaistumattomassa soluvaiheessa

(hESC) pysyminen varmistetaan ajoittaisilla vasta-ainevirjayksilla.

Kantasoluviljelmai varten optimoitu elatusaine sisaltdd KO-DMEM —mediumipohjaa, seerumin
kotvaajaa, glutamiinia, ei-vilttimattémii aminohappoja, f-merkaptoetanolia, penisilliinid ja
streptomysiinid seki fibroblasti-kasvutekijdd. Inkubaatio tapahtuu 37 °C:een limpdétilassa 5 %

hiilidioksidia sisdltdvissd normaalipaineisessa ilmassa.

Lopullista hermosoluiksi erilaistamista varten solut siirretidn uusille kasvatusalustoille, joissa ne kelluvat

aggregaatteina elatusnesteessi pohjaan kiinnittyméttémia 20. viikkoon asti. Jalleen kerran elatusnestettd
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vaihdetaan ja soluviljelmai dissekoidaan mekaanisesti sekd erilaistumisastetta seurataan vasta-

ainevirjayksilld sadnnollisest.

Erilaistamisen tuloksena syntyneiden hermosoluverkostojen sihkoistd toimintaa testataan vield
mikroelektrodiverkostoilla (MEA: non-invasive microelectrode array) BioMediTechin protokollan
mukaisesti (Heikkild ym. 2009). Lopputuloksena kasvatusmaljalla on siis ihmisen toiminnallisesti

aktiivista hermokudosta.

2.2 Verikomponenttialtistus

Erilaistamisprotokollan tuloksena saadut hermosolut altistettiin kasvatusmaljalla yhden
tilavuusprosentin plasmaa (PL1) seki yhden tilavuusprosentin sentrifugoiden hajotettuja punasoluja
(PS1) sisaltaville liuoksille. Niiden kahden altisteen kontrolliksi valittiin laimentamaton aivo-
selkdydinneste (CSF). Niitd kolmea altistetta kohden kerittiin soluniytteet kasvatusmaljalta neljdssa
aikapisteessa (24, 50, 100 ja 124 h). Soluniytteet sentrifugoitiin ja elatusaine pipetoitiin pois. Soluja
huuhdeltiin vield fosfaatilla puskuroidulla fysiologisella suolaliuoksella ja lopuksi naytteet sailottiin
-70° C:een RA1 -lyysis-puskuriin (Macherey-Nagel). Verikomponettialtistuksen sekd naytteiden
kerdyksen suoritti Heikki Kiiski (SpareBrain-projekti).

2.3 Kvantitatiivinen reaaliaikainen kiinteistranskriptiopolymeraasiketjureaktio

(QRT-PCR)

Geenin ilmentymisen nopeutta kuvaa geenisti transkriptoidun ldhetti-RNA:n (mRNA) mairi solussa.
Niytteisté eristetty mRNA kaddnnetddn komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA), jota kiytetddn qRT-

PCR:ssid. Polymeraasiketjureaktiossa alleelispesifit alukkeet kiinnittyvit cDNA:han monistuvien
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geenisekvenssien paidhin ja titen pystytddn monistuskierroksien toistuessa tarkastelemaan haluttujen

geenien MAaarai naytteissa.

Niytteiden mRNA-eristys suoritettiin NucleoSpin RNA XS — sarjalla valmistajan ohjeiden mukaisesti
(Macherey-Nagel). Eristetyn RNA:n konsentraatio méaritettiin NanoDropilla, jonka jilkeen niytteistd
otettiin 50 ng RNA:ta cDNA-kdint66n High Capacity cDNA reverse transcription — sarjalla

valmistajan ohjeiden mukaisesti (Applied Biosystems).

qRT-PCR:ssa tarkasteltiin akvaporiinikanavageenien ilmentymistd kanavista numero 1, 4 ja 9. Lisdksi
mukana oli qRT-PCR -analyysimenetelmin edellyttimi endogeenikontrolli glyseraldehydi-3-
fosfaattidehydrogenaasi (GAPDH) seka naytteiden suhteellista solujakaumaa kuvaava neurofilamentti
(NF-68) hermosoluille ja gliaalinen fibrillaarinen hapan proteiini (GEFAP) astrosyyteille. Kaikkien
alukkeiden tuottaja oli Applied Biosystems.

qRT-PCR toteutettiin Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR — laitteistolla (Applied Biosystems).
Jokaisesta néytteesti tehtiin kolme 15 pl:n replikaattia, joiden koostumus oli seuraava: 1 pl cDNA:ta,
0,75 pul TagMan Gene — alukkeita, 7,5 pl TagMan Gene Expression Master Mixid sekd 5,75 pl
nukleaasivapaata vettd. Polymeraasiketjureaktion denaturaatiovaihe oli kymmenen minuuttia 95 °C:ssa
ja titd seurasi neljidkymmentd monistuskierrosta, joissa alukkeiden liittymisvaihe oli 15 sekuntia 95°C:ssa

ja pidentymisvaihe yhden minuutin 60 °C:ssa.

Jokaisen niytteen kolmen replikaatin kynnysarvokierroksista (C) laskettiin keskiarvo, jota kaytettiin

224 analyysimenetelmissi (Livak ja Schmittgen 2001), joka on yleisin relatiivinen qRT-PCR:n

analyysimenetelma. Mikali replikaatin kynnysarvokierrosluku erosi niytteen kahdesta muusta

replikaatista yli 0,5 kierrosta, jitettiin se pois analyysista.

. . I . . . w11 A-AAC . .. .
Vertailtaessa ndytteitd saman aikapisteen sisdlld 27— analyysimenetelmin kaava oli seuraava:

2-((KohdeC, - EndoC)-(KohdeCalC, - EndoCalC)))

* KohdeC, - EndoC, = Altiste
o KohdeC, = Tarkasteltava geeni (AQP1, AQP4, AQP9Y, NF-68, GFAP)
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o EndoC, = Endogeenikontrolli (GAPDH) samasta aikapisteestd ja samassa altisteessa
* KohdeCalC, - EndoCalC, = Kontrolli
o KohdeCalC, = Tarkasteltavan geenin replikaattien keskiarvo samassa aikapisteessid aivo-
selkdydinnesteessa
o EndoCalC, = Endogeenikontrollin replikaattien keskiarvo saman aikapisteen aivo-

selkdydinnesteessa

. . I . . w11 A-AAC . . :
Vertailtaessa niytteitd saman altisteen sisilld 2" '~ analyysimenetelmin kaava oli seuraava:

2-((KohdeC, - EndoC)-(KohdeCalC, - EndoCalC)))

* KohdeC, - EndoC, = Altiste
o KohdeC, = Tarkasteltava geeni (AQP1, AQP4, AQP9Y, NF-68, GFAP)
o EndoC, = Endogeenikontrolli (GAPDH) samasta aikapisteestd ja samassa altisteessa
* KohdeCalC, - EndoCalC, = Kontrolli
o KohdeCalC, = Tarkasteltavan geenin replikaattien keskiarvo samassa altisteessa
ensimmidisessé aikapisteessi
o EndoCalC, = Endogeenikontrollin replikaattien keskiarvo samassa altisteessa

ensimmidisessé aikapisteessi

Kaavalla saaduista replikaattikohtaisista suhdeluvuista laskettiin edelleen keskiarvo néytteelle lopulliseen
analyysiin. T4lld asetelmalla saatiin tieto altisteen vaikutuksesta geenin ilmentymiseen oletusarvoisesti
vakiona ilmentyvin endogeenikontrollin suhteen. Yhdessd polymeraasiketjureaktiossa oli yhtdaikaisesti
kaikki saman aikapisteen néytteet. Eri aikapisteiden vilisten suhdelukujen vertailun oletuksena oli

vakiona ilmentyvin endogeenikontrollin lisiksi oletus muuttumattomia sdilyneista reaktio-olosuhteista.
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4 TULOKSET

Tissd koeasetelmassa naytteitd oli yhteensa kaksitoista kolmessa altisteessa neljista eri aikapisteesta.
Jokaisesta néytteesti tehtiin kolme replikaattia polymeraasiketjureaktioon. Yleisesti ottaen altisteiden
pitoisuudet olivat mahdollisesti litan korkeita hermosoluille ja useissa niytteissd endogeenikontrollinkin

kynnysarvokierrosluvut jiivit hyvin korkeiksi soluvaurion merkkina.

4.1 Vertailu aikapisteen sisilla

Tarkasteltaessa geenien ilmentymisen suhdetta saman aikapisteen sisdlld on havaittavissa kaksivaiheinen
muutos akvaporiinikanava 1:n geeniekspressiossa plasmalle altistettuna. 24 tunnin kohdalla AQP1:n
suhdeluku on -10,58, mutta 50 tunnin kohdalla samaisessa altisteessa AQP1:n suhdeluku on noussut
arvoon 6,20. Tami tosin selittyy 24 tunnin kohdalla silld, ettd CSF-ndytteen GAPDH:n C-luku on
suurempi kuin PL1-ndytteessd ja AQP1:n C-luvut ovatkin ndytteissa itse asiassa lahes samaa tasoa.
CSF-niytteen korkea AQP1:n suhdeluku selittyy siis naytteenkasittelyn aiheuttamasta solutuhosta. 50
tunnin kohdalla kaikkien nidytteiden C.-luvut ovat kuitenkin vertailukelpoisia, joten tdssa
tutkimussarjassa todetaan AQP1:n ilmentymisen lisddntymistd plasmalle altistettuna tissd aikapisteessa.

Myohemmissi aikapisteissd geenin ilmentyminen tasoittuu samaan tasoon endogeenikontrollin suhteen.

Akvaporiinikanavien 4 ja 9 kynnysarvokierrosluvut ovat niin korkeita, ettei niitd voi ottaa mukaan
analyysiin. 24 tunnin kohdalla sekd NF-68 (-1,30) ettd GFAP (-3,31) ovat plasma- ja punasolualtisteessa

selkedsti suppressoituina edelld mainittuun niytteenkisittelyn atheuttamaan solutuhoon liittyen.
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Kuvio 1. Vertailu aikapisteen sisédlld 24 tunnin kohdalla.
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Kuvio 2. Vertailu aikapisteen sisédlld 50 tunnin kohdalla.
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Kuvio 3. Vertailu aikapisteen sisdlld 100 tunnin kohdalla.
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Kuvio 4. Vertailu aikapisteen sisdlld 124 tunnin kohdalla.
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4.2 Vertailu altisteen sisalla

Tarkasteltaessa geenien ilmentymisen suhdetta saman altisteen sisilld oli kontrollindytteen ensimmiinen
aikapiste aivo-selkaydinnesteessa keritty 12 tunnin kohdalla. Niyte on endogeenikontrollin suhteen
vertailukelpoinen muiden aikapisteiden naytteisiin, mutta AQP1:n suhdelukuun se antaa virheellisesti
litan suuren arvon 24 tunnin kohdalla (5,91) silld C-luku on AQP1:lle liian korkea (36,36). Mitiin
merkittivdd muutosta tarkasteltavien geenin ekspressiossa ei tapahdu CSF:ssd myohemmissi

aikapisteissa.

Punasolujen hajoamistuotteille altistettuna 124 tunnin naytteessa ei ekspressoitunut yksikdan geeni.
Useissa naytteissa C-luvut jaivit GAPDH:lle niin korkeiksi, ettd ne vaikuttavat virheellisesti 2AAC
kaavaan. GFAP:n suhdeluku on 50 tunnin kohdalla 8,34, mutta timi selittyy GEFAP:n korkealla C -
luvulla kontrollindytteessd (24 tuntia) eikd todellisuudessa ole merkittdva. Samasta syystd 100 tunnin

aikapisteessd NF-68:n ja GFAP:n suhdeluvut olisivat yli sata. Téstd johtuen niitd ei otettu huomioon

taulukoinnista.

Laimennetulle plasmalle altistettuna on todettavissa jo aikaisemmin mainittu nousu AQP1:n
ilmentymisessi 50 tunnin kohdalla (7,75). AQP4:n C-luvut ovat liian korkeita tarkempaan analyysiin.
Mainittavanarvoista kuitenkin on, etti C-luvut laskevat jokaisessa aikapisteessd korkeamman
geeniekspression merkkini: 24 h (34,55), 50 h (32,09), 100 h (31,07) ja 124 h (29,74). AQP9:n pitoisuus
on mairittimattoman matala. GFAP:n suhdeluku on 100 tunnin kohdalla 8,92 ja nayte on C-lukujen

puolesta vertailukelpoinen. Tutkimushypoteesin testaamiseen tima ei tosin varsinaisesti liity.
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Kuvio 5. Vertailu altisteen sisilld, aivo-selkidydinneste.
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Kuvio 6. Vertailu altisteen sisilld, punasolujen hajoamistuoteet.
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Kuvio 7. Vertailu altisteen sisilld, veriplasma.

5 POHDINTA

Taman tutkimuksen pédatavoitteena oli tarkastella qRT-PCR:1ld akvaporiinikanavien ilmentymisen
muutoksia ihmisen alkion kantasoluista erilaistetuissa hermosoluissa subaraknoidaalivuotoa simuloivien

altisteiden seurauksena.

Tutkimus oli osa SpareBrain-projektia ja siind kokeiltiin koeasetelman toimivuutta myohaisempia

tutkimuksia varten (Kiiski ym. 2013). SpareBrain-projekti on translationaalinen tutkimus
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subaraknoidaalivuodosta, jonka tavoitteena on soveltaa perustutkimuksesta kerittyd tietoa suoraan

kliiniseen hoitoon ja tutkimukseen.

AQP-kanavat ovat keskeisid aivojen vesitasapainon saitelyssa ja niiden merkitysta erilaisissa
patofysiologisissa prosesseissa on alettu ymmirtimain kunnolla vasta viime vuosina (Griesdale ym.
2004, Tait ym. 2008). Nykyisen tutkimustiedon perusteella tihidn tutkimukseen valituilla
akvaporiinikanavilla 1, 4 ja 9 on selkein ndytté osuudesta aivojen patofysiologisiin prosesseihin (Badaut

ym. 2002).

Tiahanastisissa poistogeenisissd eldinkokeissa on osoitettu AQP4-kanavan puuttumisen vihentavin
sytotoksista aivoturvotusta mutta toisaalta lisddvin vasogeenista aivoturvotusta (Verkman ym. 2000).
AQP4-kanavalla on siis sekd aivoja suojaava ettd vaurioittava rooli neuropatofysiologisen prosessin
mekanismista ja vaiheesta riippuen. Akvaporiinikanavat todennikdisesti ovat mukana myos SAV:n
liittyvissd aivoturvotuksessa sekd sekundaarivauriossa. AQP-kanavien toiminnan tutkiminen vuodon
jalkeisina pdivind voisikin tuoda lisitietoa vauriomekanismista ja tarjota potentiaalisen kohteen uusille

hoitomuodoille.

Taman tutkimuksen hypoteesina oli, ettd hermosoluissa tapahtuisi AQP-kanavien ilmentymisen
lisdadntyminen SAV:ta simuloivan verikomponettialtistuksen seuraksena (Sun ym. 2003). Ilmentymisen
lisddntyminen kuvaisi hermosolujen pyrkimysti tasoittaa intra- ja ekstrasellulaaritilan vilille syntynytta
osmoottista epitasapainotilaa ilmentimalld solukalvoilla vesikanavia. Ilmentyminen voisi myds jossain
aikapisteessd vihentya liittyen soluvaurion korjausmekanismeihin. Nykyaikaisen kasityksen mukaan

useimmilla molekyyleilld on tillainen kaksivaiheinen rooli aivovauriossa (Lo 2008).

Tutkimuksen toisena tavoitteena oli testata kantasoluista erilaistettujen toiminnallisesti aktiivisten
hermosoluverkostojen mahdollisuuksia neuropatologisten prosessien 7z vitro -mallintamiselle. Téllaisia
prosesseja voisivat aivoiskemian lisiksi olla esimerkiksi epilepsia sekd MS-tauti. Tama olisi uusi

vaihtoehto perustutkimukseen eldinkokeiden ja post-mortem koepalojen rinnalle.

Erityisen kiehtovaksi timén mallin tekisi sen mahdollisuudet testata helposti koemaljalla
hoitomenetelmid ithmiskudokseen (Jakel ym. 2004). Patofysiologisten mekanismien selvittdimisen jalkeen
voitaisiin jatkossa kokeilla hoitomuotoja suoraan esimerkiksi koemaljalle simuloituun

subaraknoidaalivuotoon.
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Tissé tutkimuksessa ei saatu esille selkedd muutosta akvaporiinikanavien ilmentymisessa
verikomponenttialtistuksen jilkeen. Akvaporiinikanava 1:n ilmentymisessi oli kuitenkin todettavissa 50
tunnin kohdalla merkittivi ilmentymisen lisidntyminen hypoteesin mukaisesti. Aikaisemmat
tutkimustulokset eldinkokeista ovat tukeneet erityisesti akvaporiinikanava 4:n osuutta SAV:n
aivoturvotuksessa (Tait ym. 2010). Kirjallisuudesta ei 16ydy vastaavanlaisia tutkimuksia thmiskudokselle,

joten tulokset eivit ole suoraan vertailukelpoisia.

Koeasetelman ongelmat liittyivit altisteiden mahdollisesti liian vikevadn neurotoksiseen pitoisuuteen.
Useiden niaytteiden kynnysarvokierrosluvut olivat korkeita mika osoittaa matalaa ndytepitoisuutta. Tama
todennakoisesti liittyy altisteiden aitheuttamiin vaurioihin nukleiinihapoissa. Lisatutkimuksia varten
altisteiden pitoisuutta kannattaisi laskea selkeisti alle yhden tilavuusprosentin ja aivo-
selkdydinnestettikin mahdollisesti laimentaa. Akvaporiinikanavien geeniekspression tutkiminen mikro-

RNA:n avulla voisi olla my6s potentiaalinen vaithtoehto (Sepramaniam ym. 2010).

Subaraknoidaalivuodon 7 vitro -mallina koeasetelma vaikuttaa lupaavalta. Verikomponenttien
hermosoluihin kohdistaman kemiallisen drsytyksen lisiksi voisi SAV:hen liittyvda iskemiaa simuloida
heikentdmilld primaarivaiheessa hetkellisesti kasvatusmaljan kasvuolosuhteita. Tamin tutkimuksen
perusteella tarkasteltava aikaikkuna voitaisiin rajata altistamisesta noin kolme vuorokautta eteenpdin.
Jatkossa voisi olla mahdollista kiyttdd koemaljan horisontaalitasoisen hermoverkoston sijaan my6s

moniulotteisempia verkostoja, jotka mallintaisivat 7z vivo — olosuhteita aidommin (Y1d-Outinen ym.

2014).

Subaraknoidaalivuoto on pidosin tydikiisen vieston vakava aivoverenvuoto, joka usein johtaa
kuolemaan tai pysyvidin toimintakyvyn alenemaan. Primaarivuodosta selvinneille kehittyy
sekundaarivaurioita, joiden patofysiologinen mekanismi on tuntematon ja titen my6s hoitotulokset
heikkoja. SAV-potilaat ovat sekundaarivaurion aikana sairaalahoidossa seurannan alla, joten saatavilla

olevat nykyistd tehokkaammat hoitomuodot parantaisivat varmasti hoitotuloksia.

Perustutkimus SAV:n patofysiologiasta on edellytys uusien hoitomuotojen kehittdmiselle. Kantasoluista
erilaistetut hermosolut ovat lupaava alusta neuropatologian mallintamiselle sekd uusien hoitomuotojen
testaamiselle. Akvaporiinikanavien rooli neuropatologisessa prosesseissa kaipaa vield runsaasti

jatkotutkimusta.
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