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Abstract

Aspartame is a common artificial sweetener, which is a methyl ester of aspartic acid and
phenylalanine. Its metabolic byproducts in human intestine are aspartate, phenylalanine and
methanol. Many studies about aspartame’s safety as a food additive has been conducted. The
purpose of this research was to study the effects of short-term aspartame intake on certain blood
parameters.

The research was carried out as a clinical study with volunteering test subjects. Test subjects
ingested a daily dose of aspartame for two weeks. Blood samples were taken during the test and
analyzed in order to perceive the possible changes. Collected data was then analyzed using
certain statistical methods.

A total of six parameters were chosen for the research; four of them measured from plasma and
two from whole blood. The parameters chosen were alanine aminotransferase, aspartate
aminotransferase, creatinine and urea, measured from plasma, and complete blood count with
microscopic differentiation of white blood cells. Statistical comparision of the parameters
revealed that a short-term aspartame intake does not affect significantly the parameters chosen.
The small amount of test subjects must be taken into account while making conclusions.
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1 Johdanto

Aspartaami on yleisesti k&ytetty makeutusaine. Se on kahden aminohapon,
asparagiinihapon ja fenyylialaniinin, metyyliesteri (Magnuson, Burdock, Doull, Kroes,
Marsh, Pariza, Spencer, Waddell, Walker & Williams 2007). Aminohapot muodostavat
pitkia ketjurakenteita, jotka laskostuessaan muodostavat valmiin, toimivan proteiinin
(Zubay 1998, 65-67). Proteiinit ovat ihmiskehon téarkeitd rakennusainemolekyylejéa.
Niiden tehtdvid elimistdssa ovat rakenteiden muodostaminen seka erilaisiin
biokemiallisiin reaktioihin osallistuminen. (Devlin 2001, 26; Burtis & Ashwood 1999,
477.)

Aspartaamin vaikutuksia ihmiselimistoon on tutkittu laajalti, kuten kaikilta liséaineilta
edellytetddn (Torronen & Mykkénen 2005, 259-260). Useissa tutkimuksissa on
kuitenkin saatu viitteitd aspartaamin ja erityisesti sen hajoamistuotteiden mahdollisista
haittavaikutuksista. Esimerkiksi on tutkittu aspartaamin kayton yhteyttd syodvén
kehittymiseen. (Soffritti, Belpoggi, Esposti, Lambertini, Tibaldi & Rigano 2005.)

Aspartaami hajoaa elimistssa lahtdaineikseen asparagiinihapoksi ja fenyylialaniiniksi,
mutta hajoamistuotteena syntyy myds jonkin verran metanolia, joka on tunnetusti
toksinen yhdiste (Carey & Giuliano 2000, 579-580). Taméan tutkimuksen tarkoitus oli
selvittdd naiden yhdisteiden vaikutusta ihmiselimistéon. Tutkimuksen koeasetelma oli
ennen-jalkeen -tutkimus, ja siihen osallistui seitseman vapaaehtoista koehenkil6a, jotka
nauttivat kahden viikon ajan aspartaamia. Kokeen aikana koehenkildiltd otettiin kahdet
verikokeet, joista seurattiin tiettyjd veriarvoja ja aspartaamin niissa aiheuttamia

muutoksia.

Tutkittavat veriarvot valittiin siten, ettd ne kuvaavat maksan ja munuaisten toimintaa
yliméardisen aminohappo- ja metanolirasituksen yhteydessa. Lisaksi tutkittiin
aspartaamin  hajoamistuotteiden  mahdollisia  vaikutuksia veren puna- ja

valkosolumorfologiaan.



2  Proteiinit

Proteiinit ovat hiilihydraattien ja lipidien eli rasva-aineiden ohella yksi ihmiskehon
rakennusaineista. lhmiskehon proteiinit muodostetaan pééasiallisesti ravinnon mukana
saatavista proteiineista. Proteiinien rakentuvat aminohapoista, jotka muodostavat pitkia
ketjurakenteita. Ketjurakenteet laskostuvat edelleen kullekin proteiinille ominaisesti
kolmiulotteisiksi rakenteiksi ja muodostavat taten toimivan proteiinin. Proteiinien

muodostamista eli proteiinisynteesid ohjaavat geenit. (Lehninger & Cox 2008, 71-72.)

2.1 Proteiinien rakenne

Ihmiskehossa esiintyvat proteiinit muodostuvat 20 erilaisesta aminohaposta.
Aminohappo koostuu aminoryhmastd, karboksyyliryhméstd ja sivuketjusta, jonka
rakenne vaihtelee aminohapon mukaan. (Lehninger & Cox 2008, 71-72.) Aminohapon
keskiosa muodostuu tetraedrisestd hiiliatomista, niinkutsutusta alfa-hiilestd, johon
aminoryhmé ja karboksyyliryhmé sitoutuvat kovalenttisesti vastakkaisille puolille
(Garret & Grisham 2010, 70). Kolmanteen sidoskohtaan sitoutuu aina vety, ja sen
vastakkaiselle puolelle sitoutuu kullekin aminohapolle ominainen sivuketju.
Poikkeuksena on glysiini, jolla ei ole sivuketjua, vaan alfahiileen on liittynyt kaksi
vetyd. (Zubay 1998, 60-63.)

Proteiinin perusrakenne on aminohappoketju, jossa aminohapot ovat liittyneet toisiinsa
kovalenttisilla peptidisidoksilla. Toisen aminohapon alfa-karboksyylipda liittyy
seuraavan aminohapon alfa-aminopaahén. Sidoksen muodostuessa vapautuu
vesimolekyyli. (Garret & Grisham 2010, 70-71.) Aminohappoketjun toinen pda on
niinkutsuttu aminoterminaalinen, jolla on vapaa aminoryhmé. Toisessa p&éssa on vapaa
karboksyylirynmd. Kuvassa 1 on esitetty aminohapon perusrakenne. Pieni
proteiinimolekyyli saattaa sisaltdd vain 50 aminohapon polypeptidiketjun, suurissa
proteiineissa voi olla yli 3000 aminohapon ketjuja. Esimerkiksi lihaksissa esiintyva
myosiini sisaltdéd yhden suurimmista yksittaisista polypeptidiketjuista, noin 1750

perakkaistd aminohappoa. (Zubay 1998, 65-67.)
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Kuva 1. Aminohapon perusrakenne, (Mukaillen McKee & McKee 2009, 127).

Polypeptidiketju on proteiinin primdérinen rakenne. Primadrirakenteen aminohappojen
jarjestys maaraytyy kyseista proteiinia koodaavan geenin mukaan, ja mutaatiot voivat
muuttaa proteiinin lopullista rakennetta ratkaisevalla tavalla. Funktionaalinen proteiini
muodostuu vasta ketjun laskostuessa sille ominaiseen muotoonsa, mikd maaraytyy
yksittdisten aminohappojen sivuketjujen  vélisten vuorovaikutusten mukaan.
Sekundaérirakenne syntyy, kun polypeptidiketju muodostaa toistuvia stabiileja
rakenteita, joista esimerkkeind ovat alfa-helix ja beeta-levy. Yksinkertaistettuna
proteiinien sekund&arirakenne muodostuu aminohappojen sivuketjujen muodostaessa
vetysidoksia ja joissakin tapauksissa myds rikkisiltoja toisten sivuketjujen kanssa.
(Zubay 1998, 80-88; Burtis & Ashwood 1999, 478.)

Proteiinin tertiddrirakenne muodostuu, kun sekundaarirakenteinen proteiini laskostuu
edelleen stabiileimpaan mahdolliseen muotoon. Tertiddrirakennetta yllapitévat
vetysidokset, disulfidisillat, van Der Waalsin voimat sekd hydrofobiset voimat. (Burtis
& Ashwood 1999, 478.) Kvaterndérirakenteinen proteiini muodostuu useamman
tertidérirakenteen  liittyessd  toisiinsa  muodostaen  valmiin  funktionaalisen
proteiinin.(Zubay 1998, 95-102).

2.2 Proteiinien tehtévat ja toiminta elimistossa

Proteiinit ovat ihmiskehon tarkeimpid rakennusaineita. Niiden tehtdvat elimistossé

voidaan jakaa karkeasti kahteen ryhmaéan: rakenteiden muodostus ja elimiston erilaisten
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biokemiallisten reaktioiden mahdollistaminen. Proteiinit toimivat esimerkiksi aineiden
kuljettajina ja reaktioiden katalyytteind sekd erilaisten kudosten rakennusaineina.
Kuljetusproteiineja ovat muunmuassa. hemoglobiini ja transferriini, jotka kuljettavat
happea ja rautaa verenkierrossa. Myds muut yhdisteet, kuten hormonit ja ladkeaineet,
kulkevat elimistossa proteiineihin sitoutuneina. Elimistdn immuunipuolustus perustuu
paaasiallisesti proteiinien toimintaan, silld useimmat immuunireaktioihin liittyvat
yhdisteet, esimerkiksi immunoglobuliinit, ovat proteiineja. Useimmat hormonit ovat
my0Os proteiineja. Proteiineilla on keskeinen rooli lédhes kaikissa metabolisissa
reaktioissa, solunjakautumisessa, sekd geenien transkription ja translaation saatelysséa.
Teoriassa erilaisia proteiineja ja niiden mahdollisia biokemiallisia sovelluksia on
adreton maara. (Devlin 2001, 26; Burtis & Ashwood, 1999, 477.)

Proteiinit toimivat elimistéssa monin tavoin: toimivat endokrinologisina viestinviejina,
sekd osallistuvat nestetasapainon ja happo-emaéstasapainon yllapitoon ja saatelyyn.
Proteiinit my6s varastoivat molekyyleja ja muodostavat erilaisia elimiston
tukirakenteita. (Gropper, Smith & Groff 2009, 179; McKee & McKee 2009, 140-141.)

2.3 Proteiinien metabolia

Proteiinien metabolia jaetaan anaboliaan eli proteiinien rakentamiseen ja kataboliaan eli
proteiinien hajotukseen pienemmiksi molekyyleiksi. Proteiineja voidaan syntetisoida,
mikali sopivia aminohappoja on saatavilla. Tarvittavat aminohapot voidaan saada
ravinnon mukana, tai niitd voidaan muodostaa elimiston omista molekyyleista. (McKee
& McKee 2009, 507.)

Ravinnosta saatavan proteiinin hajotus tapahtuu mahalaukussa ja ohutsuolessa. Aterian
nauttiminen aktivoi tiettyj& hormoneja ja vélittdjdaineita, jotka aktivoivat maharauhasia
tuottamaan ruoansulatusentsyymeja sekd muita ruoansulatuksessa tarvittavia yhdisteité.
Mahalaukun rauhaset erittdvat suolahappoa, joka hajottaa proteiinien kvaternaarisié,
tertidérisia ja sekundaarisia rakenteita. Suolahapon vaikutuksesta proteiinien rakenne

muuttuu helpommin hajotettavaksi. Maharauhaset erittdvat myos pepsinogeenia, joka
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on peptidisidoksia pilkkovan pepsiinientsyymin esiaste. Suolahappo katalysoi
pepsinogeenin  muuttumista  pepsiiniksi, joka hajottaa proteiineja  edelleen

suurikokoisiksi polypeptideiksi. (Gropper ym. 2009, 189-191.)

Pohjukaissuolessa ruokasulaan sekoittuu haimanestettd, joka sisaltdad useita erilaisia
proteiineja  hajottavien  entsyymien esiasteita, muunmuassa. trypsinogeeni,
kymotrypsinogeeni. Trypsinogeeni aktivoituu trypsiiniksi, ja trypsiini aktivoi muita
entsyymeja. Naméa entsyymit ovat pepsiinia spesifisempid, esimerkiksi kymotrypsiini
katkaisee aromaattisen ryhmén viereisia peptidisidoksia. Lopullinen pilkkoutuminen
tapahtuu suolen epiteelisoluissa imeytymisen aikana. Tall6in polypeptidiketjut
pienenevét di- ja tripeptideiksi ja vapaiksi aminohapoiksi ja siirtyvat verenkierron

mukana kudoksiin hyddynnettavaksi edelleen. (Gropper ym. 2009, 189-191.)

Ohutsuolesta imeytyneista aminohapoista 50—60 prosenttia kulkeutuu maksaan, ja tésta
osuudesta noin 20 prosenttia k&ytetd&n elimistdn proteiinien ja muiden typped
sisdltdvien yhdisteiden, kuten hemoglobiinin hemiryhman synteesiin. Yliméaaraiset
aminohapot on muokattava siten, ettd elimistolle toksinen aminoryhma ja sen sisaltaméa
typpi saadaan poistettua elimistostd. Maksa detoksifioi typen metabolisesti stabiiliksi
ureaksi, joka voidaan erittad virtsan mukana. Aminohappojen aminoryhma poistetaan
joko deaminaatiolla tai transaminaatiolla. (Gropper ym. 2009, 208-209.) Deaminaatio
tarkoittaa aminoryhman irrottamista spesifisten entsyymien eli deaminaasien avulla, ja
irrotetun aminoryhmé&n muokkaamista ammoniakkimolekyyliksi (McKee & McKee
2009, 563-564).

Transaminaatiossa puolestaan aminoryhma siirretdan toiselle molekyylille, joka voi olla
esimerkiksi jonkin muun aminohapon hiilirunko tai alfaketohappo eli aminohappo
ilman aminoryhmé& (Gropper ym. 2009, 208-209). Jiljelle jaéneet hiilirungot
hajotetaan seitseméksi erilaiseksi lopputuotteeksi: asetyyli-CoA, asetoasetyyli-CoA,
pyruvaatti, alfaketoglutaraatti, sukkinyyli-CoA, fumaraatti ja oksaloasetaatti (McKee &
McKee 2009, 562-563). Soluissa aminohapot luovuttavat aminoryhménsa
paaasiallisesti glutamiinille ja alaniinille, jotka kulkeutuvat maksaan, missa typen

detoksifikaatio tapahtuu. Maksa detoksifioi typen metabolisesti stabiiliksi ureaksi, joka



11

voidaan erittdd virtsan mukana. Reaktiosarjaa kutsutaan ureasykliksi, joka on energiaa
vaativa prosessi. (Mutanen & Voutilainen 2005, 136.)

Aikuisen ihmisen keho kykenee itse syntetisoimaan 12 aminohappoa, joita kutsutaan
nonessentiaalisiksi aminohapoiksi. Naiden saanti ravinnosta ei siis ole aikuisille
valttaméatontd. Loput kahdeksan ihmisen tarvitsemaa aminohappoa - fenyylialaniini,
valiini, treoniini, tryptofaani, isoleusiini, metioniini, leusiini, ja lysiini - ovat
essentiaalisia, eli niitd on saatava ravinnon mukana tarvittava maara. (McKee &
McKee, 2009, 507.)

Nonessentiaalisia aminohappoja voidaan muodostaa neljasta eri molekyylistd, jotka ovat
glyseraatti-3-fosfaatti, pyruvaatti, alfaketoglutaraatti ja oksaloasetaatti. Poikkeuksena on
tyrosiini, jota syntetisoidaan fenyylialaniinista. Naistd molekyyleistd muodostuvista
aminohapoista voidaan edelleen syntetisoida muita aminohappoja (McKee & McKee
2009, 512-513). Nonessentiaaliset aminohapot muodostetaan yksinkertaisilla reaktioilla
muutaman vélivaiheen kautta, kun taas essentiaaliset aminohapot vaativat viidesta

kuuteentoista valivaihetta (Berg, Tymoczko & Stryer 2002, 671).

Nonessentiaaliset aminohapot voidaan jakaa ryhmiin niiden esiasteiden eli prekursorien
avulla. Esimerkiksi aspartaattiryhman prekursorina toimii oksaloasetaatista muodostuva
aspartaatti, josta syntetisoidaan edelleen asparagiinia, metioniinia, lysiinia ja treoniinia
erilaisten biokemiallisten reaktioiden kautta. (McKee & McKee 2009, 507.)

2.4 Ureasykli

Ureasykli on TCA-syklin ohella elimiston térkeimpi&d reaktiosarjoja. Koska
aminohappojen siséaltdma aminoryhma on ihmiselle haitallinen, se on eritettdva pois.
Erittdminen tapahtuu padosin maksassa ja jonkin verran munuaisissa juuri ureasyklin
kautta, jonka lopputuotteena yksi ammoniumioni saadaan muokattua eritettdvaan
muotoon. Ureasykli koostuu viidesta reaktiosta, joiden lopputuotteena syntyy ihmiselle

suhteellisen myrkyton ureamolekyyli, joka eritetddn munuaisten kautta. Naista
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reaktioista kaksi tapahtuu mitokondriossa ja kolme sytoplasmassa. (Voet & Voet 2011,

1025.) Kuvassa 2 sivulla on esitetty ureasykli yksinkertaisena kaaviona.

Ureasyklin ensimmainen reaktio tapahtuu mitokondriossa, ja siind ammoniumioni ja
karbonaatti-ioni liitetddn yhteen, jolloin muodostuu karboamyylifosfaattia. Reaktioon
osallistuu karboamyylifosfaattisyntaasi, vaikka se ei varsinaisesti ole ureasyklientsyymi.
Se katalysoi amino- ja karboksyyliryhmien aktivaatiota, jolloin ne muodstavat
karboamyylifosfaattia, joka on ureasyklin ensimmainen typpeé siséltdva substraatti.
(Voet & Voet 2011, 1025.) Karboamyylifosfaatti puolestaan  sitoutuu
ornitiinimolekyyliin  jolloin  muodostuu sitrulliinia  ornitiinitranskarbomylaasin
katalysoidessa reaktiota. Samalla vapautuu fosfaatti. (Zubay 1998, 603-605.) Koska
reaktio tapahtuu mitokondrioissa, tarvittava ornitiini on kuljetettava sytoplasmasta
mitokondrioon spesifisten kuljettajamolekyylien avulla. Muodostunut sitrulliini taytyy
puolestaan kuljettaa sytoplasmaan, jotta syklin seuraavat reaktio mahdollistuu. (Voet &
Voet 2011, 1028.)
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Sitrulliinin siirryttya mitokondriosta sytoplasmaan siihen liitetddn toinen aminoryhma,
jonka luovuttajana toimii aspartaatti. Lopputuotteena on arginosukkinaatti, ja reaktiota
katalysoi arginosukkinaattisyntaasi. (Zubay 1998, 603-605.)

Arginosukkinaattia muokataan edelleen entsymaattisesti arginosukkinaattilyaasin
katalysoidessa, jolloin sen rakenteesta irtoaa fumaraattimolekyyli ja arginiini.
Muodostunut arginiinimolekyyli reagoi arginaasin kanssa, sen seurauksena vapautuu
ureamolekyyli ja muodostuu ornitiinimolekyyli, joka voidaan kierrattdad ureasyklin
mitokondriaalisissa reaktioissa. Fumaraattimolekyyli puolestaan voidaan Kierréattaa
TCA-syklissa. (Zubay 1998, 603-605.)

Jokaisella ureasyklilld eliminoidaan kaksi typpimolekyylid, jotka ovat perdisin
ammoniumionista ja aspartaatin luovuttamasta aminoryhmastd. Ureasykli vaatii
suhteellisen paljon energiaa, 3 ATP-molekyylin verran. Puolet maksan tarvitsemasta
hapesta kaytetddn ureasykliin sekd glukoneogeneesiin eli glukoosin muodostukseen
tarvittavan energian tuottoon. Ureasyklissa vapautuva fumaraatti liittad syklin Krebsin
sykliin. Nain ollen syklit tdydentévat toisiaan. (Zubay 1998, 603-605; Voet & Voet
2011, 1028.)

2.5 Proteiiniylimaara elimistossa

Aminohappojen saannille ei ole pystytty maarittdmaén rajaa, jonka ylittyessa ilmenisi
haittavaikutuksia (Gropper ym. 2009, 237). Elimistddn ravinnon mukana tuleva
ylimaaréinen proteiini kdytetddn hyoddyksi solujen erilaisissa metabolisissa prosesseissa.
Erilliset aminohapot metaboloituvat niille spesifisten reaktioiden kautta siten, etté
lopputulos on joko energiaa tuottava glukoneogeneesi tai ketogeneesi. Ketogeneesin
lopputuloksena syntyy aina ureaa. (Aro, Mutanen & Uusitupa 2005, 130.)
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2.6 Aminohappojen kertymasairaudet

Ihmisilla on olemassa useita geneettisia sairauksia, joihin liittyy solujen kyvyttomyys
kayttadd tiettyd aminohappoa. Kyseiset sairaudet johtuvat usein tietyn lysosomaalisen
entsyymin puutteesta, jolloin aminohappoa ei voida metaboloida vaan se kerééantyy
solujen lysosomeihin aiheuttaen oireita. Tadmantyyppiset sairaudet johtavat usein
henkiseen jalkeenjééneisyyteen ja ennenaikaiseen kuolemaan, mikéli asianmukaista
hoitoa ei ole saatavilla. (Ukkonen, Pihko & Rapola 1995, 111(2):158.)

Kertymdsairaudet johtuvat mutaatiosta entsyymiin valmistusta koodaavassa geenissé.
Virheellinen proteiini ja sitd myoten toimimaton entsyymi voi syntyd esimerkiksi
pistemutaation seurauksena, jolloin proteiinin priméérirakenteessa yksi aminohappo
korvautuu toisella. Tamén seurauksena proteiinin tertiddri- ja kvaternaarirakenne ei

muodostu oikeanlaiseksi ja valmis entsyymi ei toimi. (Ukkonen ym. 1995, 111(2):158.)

3  Lisaaineet

Lisdaine on Euroopan unionin tdméanhetkisessa lainsdadanndssa madritelty aineeksi,
joka parantaa elintarvikkeen séilyvyyttd, vaikuttaa sen makuun, hajuun, Variin
rakenteeseen tai muuhun ominaisuuteen. Lisaaineiden tulee olla terveydelle vaarattomia
ja niiden kaytolle on oltava peruste. Ne eivat mydskéan saa johtaa kuluttajia harhaan.
(Garrow, James & Ralph 2000, 401.) Lisaaineet tulee testata ennen niiden laajamittaista
kayttoonottoa, ja niille annetaan EU-maissa erityinen E-koodi (Aro ym. 2005, 295). E-
koodi on muotoa E-000, missda 000 on juokseva numero, joka annetaan kullekin
lisdaineelle erikseen. E-kirjain merkitsee sitd, ettd Euroopan unioni on arvioinut

lisdaineen turvalliseksi ja kayttoon soveltuvaksi. (Evira 2011.)

Lisdaineelle on tehtdvd ennen sen hyvéaksymistd tietyt tutkimukset, joita ovat
toksikokinetiikka, subkrooninen toksisuus, krooninen toksisuus ja karsinogeenisuus,
lisddntymis- ja kehitystoksisuus sekd genotoksisuus. Ndmé& tutkimukset suoritetaan

yleensa eldinkokein, ja lisatutkimuksia tehd&an, mikali yhdestak&an testistd saatu tulos
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on positiivinen. Esimerkkeing taydentéavista tutkimuksista ovat aineen herkistavyyden,
arsyttavyyden ja neurotoksisuuden selvittely. (Pohjanvirta 2007, 295.)

Tutkimuksissa lisdaineelle madritelladn niinsanottu NOAEL-arvo (No Observed
Adverse Effect Level) eli maksimikonsentraatio, jolla ei ole havaittu haittavaikutuksia
koeorganismissa. Sen avulla aineelle johdetaan turvakerroin, joka vaihtelee 100:n ja 10
000:n vélilla, ja ADI-arvo eli Acceptable Daily Intake. Kyseinen arvo kuvaa
ainemaarad, joka on todettu elinikéisessa pdivittaisessad kaytossa turvalliseksi. ADI-
arvot eivét ole pysyvid, vaan ne voivat muuttua uusissa toksikologisissa tutkimuksissa
saadun tiedon mukaan. (Pohjanvirta 2007, 295-296.)

3.1 Aspartaami

Aspartaami on yleisesti kaytetty keinotekoinen makeutusaine. Se keksittiin vuonna
1965, kun G. D. Searle & Companyn alaisuudessa tydskennellyt kemisti James M.
Schlatter kehitti uutta l&8kettd vatsahaavan hoitoa varten. Eréds valituote ladkkeen
valmistuksessa oli aspartyylifenyylialaniinimetyyliesteri. Saatuaan ainetta huomaamatta
kasiinsd Schlatter nuolaisi epdhuomiossa sormiaan ja havaitsi voimakkaan makean
maun. Vakuututtuaan, ettei aine ollut myrkyllistd, héan jatkoi sen tutkimista.
(Whitehouse, Boullata & McCauley 2008.) Yhtid kiinnostui yhdisteen mahdollisista
kayttotarkoituksista ja teki useita tutkimuksia selvittddkseen yhdisteen turvallisuutta.
Aspartaamin rajattu kayttd hyvéksyttiin ensimmaisen kerran vuonna 1974, mutta
Kliiniset kokeet jatkuivat myods hyvéksymisen jalkeen. (Stegink 1987.) Aspartaamin
turvallisuus herétti epdilyksid, mutta niistd huolimatta Yhdysvaltain FDA (Food and
Drug Administration) hyvéksyi aspartaamin yleisen kayton makeutusaineena vuonna
1981 (Campbell & Farrell 1995, 81).

Aspartaamia kéytetddn maailmanlaajuisesti yli 6 000 tuotteessa, esimerkiksi light-
virvoitusjuomissa, makeisissa, purukumeissa seké ld&keaineissa. Se on noin 200 kertaa
sokeria makeampaa, ja aspartaamia sisaltavia tuotteita kayttdd 200 miljoonaa ihmista

ympari maailman. Aspartaamin E-koodimerkinnéksi on vakiintunut EU-alueella E 951,
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ja kaikissa aspartaamia sisaltdvien tuotteiden tuoteselosteissa on oltava merkinté
aspartaamista. (Aspartame Information Center 2011.)

Aspartaamin ADI-annos on Euroopan elintarvikealan tiedekomitea SCF:n (Scientific
Committee for Food) mukaan 40 mg painokiloa kohden. ”ADI-arvon perusteella laskien
ja olettaen, ettd juomaan on kaytetty suurin sallittu m&&rd aspartaamia, voi 60 kiloa
painava henkild joka pdiva juoda aspartaamilla makeutettu juomaa nelja litraa eli

kahdeksan puolen litran pullollista ilman, ettd ADI-arvo ylittyy.” (Evira 2011.)

Aspartaamin vaikutuksista terveyteen on tehty lukuisia tutkimuksia. Aspartaami
koostuu kahdesta ihmiselimistdssd esiintyvastda aminohaposta, mutta se hajoaa
happamissa oloissa lahtdaineidensa lisdksi myds metanoliksi, joka on tunnetusti
myrkyllistd ihmisille. Ennen aspartaamin kayton hyvéksymista Searle teki 11
aspartaamin turvallisuuteen liittyvdd koetta. Tosin FDA:n valvontakomitea ei
hyvaksynyt kaikkia Searlen toiminta- ja tutkimusk&ytanteitd. (Stegink 1987.)
Aspartaamin kaytolla on epailty olevan yhteyksia erilaisten sydpien, muun muassa
rinta- ja aivosyopien seka leukemioiden, kehittymiseen. IThmisilla tallaista trendié ei ole
havaittu (Lim, Subar, Mouw, Hartge, Morton, Stolzenberg-Solomon, Campbell,
Hollenbeck & Schatzkin 2006). ERF:n (European Ramazzini Foundation) suorittama
tutkimus rotilla antoi  kuitenkin selvid viitteitd aspartaamin  mahdollisista
karsinogeenisista vaikutuksista (Soffritti ym. 2005), joskaan FDA ei ole yhtad mielta
tutkimuksen paikkansapitdvyydestd. ERF:n tutkimukset eivdt vastanneet FDA:In
mukaan Yhdysvaltain hallituksen mé&ardaman toksikologisen aloitteen standardeihin.
(Medical News Today 2007.)

3.2 Aspartaamin kemiallinen koostumus

Aspartaami  eli  aspartyylifenyylialaniinimetyyliesteri on kahden aminohapon,
asparagiinihapon ja fenyylialaniinin metyyliesteri. Aspartaamia esiintyy seka alfa-, etta
beta-muodossa, joista vain alfa-muoto on makeaa. Aspartaamin kemiallisessa
valmistuksessa syntyy kumpaakin isomeeria, jotka erotetaan toisistaan. Entsymaattisella

valmistusmenetelmalla saadaan spesifisesti aikaan haluttua alfa-muotoa. Valmis
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aspartaami on hajutonta valkeaa jauhetta, joka on erittdin makeaa. (Magnuson ym
2007.) Aspartaamin rakenne on esitetty kuvassa 3.

O

OCH

O

w

N N I

OH H 0
Kuva 3. Aspartaamin rakenne, (Mukaillen Stegink 1987).

Aspartaamin hajoamistuotteet elimistdssa ovat aspartaatti, fenyylialaniini ja metanoli.
Se liukenee hieman veteen ja etanoliin, mutta ei rasvoihin tai 6ljyihin. Kuivana
séilytettynd aspartaami on erittdin stabiilia, mutta hajoaa korkeissa lampdtiloissa ja
vesiliuoksissa. Vesiliuoksen hajoamisnopeuteen vaikuttavat sen séilytyslampatila ja pH.

Aspartaamin hajoamistuotteet eivat ole makeita. (Magnuson ym. 2007.)

3.3 Aspartaatti

Aspartaatti on yksi aspartaamin hajoamistuotteista. Se on nonessentiaalinen
aminohappo.  Ihmiselimisté  kykenee  muodostamaan  sitd  oksaloasetaatista
transaminaatiolla, jossa glutamaatti toimii aminoryhmén luovuttajana. Tarvittava
oksaloasetaatti saadaan sitruunahappokierrosta. Aspartaatti on useiden muiden
aminohappojen prekursori. Mikali aspartaattia on ylimadr4, se palautetaan
kaanteisreaktiolla lahtbaineikseen, eli néin ollen sitruunahappokiertoon. (Zubay 1998,
576, 626.)
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Aspartaatti on eksitatorinen neurotransmitteri eli hermosolujen aktivaatiota lisdava
valittdjaaine, jolla on todettu eksitotoksisia vaikutuksia. Eksitotoksinen yhdiste on
hermosoluissa normaalisti esiintyva yhdiste, joka kuitenkin aiheuttaa korkeina
pitoisuuksina hermostovaurioita. (Chamberlin & Brigham 2005, 615-616.) Jos
aspartaatin  pitoisuus hermosolujen synapseissa on huomattavan korkea, sen
eksitotoksiset vaikutukset tulevat esiin, jolloin seurauksena voi olla soluvaurioita
(Janssen & van der Heijden 1988).

3.4 Fenyylialaniini ja PKU

Fenyylialaniini on essentiaalinen aminohappo, jota ihmiselimistd ei kykene
muodostamaan. Ihmisen on siis saatava fenyylialaniinia ravinnostaan. Aspartaatin
tavoin se on muiden aminohappojen, kuten tyrosiinin, prekursori. (Voet &Voet 2011,
1065.)

Fenyyliketonuria (PKU) on geneettinen fenyylialaniinihydroksylaasin puutos, joka
aiheuttaa kyvyttomyyden muokata fenyylialaniinia eteenpéin tyrosiiniksi. Taman vuoksi
fenyylialaniinia ja sen metaboliitteja kertyy elimistoon aiheuttaen samalla tyrosiinin
puutteen. (Gropper ym 2009, 214.) Ylimaardinen fenyylialaniini transaminoituu
fenyylipuryvaatiksi (Voet & Voet 2011, 1045). Fenyyliketonuria aiheuttaa eriasteisia
palautumattomia hermostovaurioita ja asteittain pahenevaa henkista jalkeenjaéneisyytta,
kuten aminohappojen kertymé&sairaudet yleenséd. Mikali oireyhtymd todetaan
valittémasti syntyman jalkeen ja hoito aloitetaan heti, vakavilta vaurioilta voidaan
valttyd. (McKee & McKee 2009, 577.) Fenyyliketonuriaa hoidetaan ruokavaliolla, joka
siséltdd hyvin védhan proteiinia, tyrosiinilisalla sekd veren fenyylialaniinitason
tarkkailulla kymmeneen iké&vuoteen asti (Gropper ym 2009, 214; Voet & Voet 2011,
1046). Aspartaami on todistetusti haitallista tatd oireyhtymad sairastaville henkildille,
mink&a vuoksi aspartaamia siséltaviin tuotteisiin on lisattavéd varoitus fenyylialaniinin
ldhteestd (Stegink 1987).
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Tutkimuksen tarkoituksena oli

aspartaamin nauttimisen myo6t4. Tutkimushypoteesina oli, ettd merkittdvdd muutosta ei

Tutkimuksen tarkoitus ja tutkimusongelmat

valituissa veriarvoissa tapahdu.

Opinndytetyon tutkimusongelmat:

Vaikuttaako ADI-arvon suuruinen aspartaamin nauttiminen oleellisesti

tutkittaviin veriarvoihin?

Vaikuttaako ADI-arvon suuruinen aspartaamin nauttiminen perusterveiden

koehenkildiden vointiin?

Tutkimushypoteesit:

HO: Aspartaamin nauttiminen ei vaikuta tilastollisesti vahintddn melkein

merkitsevasti plasman ALAT- arvoon.

HO: Aspartaamin nauttiminen ei vaikuta tilastollisesti vahintadn melkein

merkitsevasti plasman ASAT-arvoon.

HO: Aspartaamin nauttiminen ei vaikuta tilastollisesti védhintadn melkein

merkitsevasti plasman Krea-arvoon.

HO: Aspartaamin nauttiminen ei vaikuta tilastollisesti vahintadn melkein

merkitsevasti plasman Urea-arvoon.

HO: Aspartaamin nauttiminen ei vaikuta tilastollisesti vahintdan melkein

merkitsevasti pieneen verenkuvaan.

selvittdd, muuttuivatko koehenkildiden veriarvot
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5  Tutkimuksen menetelmalliset valinnat

Tehty tutkimus oli kvantitatiivinen. Kaikki saadut tulokset taulukoitiin ja niiden
mahdollisia  poikkeamia vertailtiin  alkuperéisiin  arvoihin.  Kvantitatiivisessa
opinndytetydssa tutkitaan saatuja tuloksia tilastollisilla menetelmill&. Jotta tulokset ovat
luotettavia, tutkittavia havaintoyksikditd on oltava riittdvdn suuri  maaré.
Kvantitatiivisessa tutkimuksessa tutkija muuttaa tutkimusongelman kysymyksiksi,
joihin han antaa vastaukset tydssaan. Tutkimuksen alussa kerataan tarvittava teoriatieto

tutkimusongelman ratkaisua varten. (Kananen 2008, 10-15.)

Kvantitatiivinen tutkimus perustuu mittauksiin, joissa mitattavia ominaisuuksia
kutsutaan muuttujiksi. Muuttujien saamista arvoista kerdtadn havaintomatriisi, jota
kasitellaan tilastollisilla menetelmilla. Mittaaminen tapahtuu kayttaméalla mittareita,
joiden avulla tilastoyksikot saavat ominaisuuksiaan vastaavat arvot. Tutkimuksessa
tulee madritelld ensin késitteet, jotta ne voidaan mitata. Tieteellisessé tutkimuksessa
kannattaa kayttdd ennalta mééritettyjd kasitteitd ja mittareita, jotta tulokset ovat

vertailukelpoisia keskenaan. (Kananen 2008, 16-18.)

Tilastollisissa tutkimuksissa pyritddn selvittdméan, pitdvatko perusjoukolle asetetut
ennakko-oletukset, eli hypoteesit, paikkansa. Tutkimukselle asetettavat hypoteesit
saadaan kokemuksen ja teorian pohjalta. Saatavien tulosten pohjalta perusteella
tutkitaan, ovatko mahdolliset erot tilastollisesti merkitsevid vai sattumasta johtuvia.
Tutkimuksessa esitetddn nollahypoteesi, HO, joka ilmaisee, etta tuloksien keskiarvojen
valilla ei ole eroa. Lisdksi esitetddn vastahypoteesi, joka esittdd, ettd tuloksien
keskiarvojen vélilla on eroa. Mikali testissa saadaan pieni merkitsevyystaso, eli p-arvo,
jolloin virhepaatelman mahdollisuus on pieni, HO voidaan hylat4. Yleisesti kaytetty
riskiraja on viisi prosenttia. N&in ollen yli yhden, mutta alle viiden prosentin
merkitsevyystason voidaan sanoa olevan tilastollisesti melkein merkitsevié.
(Karjalainen 2010, 219 — 221.)

Tutkimuksen otoskoko tarkoittaa tutkittavien arvojen muodostamaa joukkoa.

Tilastollisessa tutkimuksessa otoskoko vaikuttaa tutkimuksen luotettavuuteen. Yleisesti



22

ottaen suuremman otoskoon oletetaan lisddvan luotettavuutta. Otoskoon kasvaessa myos
kustannukset lisdantyvat. Otoskoon lisddminen kasvattaa tuloksien luotettavuutta
voimakkaasti alussa, mutta tietyn rajan jélkeen tarkkuus ei enda kasva kovinkaan paljoa.
(Kananen 2008, 70-72.)

Tutkimusmenetelméksi valittiin ennen — jalkeen tutkimus, jossa kultakin koehenkil6lta
mitattiin tutkittavat veriarvot ennen ja jalkeen aspartaamin nauttimisen. Saatuja tuloksia
verrattiin toisiinsa ja néiden perusteella laskettiin tunnusluvut kullekin veriarvolle.
Kyseiseen tutkimusmenetelméan paddyttiin  otoskoon pienuuden  (seitsemén
koehenkil6d) vuoksi. Nain pienella koehenkilomaéaralla ei voitu suorittaa luotettavasti
Klassista koeasetelmaa, jossa on erillinen kontrolliryhm& koehenkiloryhmén ohella,
luotettavasti. Aspartaamin nauttimista ennen ja jalkeen tilanteiden vélisend aikana
kutsutaan interventioksi. Kaikkia muutoksia tuloksissa ei kuitenkaan voida lukea
intervention aiheuttamiksi. Vliaikaiset vaikutukset, mittauksen vaikutukset ja regressio
keskiarvoa kohti aiheuttavat myds muutoksia tuloksiin. Véliaikaiset vaikutukset
tarkoittavat normaaleja  ajasta  johtuvia  muutoksia intervention  aikana.
Mittaamistekniikoissa voi olla epéatarkkuuksia, jotka osaltaan vaikuttavat tuloksiin.
Regressio keskiarvoa kohti tapahtuu mitattavilla suureilla, kun niitd mitataan useammin
kuin yhden kerran. Talléin suuret ja pienet arvot lahestyvat mittauksien keskiarvoa.
(Nelson, Dumville & Torgerson 2010, 201 — 203.)

6  Tutkimus ja sen toteutus

Koehenkiloiksi tutkimukseen haettiin  tdysi-ikdisid ja perusterveitd henkilGita.
Koehenkiltille ei asetettu varsinaista ylaikarajaa, mutta kaikki kokeeseen osallistuneet
olivat alle 40-vuotiaita. Myodsk&én koehenkil6iden sukupuolelle ei asetettu vaatimusta,
mutta seitsemastd koehenkildstd kuusi oli naisia. Tutkimuksen koehenkil6t olivat
luokkatovereita ja sukulaisia, joilta kysyttiin joko henkilokohtaisesti tai puhelimitse

halukkuutta osallistua tutkimukseen.
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6.1 Tutkimuksen kuvaus

Tehtdvd tutkimus oli Kkliininen, vapaaehtoisilla koehenkil6illa tehtdvd koe.
Tarkoituksena oli tutkia, kuinka lyhyella ajanjaksolla tapahtuva s&annollinen
aspartaamin nauttiminen vaikuttaa tiettyihin veriarvoihin. Tutkimuskohde valittiin sen
perusteella, ettd haluttiin tutkia kiinnostavaa asiaa henkilokohtaisesti, ja verrata tuloksia
muihin tutkimuksiin. Tutkimukseen valittiin nelja plasmasta ja kaksi kokoveresta
mitattavaa parametrig, jotka kuvaavat eri elinten toimintaa. Valitut parametrit olivat
plasman alaniiniaminotransferaasi (P-ALAT), plasman aspartaattiaminotransferaasi (P-
ASAT), plasman kreatiniini (P-Krea), plasman urea (P-Urea), perusverenkuva (B-PVK)
sekd valkosolujen mikroskooppinen erittelylaskenta (Diffi). Liitteessa 1 on valittujen

tutkimusparametrien viitearvot seka lisatietoa niiden merkityksesta.

P-ALAT- ja P-ASAT -arvot valittiin tutkimukseen sen vuoksi, ettd ne kuvastavat melko
spesifisesti maksan tilaa. Koska aminohappojen ja metanolin hajotus tapahtuu
paaasiallisesti maksassa, voidaan olettaa, ettd ylimé&&rdinen aspartaamiannos saattaa
vaikuttaa tdhan arvoon, mikéli maksa padsee rasittumaan liikaa. P-Krea -arvo on
munuaisspesifinen. Koska aspartaamin hajoamistuotteet erittyvat padasiallisesti
munuaisten kautta, oli kiintoisaa tutkia, miten ylimaardinen aspartaami vaikuttaa

munuaisfunktioon.

P-Urea-arvo valittiin tutkimukseen siksi, ettd urea on aminohappojen hajoamistuote.
Tutkimuksessa haluttiin  seurata ylim&&rdisen aminohappojen saannin vaikutusta
plasman ureapitoisuuteen. B-PVK ja B-Diffi valittiin tutkimukseen, koska haluttiin

tutkia aspartaamin saannin vaikutusta verisolujen morfologiaan.

6.2 Esitestaus

Ennen varsinaisen tutkimuksen suorittamista on suositeltavaa testata valitut menetelmat

etukateen, jotta voidaan arvioida niiden soveltuvuutta tutkimuksen tarpeisiin.
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Esitestauksen aikana voi ilmeté seikkoja, joiden perusteella voidaan arvioida valittujen
tutkimus- ja tiedonkeruumenetelmien toimivuutta. (Lacey 2010, 22-23.)

Tutkimuksen esitestaus suoritettiin 2.3.2012 ja 14.3.2012. Tarkoituksena oli testata
tutkimuksessa kaytettdavien laitteiden sekd MGG-vérjdyksen toimivuutta seka ratkaista
kaytannon ongelmia liittyen aspartaamin nauttimiseen. Esitestaus suoritettiin Konelab-
analysaattorilla ja Sysmex-analysaattorilla kunkin laitteen kayttdohjeiden mukaan
kayttden kullekin laitteelle hyvéksyttyja reagensseja ja laaduntarkkailu- eli
kontrollindytteitd. MGG-vérjayksen kohdalla kéytettiin viimeisintd voimassaolevaa

varjaysohjetta.

Konelab-analysaattoria varten liuotettiin laaduntarkkailu- eli kontrollindytteet Abtrol ja
Nortrol seké vakio sCal. Liuotetut kontrollit jaettiin 1,5ml:n Eppendorf-putkiin, jotka
pakastettiin - myohempad kayttéd varten esitestauksessa kaytettyja kontrolleja
lukuunottamatta. ~ Né&ytteiden  pakastaminen  paransi  niiden  séilyvyytta.
Alaniiniaminotransferaasin  ja  aspartaattiaminotranferaasin  osalta  menetelmat
kontrolloitiin, ja kontrollit olivat viiterajoissa. Kreatiniini- ja ureamaaritysmenetelmien
kohdalla vakiointi oli vanhentunut, joten ne vakioitiin. Vakiointi onnistui kummallakin
menetelmalld. Kontrollindytteet edellamainittujen menetelmien tapauksissa jouduttiin
analysoimaan potilasndytteind, koska kéayttamiamme kontrolleja ei oltu madaritelty
analysaattorille. Tulokset jouduttiin téssd tapauksessa tarkastamaan manuaalisesti.
Varsinaisen tutkimuksen alkaessa kontrollit oli kuitenkin méaritelty, joten ne voitiin

analysoida normaaliin tapaan.

Kalibrointi tarkoittaa kaytettdvan tutkimuslaitteiston sadtdmista siten, ettd laitteiston
antamat numeeriset mittaustulokset ovat mahdollisimman oikeellisia (Oxford
Dictionaries 2012). Téssa tapauksessa kalibrointiin kéytettiin vakionéytettd sCal, jonka

pitoisuus mitattavien analyyttien kohdalta tunnetaan.

Kontrollindytteet siséltavét tunnetun pitoisuuden tutkittavaa ainetta. Yleensa kéytetdén
sekd pitoisuudeltaan normaalia (Nortrol) ettd epanormaalia (Abtrol) kontrollia. Né&in
voidaan varmistaa, ettd analyysi toimii toivotulla tavalla. Vakio on mittausstandardia,
jota kaytetdan kalibraatiossa. (Barwick & Prichard 2011, 10-11.)
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Konelab-analysaattoria varten oli tilattu uudet reagenssit P-ASAT-, P-Krea- ja P-Urea-
maadrityksia varten. P-ALAT-maéritys paatettiin tehdd vanhentuneella reagenssilla, kun
asiasta oli keskusteltu ohjaajan kanssa. Vanhentuneen reagenssin kaytté perusteltiin
silla, ettd kyseinen reagenssi ei sisalla helposti muuttuvia yhdisteita kuten entsyymeja ja

on siten melko stabiilia. My6s kontrollindytteen tulokset olivat viiterajoissa.

Sysmex-analysaattoriin vaihdettiin ennen kéyttéonottoa ja kontrollointia kolme uutta
reagenssia vanhentuneiden tilalle. Laitteella analysoitiin tdman jalkeen E-Check -
kontrolli. E-Check -kontrollin viimeinen kayttopéiva oli 19.2.2012, ja kontrollipullo oli
ollut avattuna 24.2.2012 asti. Ohjaajaa konsultoiduttua paéatettiin kuitenkin kayttaa

kyseista kontrollia tasta huolimatta. Kontrollin tulos oli hyvaksyttavissa rajoissa.

MGG-vérjayksen kontrollointi suoritettiin 14.3.2012 oppilaitoksen ohjeen mukaan.
Vérjaystulos todettiin hyvaksi. Samana pdéivand kontrolloitiin  myds Sysmex-

analysaattori ja kontrollin tulos oli hyvéksyttavissa rajoissa.

Kaikki esitestauksessa kaytetyt reagenssit ja menetelmét ovat samoja kuin varsinaisessa
tutkimuksessa kéaytetyt. Analysaattorit kontrolloitiin ennen kayttoonottoa kumpanakin
koepdivana (16.3. ja 30.3.). Konelab-analysaattorin menetelmien laaduntarkkailussa
kaytettiin 2.3. liuotettuja ja pakastettuja kontrollindytteitd, jotka sulatettiin ennen
kayttod. Sysmex-analysaattorille avattiin 16.3. uusi kontrollipullo, jota kaytettiin
analysaattorin kontrollointiin kumpanakin koepdivand. Uusi kontrollipullo kuului

samaan eraan kuin edellinen, joten kontrollin tiedot eivat muuttuneet.

6.3 Tutkimuksen toteutus

Tutkimus toteutettiin kaksivaiheisena, ja sen kesto oli yhteensd kolme viikkoa (21
paivéd). Valitut koehenkilot nauttivat turvalliseksi todetun mé&ardn (40 mg/kg)
aspartaamiannoksen paivittdin kahden viikon ajan, ja heistd otettiin verindytteet ennen

aspartaamin nauttimisen aloitusta sek& kahden viikon aspartaamin nauttimisen jalkeen.
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Tutkimuksen toteutus tapahtui Pohjois-Karjalan ammattikorkeakoulun kemian
laboratoriossa, jonka tiloissa kaytetyt laitteet ja muu valineisto sijaitsivat.

Tutkimuksen ensimmadinen vaihe kaynnistyi 9.3.2012 info-tilaisuudella. Kaikki
koehenkilt eivat padsseet osallistumaan infotilaisuuteen, joten heille toimitettiin
tarvittava informaatio joko s&hkopostitse tai henkilokohtaisesti. Info-tilaisuudessa
koehenkil6ille esiteltiin tutkimuksen kulku sek& annettiin ohjeet, kuinka toimia
tutkimuksen aikana. Paikalla olleet koehenkilét my6ds punnittiin. Poissaolevat
koehenkil6t ohjeistettiin punnitsemaan itsensa mahdollisimman luotettavalla vaa'alla ja
toimittamaan tuloksen tutkijoille. KoehenkilGiden aspartaamiannokset vuorokautta kohti
laskettiin  punnitustulosten  mukaan.  Paikallaoleville  koehenkilGille  jaettiin
aloituspdivana kaksi informaatiolomaketta (liitteet 5 ja 6), joissa kerrottiin tutkimuksen
kulku, ohjeet kuinka tutkimuksen aikana tulee menetelld, sekd tutkimuksen aikana
valtettdvat elintarvikkeet. He myos allekirjoittivat sopimuksen, jossa vakuuttivat
ymmartavansa osallistumisehdot. Poissaoleville koehenkil6ille toimitettiin  samat
lomakkeet ja he allekirjoittivat sopimuksen saapuessaan  ensimmaiseen
naytteenottotilaisuuteen 16.3. Koehenkildiden tuli ensimmaisen viikon ajan, 9.-16.3.,
vélttdd aspartaamia siséltavia tuotteita sek& alkoholia. KoehenkilGille asetetut
vaatimukset ovat esitetty liitteessa 2.

Tutkimuksen toinen vaihe kaynnistyi viikon kuluttua infotilaisuudesta 16.3.2012.
Talloin koehenkilGista otettiin ensimmaiset verikokeet, niinsanotut 0-ndytteet. Naytteet
otettiin kolmeen né&yteputkeen. Koehenkil6t saapuivat ndytteenottoon milloin heille
itselleen sopi, klo 10.00-18.00. Naytteenoton jalkeen koehenkildille jaettiin punnitusten
tulosten mukaan laskettu maard aspartaamia péivittdisannoksina, jotka heidan tuli
nauttia seuraavan kahden viikon ajan. Tutkimuksessa kaytettiin Canderel-
makeutusainetta, jonka pé&dasiallinen ainesosa oli aspartaami. Makeutusaine oli
tablettimuodossa, ja se jaettiin folioon pakattuina paivittdisannoksina. Parhaaksi
makeutusaineen nauttimismuodoksi havaittiin tablettien nieleminen yhdessa tai

kahdessa annoksessa runsaan vesimaaran kera.

Tutkimus paattyi 30.3.2012. Talléin koehenkildilta otettiin toiset verikokeet samalla

kaytanteelld kuin ensimmaéisend koepéivanad. Tamén jalkeen tutkimus oli
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koehenkil6iden osalta ohi. Koehenkilot tayttivdt myos lomakkeen (liite 7), jolla
kartoitettiin kokeen aikana mahdollisesti ilmenneita sivuvaikutuksia.

Koehenkildistd otettavien naytteiden merkitsemisessa kaytettiin  seuraavanlaista
merkintatapaa: H(n)N(m)

H= lyhenne sanasta ’koehenkil6”

(n) = juokseva numero alkaen (n) = 1, kuvastaa koehenkilén numeroa

N = lyhenne sanasta “néyte”

(m) = 1 tai 2, kuvastaa naytteen numeroa.

Yllakuvattu merkintétapa oli valittu siten, ettd koehenkilGiden identiteettisuoja sailyi.

Kunkin koehenkilon néytteet otettiin kumpanakin koepéivana laskimoverinaytteina
kahteen litiumhepariini- ja yhteen K2 -EDTA -putkeen. Litiumhepariiniputkiin otettiin
Konelab-analysaattorilla  analysoitavat ndytteet ja EDTA-putkeen Sysmex-
analysaattorilla  analysoitavat  néytteet.  Litiumhepariiniputket  sentrifugoitiin
mahdollisimman pian naytteenoton jalkeen, ja toisesta putkesta eroteltu plasma
pakastettiin mahdollisten laiteongelmien varalta. EDTA-putkeen otetut néaytteet
analysoitiin kokoverend mahdollisimman pian ndytteenoton jalkeen, ja niista tehtiin
kaksi sivelyvalmistetta yhtd koehenkil6d kohden. Néaytteiden kemiallinen
analysoiminen (P-ALAT, P-ASAT, P-Krea, P-Urea) suoritettiin KoneLab -
analysaattorilla ja hematologinen analysoiminen Sysmex -analysaattorilla (B-PVK) seka

mikroskoopeilla (Diffi).

Hematologiset tutkimukset pyrittiin suorittamaan mahdollisimman pian ndytteenoton
jalkeen, jotta tulokset olisivat mahdollisimman luotettavia. Sivelyvalmisteet tehtiin
naytteenottopdivand. Ensimmaéisend varsinaisena koepdivana 16.3. sivelyvalmisteet
pystyttiin véarjaddmaan samana péaivand, mutta viimeisena koepdivand varjayksessa
tarvittavaa metanolia ei  ollut saatavilla. Koevérjdys suoritettiin  ilman
metanolikiinnitysta, mutta varjaystulos ei ollut tyydyttavd. Taman vuoksi 30.3. tehdyt
sivelyvalmisteet varjattiin 2.4.2012 Lappeenrannan Kkliinisen kemian ja hematologian
laboratoriossa  tyontekijoiden  suostumuksella.  Sivelyvalmisteiden analysointi

mikroskoopilla suoritettiin saman laboratorion tiloissa 3.4.
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Kokeen aikana pidettiin laboratoriopaivékirjaa, johon kirjattiin kaikki tydsuoritukset,
kontrolli- ja reagenssitiedot, mahdolliset poikkeavuudet kéytanteissda seka muut

huomionarvoiset asiat. Analyysien tulokset koottiin erilliseen kansioon.

7  Tutkimuksen tulokset

Tutkimuksessa keréttiin aineistoa sekd numeerisessa ettd Kirjallisessa muodossa.
Numeeriset tulokset ovat analysaattorien ilmoittamia mittaustuloksia. Kirjalliset
tulokset keréttiin  koehenkildiden tayttdaméan lomakkeen (liite 7) perusteella.
Tarkasteltaessa numeerista aineistoa kunkin tutkimusparametrin viitearvojen (liite 1)
suhteen voitiin todeta, etta kaikkien koehenkildiden arvot olivat viitearvojen sisélla seké
0- ettd 1-naytteiden kohdalla.

Tutkimuksessa keréttyjen numeeristen tulosten analysoinnissa kaytettiin tilastollisia
tunnuslukuja.  Valitut tunnusluvut ovat keskiarvo, mediaani, keskihajonta,
variaatiokerroin ja keskiarvon keskivirhe. Keskiarvo lasketaan jakamalla kaytettyjen
muuttujien arvojen summa niiden lukumaarallda. Mediaani on arvohavaintojen
keskikohta, jota suurempia tai yhtd suuria puolet havainnoista on. Ndin ollen puolet
havainnoista on myds pienempid. Keskihajonta kuvaa havaintojen poikkeamaa
keskiarvoista. Se on tarkein ja kaytetyin tunnusluku. Variaatiokerroin lasketaan
keskihajonnan ja keskiarvon suhteena. Yleisimmin se ilmaistaan prosenttilukuna.

Keskiarvon keskivirhe on otoskeskiarvojen keskivirhe. (Karjalainen 2010, 87 - 103.)

Tutkimustuloksille tehtiin my0ds parittainen t-testi. Testilld voidaan selvittdd, onko
kahdella toisistaan riippuvien ryhmien keskiarvoilla riippuvuutta. Tyypillinen esimerkki
parittaisesta t-testistd on samoista tilastoyksikoista tehty mittaus ennen ja jalkeen
hoitojakson. T-testin antaman p-arvon perusteella voidaan tehdd johtopé&tokset

tutkimushypoteesien toteutumisesta. (Karjalainen 2010, 230 — 231.)
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Tutkimuksessa kerétysta aineistosta laskettiin tunnusluvut kullekin veriarvolle, 0- ja 1-
naytteille erikseen, minké& jalkeen tunnuslukuja vertailtiin 0- ja 1-n&ytteiden valilla.
Tuloksista laskettiin - my6s  kunkin tutkimusparametrin  tulosten  keskiarvon
prosentuaalinen muutos 0- ja 1-ndytteiden vélilla. Tilastollisessa analysoinnissa

kaytettiin Microsoft Excel-taulukkolaskentaohjelmaa.

7.1 Kemiallisten maaritysten tulokset

P-ALAT- ja P-ASAT-arvot ilmoitetaan entsyymiaktiivisuusyksikkoind U/
Kreatiniiniarvo ilmoitetaan mikromooleina litraa kohden ja Urea-arvo millimooleina

litraa kohden.

Taulukko 1. Tilastolliset tunnusluvut P-ALAT-, P-ASAT-, P-Krea- ja P-Urea—

madritysten tuloksista

Keskiarvo Mediaani Keskihajonta | Variaatiokerroin | Keskiarvon
keskivirhe
0- 1- 0- 1- 0- 1- 0- 0- 1-

nayte | ndyte |ndyte |ndyte [ndyte |ndyte |ndyte |1-nayte |ndyte |nayte

P-
ALAT 233 |224 |140 |200 |185 |16,5 |79/4 |737 92 |83

P-
ASAT 1203 |203 |190 |20,0 |72 |68 356 |333 36 |34

P-Krea [86,9 |86,4 [89,0 88,0 |13,3 |11,7 |153 135 6,6 |58

P-Urea |57 |50 55 |50 |18 |13 31,8 [254 09 106

Taulukko 2. P-ALAT-, P-ASAT-, P-Krea-, ja P-Urea—madritysten tulosten

prosentuaalinen muutos 0-néytteen ja 1-naytteen valilla.

P-ALAT |P-ASAT |P-Krea P-Urea

-3,9 0 -0,6 -12,3
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7.2 Perusverenkuvan ja valkosolujen erittelylaskennan tulokset

Perusverenkuvaan kuuluu useita erilaisia parametrejd. Tahén tutkimukseen valitut
parametrit ovat valkosolujen kokonaismaara (WBC, 1079 kpl/l), punasolujen
kokonaismaara (RBC, 10712 kpl/l), hemoglobiini (HGB, g/l), hematokriitti eli
punasolujen osuus veren tilavuudesta (HCT, prosentteina), punasolujen keskitilavuus
(MCV, fl), punasolujen  keskihemoglobiini  (MCH, pg), punasolujen
keskimassakonsentraatio (MCHC, g/l) ja verihiutaleiden kokonaismaara (PLT, 10"9
kpl/l).

Taulukko 3. Tilastolliset tunnusluvut B-PVK—madrityksen tuloksille.

Keskiarvo Mediaani Keskihajonta |Variaatiokerroin | Keskiarvon
keskivirhe
0- 1- 0- 1- 0- 1- 0- 1-

nayte |ndyte |ndyte |nayte |ndyte |ndyte |O-nayte |1-nayte |ndyte |nayte

WBC |7,7 6,9 7,7 7,3 1,8 2,0 24,0 28,5 0,7 0,7

RBC |4,6 4,6 4,5 4,5 0,4 0,3 8,9 7,5 0,1 0,1

HGB |[136,0 |138,4 |134,0 |137,0 |51 4,9 3,8 3,6 1,8 1,7

HCT [40,8 [413 [399 [408 |22 19 5,3 4,6 0,8 0,7

MCV (89,3 894 |911 |913 |34 3,4 3,8 3,9 1,2 1,2

MCH [298 [30,0 |30,3 |305 |14 1,2 4,7 4,1 0,5 0,4

MCHC |334,0 |335,0 [336,0 |336,0 |59 6,6 1,8 2,0 2,1 2,3

PLT [279,0 [280,4 |266,0 [286,0 32,6 [22,6 |[11,7 8,1 115 |80

Taulukko 4. B-PVK-maéarityksen tulosten prosentuaalinen muutos 0- ja 1-ndytteen

vélilla.
WBC |RBC HGB HCT MCV |MCH |MCHC |PLT
-10,4 0 1,8 1,2 0,1 0,7 0,3 0,5

Sivelyvalmisteista suoritettiin valkosolujen erittelylaskenta, eli kustakin valmisteesta
laskettiin sata solua ja ne samalla eriteltiin eri valkosolutyyppeihin. Kunkin
valkosolutyypin prosentuaalinen osuus oli siis yht& suuri kuin valkosolutyypin maara
sataa solua kohden. Sivelyvalmisteista etsittiin my6s normaalista poikkeavia

valkosoluja, mutta yhdestédkaan valmisteesta ei téllaisia 16ytynyt.
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Taulukko 5. Tilastolliset tunnusluvut valkosolujen erittelylaskennan tuloksille.

Keskiarvo Mediaani Keskihajonta | Variaatiokerroin | Keskiarvon
keskivirhe
0- 1- 0- 1- 0- 1- 0- 1-

nayte [nayte |ndyte |nayte |[nayte |nayte |0-nayte|l-nayte |nayte |nayte

Neut% |[50,4 |52,3 |50,0 |550 |8,0 6,3 15,9 120 [36 2,8

Lymf% |41,1 [39,3 [42,0 |37,0 |51 4,2 12,4 10,7 2,3 19

Mono% | 5,6 54 7,0 6,0 3,3 2,9 58,5 54,1 15 13

Bas% |11 0,3 1,0 0,0 0,9 0,5 78,7 170,8 |0,4 0,2

Eos% |1,7 2,7 1,0 2,0 2,4 3,4 1417 1235 |11 1,5

Taulukko 6: Valkosolujen erittelylaskennan tulosten prosentuaalinen muutos 0- ja 1-

naytteen valilla.

Neut% |Lymf% |Mono% |[Bas% |Eos%

3,8 -5,1 -3,6 -12,7 58,8

7.3 Parittaisen t-testin tulokset

Taulukossa 7 on esitetty parittaisen t-testin tulokset tarkeimmisté tutkimusparametreista.

Taulukosta huomataan, ettd merkittavyystaso on kaikkien parametrien kohdalla yli 0,05.

Taulukko 7. Parittaisen t-testin tulokset.

T-testien tulokset
ALAT 0,93
ASAT 1,00
KREA 0,95
UREA 0,43
WBC 0,61
RBC 0,79
HGB 0,38
HCT 0,62
MCV 0,90
MCH 0,83
MCHC 0,46
PLT 0,93
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Koehenkilot tayttivat lomakkeen, jossa Kkysyttiin, oliko koehenkil6illa esiintynyt
tavallista enemman tiettyja oireita kokeen toisen vaiheen aikana. Lomakkeessa esitetyt
oireet ovat yleisluontoisia. Seitsemastd koehenkilosta nelja raportoi kokeen aikana
esiintyneen tavallista enemmaén vatsaoireita, kuten ilmavaivoja, ripulia ja narastysta.
Nelja koehenkil6d raportoi lisdéntyneestd janontunteesta kokeen aikana. Paansarkyd,
lisddntynyttd makeanhimoa ja huonovointisuutta esiintyi kutakin yhdell&d koehenkil6ll&.
Yhdella koehenkil6lla esiintyi kasien vapinaa, miké luokiteltiin neurologisiin oireisiin.
Iho-oireita, lihaskramppeja ja mielialan vaihteluita ei esiintynyt. Muita koehenkil6iden
raportoimia oireita olivat tavallista runsaammat nivelkivut, ruokahaluttomuus seka

epamiellyttavd maku suussa.

8 Johtopéaatdkset ja pohdinta

Méadritettyjen veriarvojen tuloksista laskettujen tunnuslukujen tarkastelussa taytyy ottaa
huomioon parametrikohtaisen aineiston yksittdisten tulosten vaihteluvélit sek&
mittayksikot, joina tulokset on ilmoitettu. Joidenkin parametrien kohdalla
variaatiokerroin on huomattavan suuri, johtuen suurista vaihteluvaleista. Parhaan kuvan
arvojen muutoksista antavat kullekin parametrille laskettu prosentuaalinen muutos O-

naytteen ja 1-néytteen valilla.

8.1 Johtopaatokset

Kun tarkastellaan kemiallisten méaéritysten tulosten prosentuaalisia muutoksia 0- ja 1-
néaytteiden valilla huomataan, ettd ne eivat ole kovin suuria. Esimerkiksi P-ALAT-
arvon kohdalla muutos on -3,9 prosenttia, mik& on viitearvot huomioon ottaen varsin
pieni muutos. Suurin prosentuaalinen muutos tapahtui P-Urea—arvon kohdalla: tulokset
olivat keskimaarin 12,3 prosenttia pienemmat kokeen paattyessd verrattuna kokeen

alkuun.
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Verenkuvaa tarkasteltaessa on huomioitava, etta valkosolujen (WBC) ja verihiutaleiden
(PLT) kokonaismadréat voivat olla yksiloiden valilla hyvinkin erilaiset. Ndiden arvojen
suuri vaihteluvéli nékyy Kkyseisten parametrien tapauksissa keskihajonnan seké
variaatiokertoimen suuruudessa. PLT-arvon prosentuaalinen muutos 0- ja 1-ndytteen
valilla ei kuitenkaan ole kovin suuri, 0,5 prosenttia. WBC-arvon muutos on melko suuri,
-10,4 prosenttia. Tama selittyy silla, ettd yksildiden PLT-arvo on perusterveilld
henkil@illa suhteellisen vakio, kun taas WBC-arvo vaihtelee suurestikin elimiston tilasta

riippuen.

Valkosolujen erittelylaskennassa painotettiin valkosolujen prosentuaalisten suhteiden
sijaan valkosolumorfologiaa. Kuten aiemmin on jo todettu, koehenkilGiden

valkosolumorfologiassa ei esiintynyt muutoksia.

Eri valkosolutyyppien prosentuaalinen osuus vaihtelee yksiloiden vélilla suurestikin,
joten erittelylaskennan tulosten vaihteluvalit olivat melko suuria. Basofiilien ja
eosinofiilien kohdalla variaatiokertoimet ovat haméévan suuria, miké johtuu Kyseisten
valkosolutyyppien suhteellisen pienistd kokonaisosuuksista. Taman vuoksi myds

prosentuaaliset muutokset ovat huomattavan suuria, mutta eivat merkittavia.

Parittaisen t-testin tulos on melkein merkittava, mikali saatu arvo on alle 0,05. Nain
ollen parittaisen t-testin tulosten perusteella nollahypoteesit voidaan hyvéksyé kullekin

veriarvolle.

8.2 Pohdinta ja jatkotutkimusaiheet

Tutkimuksessa saadut tulokset eivét anna viitteitd siitd, ettd aspartaamin nauttiminen

suurina annoksina vaikuttaa merkittavasti valittuihin veriarvoihin. Tdman vuoksi

nollahypoteesit voidaan hyvaksya.

Tutkimuksen otoskoko on pieni, mikd heikentdd yleistettdvyyttd. Tutkimuksessa

paadyttiin kayttdmaan vanhentunutta E-Check-kontrollia sekd vanhentunutta P-ALAT-
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reagenssia, sillé ohjaajien kanssa kdydyn keskustelun perusteella ndin voitiin menetell&.
Kontrollinaytteiden tulokset olivat kummallakin menetelmalla viiterajoissa.

Mahdollisia  jatkotutkimusaiheita ~on  esimerkiksi  tutkimus samantapaisella
tutkimusasetelmalla mutta useammalla koehenkilolla. Myos aspartaamialtistuksen
kestoa voi pidentdd. Tutkimukseen oli alunperin tarkoitus siséllyttdd myos P-Alko —
tutkimus, joka jouduttiin jattdmaan pois resurssien ja rahoituksen puutteen vuoksi. Olisi

kuitenkin mieleké&sté tutkia aspartaamin vaikutusta veren metanolipitoisuuteen.

9  Tutkimuksen luotettavuus ja eettisyys

Luotettavuudella tarkoitetaan sitd, ettd informaatio on perusteltavissa Kriittisesti.
Kriittisyys tarkoittaa kaytettyjen menetelmien arviointia, joita tutkimuksessa kaytetaan.
Mikéli tutkija ei kykene pysty tuottamaan perusteltua informaatiota, tutkimukselle
asetetut padmaaréat eivat toteudu. (Karjalainen, Launis, Pelkonen & Pietarinen 2002,
59.) Tutkijan ammattietiikan mukaan tutkimukselle on oleellista, ettd tutkimus on
avointa ja rehellistd. Lisaksi tutkimuksen tulokset tulee olla todennattavissa ja

toistettavissa. (Simonsuuri-Sorsa 2002, 119.)

9.1 Luotettavuus

Tutkimuksen luotettavuutta ja tulosten yleistettavyytta rajoittavat kokeen lyhyt kesto,
koehenkiloiden mahdolliset terveydentilan muutokset kokeen aikana sek&
koehenkil6iden motivaatio ohjeiden noudattamiseen. Aiemmat tutkimukset on suoritettu
péaasiassa eldinkokein ja huomattavan erilaisilla ajanjaksoilla ja annostuksilla. Ihmisista
kerattya aineistoa 16ytyy véhan, ja tutkimukset ovat usein makeutusaineita valmistavien
yhtioiden rahoittamia. Ongelmana on tutkimusaineiston arvioiminen siten, ettd mukaan

otetaan vain tieteelliset kriteerit tayttavat tutkimukset.
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Tutkimuksen pééatyttya tulokset ja niiden luotettavuus arvioidaan Kriittisesti. Lisaksi
pohditaan myo6s kaytettyjen tutkimuksellisten menetelmien soveltuvuutta juuri

tamanlaiseen tutkimukseen.

Tutkimusmenetelman reliabiliteetilla tarkoitetaan menetelmén toistettavuutta ja sen
kykya antaa mahdollisimman oikeellisia tuloksia. Teoriassa reliaabelilla
mittausmenetelmélld saadut tulokset eivat siis vaihtele eri mittauskertojen valilla.
Reliabiliteettia voidaan mitata rinnakkaismittauksilla ja toistomittauksilla, sek& mittarin

sisdisen konsistenssin avulla. (Metsémuuronen 2005, 64-67.)

Preanalytiikka, eli ndytteenotto ja ndytteenkasittely ovat osa bioanalyytikon koulutusta,
joten tutkimuksen tekijat osivat ottaa ja jatkokésitella naytteet siten, ettd niiden laatu
séilyi. Kayttavat laitekontrollit liuotettiin ja sailytettiin oikeaoppisesti, ja liuotuksen
suoritti  mahdollisuuksien mukaan sama henkilo. N&in véltettiin erilaisesta

pipetointik&sialasta johtuvat eroavaisuudet.

Yksinkertaisesti ilmaistuna validiteetti tarkoittaa sitd, ettd tutkimuksessa kaytetyt
menetelmat ja mittauslaitteistot mittaavat juuri sitd asiaa, mitd on tarkoituskin.
Validiteetti on siis otettava huomioon koko tutkimuksen ajan. (Alkula, Pontinen, &
Ylostalo 1995, 89-90.) Validiteetin késite jaetaan kahteen osaan, sisdiseen ja ulkoiseen
validiteettiin. Sisdinen validiteetti k&sittadd tutkimuksen oman luotettavuuden, ulkoinen
validiteetti tutkimuksen vyleistettdvyyden. Tutkimuksen validiteettiin vaikuttavat
tutkimusasetelma,  késitteiden muodostus, teorian johtaminen sekd otanta.
(Metsamuuronen 2005, 57.)

Tutkimushypoteesi on otettu huomioon tutkimusparametrien valinnassa. Tarkein
valintaperuste on ollut parametrin yhteys tutkittavan aineen metaboliaan. Koska
koehenkilomaard on pieni eikd verrokkirynmid ole, yleistettdvyys ei ole paras

mahdollinen.
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9.2 Eettisyys

Tutkijan tulee noudattaa hyvéa tieteellista kaytant6a, joka pitdad sisdllaédn saadettyjen
lakien, kansainvalisten sopimuksien ja eettisten  ohjeiden ja toimintatapojen
noudattamista. Tama ei tarkoita pelkéstaan tutkijan vilpittdmyytta, vaan koko prosessin
laatua aina ideasta valmiin tutkimuksen julkaisuun. (Pelkonen 2002, 127.)
Tutkimuksemme etiikkaa ajatellen tulokset vaikuttavat osaltaan tutkimuksen

eettisyyteen, kuin myos tutkijoiden omat ennakkokasitykset tutkimuksen kulusta.

Tutkimuksessa kaytettdvd aine (aspartaami) on maailmanlaajuisesti hyvaksytty
elintarvikkeiden lisdaine. Vaikka aspartaamin vaikutuksesta tehdyistd tutkimuksista on
saatu viitteitd sen mahdollisesta haitallisuudesta, voidaan olettaa, ettd kohtuullisesti
nautittuna siitd ei ole koehenkildille vélitontd hengenvaaraa. Ennen varsinaista
tutkimusta suoritetaan esitestaus, jolla selvitetddn mahdollisten yllattavien
haittavaikutusten esiintyvyytta perusterveelld yksilolla.

Tutkimuksessa pyritdan vélttdmaan aikaisempien tutkimusten vahéttelyd, seka
noudattamaan hyvéa tieteellistd kaytant6d ottamalla huomioon kaikki tutkimustulokset
seké raportoimaan ja arkistoimaan saadut tulokset niin, etteivdt ne johda lukijoita
harhaan. Né&in voidaan véhentda tutkijoiden mahdollista puolueellisuutta tutkittavan
asian suhteen. (Tuomi 2007, 143-146.)

Tieteelliseen tutkimukseen saattaa osallistua jopa tuhansia tutkimushenkiloitd. Vaikka
heidat kuvataan raporteissa yhtena joukkona ja merkkeind on muistettava, etta kukin
heistd on yksild. Jokaisella on oltava oma valta pé&attdd tutkimukseen osallistumisesta,
eika ket&an voi velvoittaa tutkimukseen, oli tutkittava tieto miten tarked4 tahansa. Kun
sovitaan tutkimukseen osallistumisesta kukin osapuoli sitoutuu noudattamaan yhdessa
sovittuja toimintatapoja, mutta koehenkil6lla on oikeus kieltdytyd tutkimuksen
jatkumisesta hdnen osaltaan missa tutkimuksen vaiheessa tahansa. (Pelkonen 2002,
129.)

Tassé tutkimuksessa kaytetyt koehenkil6t olivat taysi-ikaisid, perusterveitd ja tdydessa

ymmarryksessd olevia, ja he antoivat kirjallisen suostumuksensa kokeeseen
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osallistumisesta. Kutakin henkil6a informoitiin ennen kokeen aloitusta mahdollisista
riskeistd, ja heitd kehotettiin keskeyttamaén koe, mikali vakavia haittavaikutuksia
esiintyisi. Koehenkildiden oletettiin myds olevan kykenevia arvioimaan kelpoisuutensa

kokeeseen osallistumiseen.

Koehenkil6iltd ei keratty sellaisia tietoja, jotka voisivat johtaa henkilon tunnistamiseen
ja néin ollen identiteettisuoja sdilyi. Tutkimuksessa kasiteltdva tieto oli kuitenkin
luonteeltaan arkaluontoista, mutta koska henkil6tietoja ei kerétty, ulkopuolinen taho ei
kykene yhdistdmaéan keréattya tietoa yksittaiseen henkil6on. Edelld mainitut Kirjalliset
suostumuslomakkeet, joista kdy ilmi kokeeseen osallistujan nimi, hévitettiin kokeen
paatyttyd. Lomakkeita ja kokeiden tuloksia ei sdilytetty siten, ettd yksittdisen
koehenkilon tulokset pystyttéisiin yhdistamaan tiettyyn koehenkiléon. Koehenkil6ille
annettiin ennen kokeen aloittamista riittavésti informaatiota, kuinka kokeen aikana tulee

menetelld, ja koehenkildiden oletettiin noudattavan annettuja ohjeita.
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Tutkittavat veriarvot ja niiden valintaperusteet

P-ALAT (Alaniiniaminotransferaasi)

Alaniiniaminotransferaasia eli ALAT:ia ilmenee erityisesti maksan parenkyymisoluissa,
mutta my06s pienina pitoisuuksina lihas-, munuais-, keuhko- ja syd&nkudoksissa.
Plasmassa oleva ALAT Kkertoo todenndkoisestd maksasoluvauriosta. Akuuttien
leukemioiden tapauksissa ALAT-arvot saattavat kohota jopa yli kymmenkertaisiksi
normaalista, mononukleoosin yhteydessa noin 20-kertaisiksi. Naytteen hemolyysi
hairitsee maaritysta aiheuttaen liian korkeita pitoisuusarvoja (Burtis & Ashwood 1999,
652-653.)

P-ALAT-arvo on valittu tutkimukseen sen vuoksi, ettd se kuvastaa melko spesifisesti
maksan tilaa. Koska aminohappojen ja metanolin hajotus tapahtuu padasiallisesti
maksassa, voimme tehda hypoteesin, ettd ylimaardinen aspartaamiannos saattaa vaikutta
tdhan arvoon, mikéli maksa paasee rasittumaan liikaa. (Burtis & Ashwood 1999, 652).

Viitearvot: Huslab, 2011a

Lapset, 0-16v alle 40 ul/l
Pojat, 17v 10-50 U/
Tytot, 17v 10-40 U/l
Miehet, 18 v lahtien 10-70 U/l
Naiset, 18 v lahtien 10-45 U/l

P-ASAT (Aspartaattiaminotransferaasi)

Aspartaattiaminotransferaasia (ASAT) on eniten sydanlihaksessa, maksassa seka
luurankolihaksissa, joskin sitd esiintyy kohtalaisia madrida munuaisissa seka
punasoluissa. Entsyymin laajasta kudosjakaumasta johtuen P-ASAT-tutkimus ei ole
yhtd spesifinen kuin P-ALAT-tutkimus. Akuutti virushepatiitti ja la4keaineiden
aiheuttamat maksavauriot voivat nostaa P-ASAT-arvot yli kymmenkertaisiksi, kuten P-
ALAT-arvot. Vaikeissa hepatiittitapauksissa P-ASAT-arvot voivat nousta P-ALAT-
arvoja korkeammiksi. Ne myds normalisoituvat P-ALAT-arvoja nopeammin
hepatiittien tapauksissa. P-ASAT -arvot ovat myds P-ALAT-arvoja korkeampia sappi-
ja maksametastaasien, lihasdystrofioiden, keuhkoembolioiden ja lihasrasituksen
tapauksissa, seké& pankreatiiteissa ja hemolyyttisissa tiloissa (Burtis & Ashwood 1999,
652-653).
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Viitearvot: Huslab, 2011b

Lapset, alle 1 kk alle 80 U/l
Lapset, 1kk-16v alle 50 ul/l
Nuoret 17v 15-35 U/l
Miehet 18 v lahtien 15-35 U/l
Naiset 18 v lahtien 15-35 U/l

P-Krea (Kreatiniini)

Kreatiniinimadritykselld arvioidaan ihmiskehon munuaisfunktiota. Kreatiniini on
perdisin padasiallisesti lihaksista, jotka kayttavat energianldhteendadn Kkreatiinia ja
kreatiinifosfaattia, mitkd muuttuvat spontaanisti kreatiniiniksi. Henkilén lihasmassa ja
lihapitoinen ruokavalio voivat siis vaikuttaa kreatiniiniarvoon. Kreatiniini poistetaan
elimistostd munuaisten kautta lahes tédysin, eikd merkittdvad reabsorptiota ole
havaittavissa. Plasman kreatiniinipitoisuus kohoaa akuutissa ja kroonisessa
munuaisinsuffissienssissa, tai muissa  munuaisten  toiminnan  héiridtiloissa
glomerulusfiltraation selvan alentumisen myo6td (esim. munuaisten verenkiertohdiriot,
munuaisinfarkti, virtsakivet). Maksan tilalla, elimiston typpitasapainolla tai diureesilla
ei ole vaikutusta kreatiniiniarvoon. Tastd johtuen P-Krea-mdaritys on
munuaisspesifisempi kuin ureaméaaritys. (Burtis & Ashwood 1999, 679-684, 1242-
1243))

Viitearvot: Huslab, 2011c

Lapset 0-2 vrk 37-98 pmol/I
Lapset 3-7 vrk 15-72 pmol/I
Lapset 8 vrk-2 v 10-56 pumol/Il
Lapset 3-5v 10-48 umol/Il
Lapset 6-12 v 10-76 pumol/I
Pojat 13-16v 20-95 pumol/I
Tytot 13-16 v 15-90 pumol/I
Pojat 17 v 50-95 pmol/I
Tytot 17 v 40-90 pmol/I
Miehet 18v 60-100 pumol/l
Naiset 18v 50-90 pumol/l

Kreatiniiniarvo on munuaisspesifinen, ja koska aspartaamin hajoamistuotteet erittyvat
paaasiallisesti munuaisten kautta, on kiintoisaa tutkia, miten ylimaardinen aspartaami
vaikuttaa munuaisfunktioon.
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P-Urea

Plasman ureapitoisuuden méaéritystd kaytetddn kreatiniinin rinnalla munuaisfunktion
arvioinnissa. Normaalitilassa urea suodatetaan glomeruluksissa alkuvirtsaan, josta 40—
70 prosenttia siitd reabsorboituu takaisin verenkiertoon. Ureapitoisuus kohoaa
munuaisinsuffissienssin yhteydessa nopeammin ja aikaisemmassa Vvaiheessa Kkuin
kreatiniini, mutta urea-arvoon vaikuttavat muut tekijat, kuten maksan tila, ruokavalio,
diureesi ja nestetasapaino. Ureaa muodostuu l&hes yksinomaan maksassa
aminohappojen hajotuksen yhteydessé nk. ureasyklissa. Runsasproteiininen ruokavalio
ja lisadntynyt glukoneogeneesi lisddvat elimistossa urean maarad, mika nakyy myos P-
Urea -arvon kohoamisena. Runsaan diureesin my6td myos ureaa poistuu enemman, ja
diureesin alentuessa sitd poistuu véhemmaén. Maksan toimintah&irididen yhteydessa P-
Urea-arvo alenee. (Burtis & Ashwood 1999, 1239-1240).

Viitearvot: : Huslab, 2011d

Lapset alledv 1.3-4 mmol/Il

4-10v 3-5.9 mmol/I

11-12 v 2.7-4.9 mmol/I
Pojat 13-17 v 3-8.5 mmol/I
Tytot 13-17 v 2.6-6.4 mmol/I
Miehet 18-49v 3.2-8.1 mmol/I
Naiset 18-49v 2.6-6.4 mmol/I
Miehet alkaen 50 v 3.5-8.1 mmol/I
Naiset alkaen 50 v 3.1-7.9 mmol/I

Ureamééritys on valittu tutkimukseemme sen vuoksi, ettd urea on aminohappojen
hajoamistuote. Haluamme tutkia ylimaardisen aminohappojen saannin vaikutusta
plasman ureapitoisuuteen.

B-PVK + diffi

Verenkuvalla tarkoitetaan kokoverestd laskettuja punasolu (B-Eryt) ja valkosolu (B-
Leuk) sekd  trombosyyttimddria  (B-Tromb).  Lisdksi  sithen  kuuluvat
hemoglobiinipitoisuus (Hb), punasoluindeksit (MCV eli punasolujen keskitilavuus,
MCH eli hemoglobiinin keskimassa punasolua kohden, MCHC eli hemoglobiinin
keskimassakonsentraatio) ja hematokriitti (Hkr). Diffi tarkoittaa kokoverestd tehdysté
sivelyvalmisteesta suoritettavaa valkosolujen erittelylaskentaa ja mikroskooppista
tarkastelua. (Ruutu, Rajaméki, Lassila & Porkka 2007, s. 88)



Viitearvot: Huslab, 2011e

B-Hb (g/l)
B-Hkr (osuus)
B-Eryt (LOE12/I)
E-MCV (fl)
E-MCH (pg)
E-MCHC (g/l)
B-Leuk (10E9/1)
B-Trom (10E9/I)

Miehet
134-167
0,39-0,50
4,25-5,70

320-355
3,40-8,2
150-360

Naiset
117-155
0,35-0,46
3,90-5,20

Kaikki

82-98
27-33
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Perusverenkuva ja diffi ovat valittu tutkimukseemme sen vuoksi, ettd haluamme tutkia
aspartaamin saannin vaikutusta verisolujen morfologiaan.
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Koehenkildille on asetettu seuraavat vaatimukset:

1. Ei perussairauksia (diabetes, metabolinen oireyhtymd, sydénsairaus, migreeni,
rytmihairio, epilepsia tai muu neurologinen sairaus)

- Koehenkildn perussairaus saattaa vaikuttaa tutkittaviin veriarvoihin hairitsevasti

- Kokeessa kéaytetty aspartaami saattaa pahentaa oireita tai aiheuttaa komplikaatioita

- Tulokset ovat paremmin yleistettavissa

2. Koehenkild hyvaksyy koeasetelman, sitoutuu noudattamaan antamiamme ohjeita ja
ymmartad tutkimukseen liittyvat mahdolliset riskit
- Koehenkilé ymmaértaa valttad muita aspartaamia siséltavia tuotteita kokeen aikana ja

pidattaytya alkoholista



Aikataulu 9.3-16.3. 2012

9.3 Kokeen ensimméinen vaihe (puhdistautumisvaihe)
- Koehenkil6iden punnitus

- Ohjeistus kokeen kulusta

16.3 Kokeen toinen vaihe
- 1. verikoe
- Aspartaamiannosten jako

- Koehenkil6t aloittavat aspartaamin nauttimisen

30.3 Koe paattyy
- 2. verikoe
- Viimeinen aspartaamiannos on otettu edellisen& péivana

Koehenkilot tayttavat kyselylomakkeen

Liite 3
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Lista tarvittavista reagensseista ja valineista

KONELAB

Asat-reagenssi 45,00 € (8 x 20 ml/pkt)
Alat-reagenssi 45,00 € (8 x 20 ml/pkt)
Krea-reagenssi 23,00 € (8 x 20 ml/pkt)

Urea-reagenssi

Seuraavien kulutus riippuu koneen kalibroinnin, kontrollien ajon onnistumisesta. Koska

naita ei saa tilattua yksittain, tilaamme 1 paketin jokaista (1 paketti siséltdd 8 pienté

pulloa).

Abtrol 125,00 € (10 x 5ml)
Nortrol 125,00 € (10 x 5ml)
SYSMEX

Cellpack PK: 32 ml/tutkimus, eli 81 CELLPACK-reagenssia. Saatavina 20l pulloissa.
Tilattava 1 pullo.

Sulfolyser SLS 210A: 0,5 ml/tutkimus, 125ml SULFOLY SER-reagenssi. Saatavana 3 *
500ml paketissa. Tilattava 1 paketti.

Stromatolyser 4DL / DS: 2 ml/tutkimus. 500ml STROMATOLYSER-reagenssia.
Tilattava yksi 1 litran pullo

E-check 4*15ml

Cellclean 50ml



Naytteenotto:

Vacuette 4 ml Lithium Heparin Sep
Venosafe 5,9 mg K2EDTA 3 ml

vakuumineula

avoneula
teippirulla
tufferit

holkit
koeputkiteline

Lista tarvittavista reagensseista ja valineista

desinfiointiaine
kasidesi

staasit
riskijateastioita
kasitukityynyt
kertakayttohansikkaat
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300 kpl Kemia

300 kpl PVK

1*100 kpl Venoject needle quick
fit multi sample 21 G

1*100 kpl (50kpl)

1 kpl

1 rulla

2 kpl

1 pullo

1 pulloa Erisan
2 kpl

2kpl

2 kpl

S 1 paketti Evercare vinyl examgloves

L 1 paketti Evercare vinyl examgloves
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Hyva opinnaytetybhomme osallistuja

Aspartaami on yleisesti kdytetty keinotekoinen makeutusaine, jota lis4tddn monenlaisiin
elintarvikkeisiin, kuten esimerkiksi Light-virvoitusjuomiin. Opinndytetyémme tarkoitus
on tutkia, miten séanndéllinen aspartaamin nauttiminen vaikuttaa tiettyihin veriarvoihin.
Tutkittavat veriarvot ovat plasman alaniiniaminotransferaasi (P-ALAT), plasman
aspartaattiaminotransferaasi (P-ASAT,) plasman kreatiniini (P-Krea), plasman urea (P-
Urea) sekd perusverenkuva (B-PVK) ja valkosolujen erittelylaskenta (B-Diffi). Ylla

olevista tutkimuksista on saatavilla lisatietoa esimerkiksi HUSLAB:in verkkosivuilta.

Tutkimuksemme on kaksivaiheinen: ensimmainen vaihe kestédad yhden viikon, ja toinen
vaihe kaksi viikkoa. Ensimmadinen vaihe on nk. puhdistautumisvaihe, jonka aikana
koehenkiltiden tulee vélttad kaikkia aspartaamipitoisia elintarvikkeita seké alkoholia.
Tutkimuksen toinen vaihe alkaa viikon kuluttua ensimmaéisen vaiheen alusta, ja tdna
aikana  koehenkilot nauttivat  pdaivittdin  tietyn ~mé&ardn  aspartaamipitoista
makeutusainetta. Makeutusaineen péivittdisannos lasketaan Elintarviketurvallisuus-
virasto Eviralta saadun tiedon perusteella kaavalla 40 mg painokiloa kohden, jolloin
todellinen aspartaamin péivittdinen saanti j&& alle saantisuosituksen. Koehenkildista
otetaan toisen vaiheen aikana kahdet verikokeet: ennen makeutusaineen nauttimisen

aloittamista, ja kahden viikon makeutusaineen nauttimisen jalkeen.

Tutkimuksen ensimmadinen vaihe kaynnistyy perjantaina 9.3.2012. Talléin piddmme
infotilaisuuden, jossa kerromme tutkimuksen kulun ja vastaamme mahdollisiin
kysymyksiin. Infotilaisuuden jalkeen koehenkil6t punnitaan, ja heille lasketaan painon

mukaan péivittdin nautittavan makeutusaineannoksen méaara.

Tutkimuksen toinen vaihe kdynnistyy 16.3.2012. Koehenkil6istd otetaan verikokeet
(yhteenséd kolme putkea), sek& heille jaetaan pdivittaiset makeutusaineannokset
seuraavan kahden viikon ajalle. Makeutusaine jaetaan paivaannoksina, ja niiden
nauttiminen tulee aloittaa samana pdivand verikokeiden ottamisen jalkeen.
Makeutusaine on tablettimuodossa, ja suosittelemme niiden nauttimista aamiaisen

yhteydessé veden kanssa.
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Tutkimus paattyy 30.3.2012. KoehenkilOistd otetaan jalleen verikokeet ja he tayttavat
lomakkeen, jossa kysytdan tutkimuksen toisen vaiheen aikana mahdollisesti ilmenneita

tuntemuksia tai oireita.

Tutkimuksen kulku

Ensimmainen koepdiva 9.3.2012

Koehenkildille kerrotaan tutkimuksen kulku, ja he saavat tarvittavan ohjeistuksen
Koehenkildt allekirjoittavat lomakkeen, jolla he vakuuttavat osallistumiskelpoisuutensa
Koehenkilét punnitaan, punnituksen tulos kirjataan ylos ja sen perusteella lasketaan

kullekin koehenkil6lle péivittdinen makeutusaineannos

Toinen koepaivé 16.3.2012

Koehenkildistd otetaan ensimmaiset verikokeet, eli ns. nollanéytteet
Koehenkiloille jaetaan painon mukaan lasketut makeutusaineannokset

Kolmas koepéiva 30.3.2012
Koehenkil®ista otetaan toiset verikokeet

Koehenkildt tayttdvat lomakkeen, jolla Kkartoitetaan kokeen aikana mahdollisesti

ilmenneité oireita

Turvallisuus ja tietosuoja kokeen aikana

Aspartaami on hyvaksytty lisdaine, ja sitd lisdtddn moniin elintarvikkeisiin; myos

sellaisiin, joiden ei ensi ndkemaltd uskoisi siséltdvén aspartaamia. Aspartaamin

turvallisuudesta ja sen mahdollisista haittavaikutuksista on lukuisia tutkimuksia, joiden
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tulokset ovat paikoin hyvinkin ristiriitaisia. Taméan wvuoksi olemme suunnitelleet
tutkimuksemme siten, ettd se antaisi tietoa aspartaamin péivittaisen kayton
mahdollisista haittavaikutuksista sallitun paivittaiskayton rajoissa. Olemme kuitenkin

rajoittaneet kokeeseen osallistumista tiettyjen perussairauksien osalta.

Opinndytetyohomme EI voi osallistua henkil, jolla on todettu joku seuraavista
sairauksista:

diabetes mellitus

metabolinen oireyhtyma

sydan- ja verisuonisairaus

epilepsia tai muu vastaava neurologinen sairaus

migreeni

fenyyliketouria eli PKU

verenpainetauti

Tutkimuksemme aikana koehenkilGille lasketaan yksilolliset paivittdisannokset
makeutusainetta. Tamén vuoksi joudumme merkitsemaan muistiin koehenkilén nimen
sek& painon. Muita henkil6tietoja emme ker&d. Noudatamme n&ytteiden analysoinnissa
ja tulosten arkistoimisessa merkintatapaa, jolla yksittdisia tuloksia ei voida yhdist&a
tiettyyn koehenkiloon. Kaikki kerddmamme henkilokohtainen tieto hévitetdén

asianmukaisella tavalla kokeen paatyttya.
Vakuutan olevani kelpoinen osallistumaan tutkimukseen aspartaamin vaikutuksista, ja
ymmarran taysin kokeen kulun, sen mahdolliset riskit ja sitoudun noudattamaan

annettuja ohjeita kokeen aikana.

Paivays Paikka Allekirjoitus
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Aspartaamia sisaltavat tuotteet

Tutkimukseen osallistumisen aikana teiddn on valtettdva aspartaamin nauttimista.
Aspartaami on yleinen liséaine, ja sen E-koodi on E-951. Aspartaamia sisaltavissa
tuotteissa on myOs merkintd ”Sisdltdd fenyylialaniinin ldhteen”, jotta fenyyliketouriaa

eli PKU:ta sairastavat osaavat valttaa aspartaamia sisaltavia tuotteita.

Esimerkkejé tuotteista, jotka saattavat siséltaa aspartaamia:

- light-virvoitusjuomat (my6s energiajuomat, urheilujuomat, siiderit, vissyvedet
yms.)

- muut kevyttuotteet (jogurtit, valipalapatukat yms.)

- makeiset

- purukumit (myo6s xylitolipurukumit saattavat sisdltdd aspartaamia, joka on
sisallysluettelossa merkitty usein aromivahventeeksi)

- kurkkupastillit

- ravintolisét (esim. kalkkitabletit, vitamiini- ja hivenainelisat)

Mikali epéilet tuotteen siséltdvan aspartaamia, lue tuoteseloste huolellisesti.

Markkinoilla on kuitenkin monia tuotteita, jotka eivat sisalla lainkaan aspartaamia.
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Kokeen aikana mahdollisesti esiintyneet oireet

Onkao teilla esiintynyt joitain seuraavista oireista kokeen aikana? (16.3 — 30.3. 2012)

Paansarky m]
Lisadntynyt makeanhimo i
Lisédantynyt janontunne o
Vatsakipu, tai muut vatsaoireet o
Huonovointisuus i

Neurologiset oireet (esim. nakohairiot, kasien vapina), millaiset? o

lho-oireet O
Lihaskrampit i
Mielialan vaihtelut O

Muu, mika? O




