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Ihmisen papilloomavirukset (human papilloma virus, HPV) ovat yleisia limakalvo- ja
ihoinfektioita aiheuttavia DNA-viruksia. HPV infektio on usein oireeton ja paranee
spontaanisti, mutta joissain tapauksissa infektio voi kroonistua. Kroonistuneella suuren
riskin HPV-infektiolla, esimerkiksi HPV16, on vahva yhteys erilaisten sydpien, kuten
kohdunkaulan syoévan syntyyn. HPV16 tartunta saadaan usein sukupuoliteitse, mutta
HPV-viruksilla on myds muita tartuntareitteja ja esimerkiksi lapsi voi saada tartunnan
aidiltdan synnytyksen yhteydessa. Niin aikuisilla kuin lapsilla HPV-virus voi infektoida
seka genitaalialueen- etta suun limakalvoja.

Lapsen immuunijariestelma kehittyy taysin toimivaksi vasta syntyman jalkeen ja
aidinmaidon sisaltdmat vasta-aineet antavat lapselle suojaa erilaisia infektioita vastaan,
minka lisaksi ne vaikuttavat merkittavasti lapsen immuunijarjestelman kehitykseen ja
saatelyyn. Aidinmaidon koostumus on vahvasti yksildriippuvaista. Taman tutkimuksen
tavoitteena oli selvittda, erittyyk6 HPV16 vasta-aineita aidinmaitoon ja onko niilla
yhteytta lapsen HPV-infektion syntyyn ja kehitykseen varhaislapsuuden aikana.

Tutkimus aloitettiin optimoimalla aikaisemmin syljelle kaytetty ELISA-maaritys (eng.
enzyme-linked immunosorbent assay) aidinmaidolle sopivaksi maitonaytteiden totaali
IgA pitoisuuksien maarittamistad varten. Taman jalkeen pystytimme ja optimoimme
aidinmaidolle  sopivan HPV16  spesifisen  ELISA-maarityksen.  Analysoidut
aidinmaitonaytteet sisalsivat keskimaarin IgA vasta-aineita 460 pg/ml (vaihteluvali
100,90-1137 pg/ml). Maitonaytteiden HPV16 vasta-ainetasot maaritettiin mittaamalla
naytteistd absorbanssit (492 nm), minkda jalkeen HPV16 vasta-ainetasoja verrattiin
aidilta ja lapselta kerattyihin perustietoihin ja HPV-statuksiin.

Aidin tupakoinnilla huomattiin olevan yhteys suurempaan HPV16 vasta-aineiden
eritykseen aidinmaitoon, mutta tupakointi ei vaikuttanut maidon totaali IgA maaraan.
Aidinmaidon HPV16 vasta-ainetasoille ei Idydetty tilastollisesti merkitsevaa yhteytta
lapsen HPV-infektion kehityksen kanssa.

TyOssd analysoidut aidinmaitonaytteet (n=101) ovat osa TY:n Hammaslaaketieteen
laitoksen ja TYKS:n Naistentautien yhteistd HPV-infektion luonnollista taudinkulkua
selvittavaa pitkittaistutkimusta.

Avainsanat: ELISA, HPV16, IgA, papilloomavirus, totaali IgA, aidinmaito
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Lyhenteet

BSA Bovine serum albumin

ELISA engl. enzyme-linked immunosorbent assay

HPV Ihmisen papilloomavirus (engl. human papilloma virus)

IgA Immunoglobuliini A

IgD Immunoglobuliini G

IgE Immunoglobuliini E

IgG Immunoglobuliini G

IgM Immunoglobuliini M

PBS engl. Phosphate buffered saline

PBST engl. Phosphate buffered saline, johon on lisattynd Tween20:ta

slgA Sekretorinen IgA



1 Kirjallisuuskatsaus

1.1 Vasta-aineet
1.1.1 Immunoglobuliinit

Immunoglobuliinit  ovat  vasta-aineina  toimivia, plasmasolujen  tuottamia
glykoproteiineja, joiden rakenne koostuu kahdesta raskasketjusta ja kahdesta
kevytketjusta. Immunoglobuliinin raskasketjun rakenteen perusteella immunoglobuliinit
jaetaan viiteen ryhmaan; immunoglobuliini A (IgA), immunoglobuliini D (IgD),
immunoglobuliini E (IgE), immunoglobuliini G (IgG) ja immunoglobuliini M (IgM).
Immunoglobuliineja  valmistavat  plasmasolut  erikoistuvat  B-soluista  tietyn
immunogeenin eli vasta-ainemuodostusta suoraan stimuloivan antigeenin, esimerkiksi
bakteerin tai viruksen pintaproteiinin, vaikutuksesta vasta-aineita tuottaviksi soluiksi.
Plasmasolut ovat osa humoraalista eli vasta-ainevalitteista immuniteettia ja niiden
tuottamat immunoglobuliinit kattavat noin 20 % plasman proteiineista (Justiz Vaillant ja
muut 2024.)

Immunoglobuliinien hantdosassa on kahden raskasketjun muodostama Fc-alue, jolla
on sitoutumiskohtia erilaisille solureseptoreille. Fc-alueet vuorovaikuttavat ja aktivoivat
immuunipuolustuksen soluja ja varmistavat, ettd jokainen vasta-aine aikaansaa
sopivan immuunivasteen tiettyd antigeenia kohtaan. Immunoglobuliinin karkiosassa on
kaksi identtista Fab-aluetta, jotka sisaltavat antigeeneja sitovat alueet (Justiz Vaillant ja
muut 2024.) Kaikilla immunoglobuliineilla on yksi tai useampia toimintatapoja.
Immunoglobuliinit  kykenevat komplementtijarjestelman  aktivointiin,  mikrobien
opsonointiin, estdmaan mikrobeja kiinnittymasta limakalvojen pinnalle seka

neutraloimaan myrkkyja ja viruksia.

1.1.2 IgM, IgE ja IgD vasta-aineluokat

IgM vasta-aineet ovat rakenteeltaan pentameereja, jotka osallistuvat seka patogeenien
neutraloimiseen ja havittamiseen, etta tulehdusvasteen aikaansaamiseen aktivoimalla
komplementtijarjestelman klassisen reaktiotien. IgM luokan vasta-aineita tuotetaan
ensisijaisesti primaarivasteena antigeeneja vastaan (Sathe ja Cusick 2024). IgE luokan
vasta-aineet ovat monomeereja, jotka suojaavat elimistéad erilaisilta parasiiteilta. IgE
vasta-aineiden Fc-alueen reseptorit vuorovaikuttavat muun muassa syoéttésolujen ja
basofiilien kanssa, minka vuoksi IgE vasta-aineet ovat vastuussa myds valittémasta
yliherkkyys- eli allergiareaktiosta, lisdantyneesta sytokiinien tuotannosta ja antigeenien
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esittelystd (Godwin ja muut 2024). IgD luokan vasta-aineet toimivat mydskin
monomeereina, mutta niiden tarkkaa roolia immuunipuolustuksessa ei viela tiedeta
(Justiz Vaillant ja muut 2024).

1.1.3 IgG ja IgA vasta-aineluokat

IgG vasta-aineet ovat monomeereja, joilla on kaksi identtistd kiinnittymiskohtaa
antigeenille. IgG vasta-aineita tuotetaan ensisijaisesti sekundaarivasteena patogeeneja
vastaan ja ne kykenevat aktivoimaan komplementtijarjestelman klassisen rektiotien.
IgG vasta-aineet voidaan jakaa neljaan alaluokkaan; IgG1, 1gG2, 1gG3 ja IgG4. IgG on
ainoa vasta-aineluokka, joka kykenee lapaisemaan istukan, minka vuoksi IgG vasta-
aineita 10ytyy eniten vastasyntyneen elimistostd ja verenkierrosta (Justiz Vaillant ja
muut 2024.)

IgA luokan vasta-aineita esiintyy kahdessa eri molekyylirakenteessa. Seerumissa IgA
vasta-aineet esiintyvat monomeereina, mutta ne eritetdan dimeereina. Eritettava IgA el
sekretorinen IgA (slgA) suurin vasta-aineluokka, jota eritetddn sylkeen,
kyynelnesteeseen, aidinmaitoon, suolistoon, ruoansulatuskanavaan ja hengitysteihin.
slgA vasta-aineita 10ytyy limakalvoilta ja ne suojaavat ruoansulatuskanavan,
hengitysteiden ja genitaalialueen epiteelisoluja patogeeneiltd. IgA vasta-aineet
aktivoivat komplementtijarjestelman vaihtoehtoisen reaktiotien (Justiz Vaillant ja muut
2024.) IgA vasta-aineet kiinnittyvat antigeeneihin ja estavat niiden etenemisen

limakalvojen alaiseen kudokseen ja verenkiertoon (Patel ja Jialal 2024).

1.2 Aidinmaito
1.2.1 Koostumus

Aidinmaidon koostumus, sen sisaltdmat ravintoaineet ja muut komponentit muuttavat
pitoisuuksiaan maidossa imetysjakson aikana. Maidon koostumus vaihtelee paivittain,
mutta myOs paivan aikana lapsen ruokailujen valilla, minka lisaksi maidon koostumus
on vahvasti yksilOriippuviasta seka populaatiosidonnaista. Maidon koostumuksen
jatkuvat suuret ja pienet muutokset pyrkivat takaamaan lapsen terveyden ja
selviytymisen (Ballard ja Morrow 2013). Maidon koostumukseen vaikuttavat aidin
perima ja muut yksildlliset tekijat, kuten esimerkiksi ruokavalio seka ymparisté. Maito
sisaltda vaihtelevia maaria ravintoaineita, kuten erilaisia sokereita, immuunitekijéita,

kasvutekijoita, soluja ja prebiootteja.



Maidon tuotanto kaynnistyy rintarauhasissa synnytyksen aikaan istukan irtoamisen ja
kohdusta poistumisen myéta. Aidin verenkierron hormonitasapaino muuttuu, mika
johtaa rintarauhasten supistumiseen ja maidon eritykseen. Korkeat estrogeeni- ja
progesteronipitoisuudet estavat rintamaidon erityksen alkamisen, mutta istukan
irtoaminen johtaa naiden hormonien vahenemiseen aidin verenkierrossa (Tapanainen
ja muut 2019.) Muutamana ensimmaisend synnytyksen jalkeisena paivana erittyva
maito on kolostrumia eli ternimaitoa. Ternimaito sisaltda paljon erilaisia proteiineja ja
immuunitekijéitd, kuten esimerkiksi immunoglobuliineja, laktoferriingja, sytokiineja ja
leukosyytteja seka jonkin verran laktoosia, glukoosia ja muita metaboliitteja (Ballard ja
Morrow 2013; Rio-Aige ja muut 2021). Ternimaidon vahainen sokeripitoisuus viittaa
siihen, ettd sen ensisijainen tarkoitus ei ole ravitsemuksellinen vaan immunologinen.
Syntyman aikana ja sen jalkeen lapsi altistuu suurelle maaralle ympariston mikrobeja.
Koska lapsella ei vield tdssa vaiheessa ole omaa toimivaa immuunipuolustusta eika
lapsen suolistossa omaa vakiintunutta mikrobistoa, aidinmaidon sisaltamat
immuunitekijat ja bakteerit auttavat paallystamaan lapsen limakalvot ja suoliston
seindmat estden muiden, mahdollisesti haitallisten mikrobien kiinnittymisen (Lyons ja
muut 2020).

Aidinmaidon koostumus muuttuu ternimaidosta lahemmas varsinaista, lopullista
muotoaan laktogeneesin eli aidinmaidon tuotannon toisessa vaiheessa, joka kaynnistyy
lapsen muutaman ensimmaisen elinpaivan jalkeen. Muutoksen tarkempi ajankohta on
yksiloriippuvainen, mutta tyypillisesti se tapahtuu 30-40 tuntia synnytyksen jalkeen
(Hurst 2007). Jos laktogeneesin toinen vaihe ei ole kaynnistynyt 72 tunnin kuluttua
synnytyksesta, siitd puhutaan viivastyneena laktogeneesina. Viivastynyt laktogeneesi
ei ole sama asia kuin epaonnistunut laktogeneesi ja viivastyneessa laktogeneesissa
aidilld on kyky saavuttaa taydellinen rintamaidon erittyminen (X. Yu ja muut 2019).
Laktogeneesin mybdhastymista voi tapahtua kenelld tahansa, joko sisaisten tai ulkoisten
tekijdiden vaikutuksesta, mutta useimmiten se on yhteydessa lapsen ennenaikaiseen

syntymaan tai aidin ylipainoon.

Laktogeneesin toisessa vaiheessa maidon sisdltamien vasta-aineiden ja muiden
immuunitekijoiden maara vahenee selvasti ja lapsen kasvua edesauttavien
ravintoaineiden maara puolestaan kasvaa. Kun lapsen syntymastda on kulunut
muutama viikko, maidon koostumus kehittyy lopulliseen muotoonsa. Tassa vaiheessa
maidon tarkoitus on ensisijaisesti edesauttaa lapsen kasvua, minkd vuoksi sen
koostumus on muutaman viikon kuluttua lapsen syntymasta paljon ravitsevampaa kuin

heti synnytyksen jalkeen. Lapsen kasvun edistdmiseksi maito sisaltdd monia tarkeita
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ravintoaineita, kuten erilaisia sokereita ja rasvoja, hormoneja, kasvutekijoita ja erilaisia
entsyymeja (Lyons ja muut 2020; Sundekilde ja muut 2016). Lapsen ensimmaisen
elinkuukauden aikana aidinmaidon koostumus muuttuu suuresti, mutta saavutettuaan

lopullisen muotonsa, se sailyy suhteellisen samanlaisena lopun imetysajan.

Aidinmaidon sisaltdmat ravintoaineet ovat peraisin kolmesta eri lahteestd. Osa maidon
ravintoaineista syntetisoidaan aidin rinnan soluissa, osa on peraisin aidin syomasta
ravinnosta ja osa &idin kehon ravintovarastoista (Ballard ja Morrow 2013). Aidinmaidon
koostumus on yleisesti ottaen hyvin konservoitua, mutta aidin ruokavaliolla on myos

tarkea vaikutus joidenkin vitamiinien ja rasvahappojen erityksessa.

Lipidit ovat aidinmaidossa suurin yksittdinen energianlahde lapselle. 40-55 % maidon
sisaltamasta energiasta on peraisin lipideista, jotka erittyvat maitoon 98 %
triglyserideind (Koletzko ja muut 2001). Aidinmaito sisaltdd myds monia proteiineja,
joilla on erilaisia tehtdvia. Osa proteiineista toimii lapsen ravintona, osalla on
antimikrobisia ja immuunivastetta muuttavia toimintoja ja osa lisaa ja edesauttaa

muiden ravintoaineiden imeytymista (Lonnerdal 2004; Molinari ja muut 2012).

Maidon sisaltamista hiilihydraateista laktoosin pitoisuus on selvasti suurempi suhteessa
moniin muihin nisdkaslajeihin. Tama on yhteydessd ihmisaivojen suurempaan
energiankulutukseen (Andreas ja muut 2015). Aidinmaidon hiilihydraateista suuri osa
on olikosakkarideja, mutta niiden tehtdva on toimia lapsen suoliston mikrobiflooran
ravinnon lahteen3, eika lapsi itse kykene hyédyntamaan niita ravintona (Coppa ja muut
1993). Rintaruokituilla lapsilla suoliston mikrobiflooran on huomattu olevan vakaampi ja
koostuvan pienemmasta maarasta erilaisia mikrobeja, kuin korvikeruokituilla lapsilla.
Vaikka rintaruokituilla lapsilla mikrobien kirjo ei ole yhta laaja, heilla on silti yli kaksi

kertaa enemman bakteerisoluja suolistossa (Bezirtzoglou ja muut 2011).

Pitkakestoinen imettamien vahentaa lapsen riskia suolistoinfektioille seka atooppiselle
ihottumalle ensimmaisen elinvuoden aikana. Lapsen rintaruokinta vahentda lapsen
allergioiden esiintyvyyttd, pienentda riskia sairastua erilaisiin kroonisiin sairauksiin
lapsuusidssa sekad antaa suojan erilaisia infektioita vastaan maidon sisaltdmien vasta-

aineiden kautta (Tapanainen ja muut 2019.)



1.2.2 Vasta-aineet

Lapsi altistuu suurelle maaralle erilaisia mikrobeja synnytyksen aikana ja heti sen
jalkeen. Kohdussa lapsi on suojassa kaikilta ympariston mikrobeilta ja antigeeneiltd ja
lapsen immuunijarjestelma kehittyykin taysin toimivaksi vasta ensimmaisen elinvuoden
aikana. Ennen kuin lapsen oma immuunipuolustus on kehittynyt riittdvasti suojatakseen
lasta infektioilta, aidin vasta-aineet pyrkivat suojaamaan lasta erilaisilta patogeeneilta.
Aidin vasta-aineilla on myds suuri vaikutus lapsen oman immuunijarjestelman

kehityksessa ja saatelyssa.

Aidin vasta-aineita valittyy lapselle seké istukan ettd mydhemmin maidon valityksella.
Istukan kautta lapsi saa paaasiassa IgG vasta-aineluokan vasta-aineita, jotka
kulkeutuvat suoraan lapsen verenkiertoon (Palmeira ja muut 2012; Simister 2003).
Istukan kautta valittyneet vasta-aineet katoavat lapsen ensimmaisen elinvuoden
aikana, johtuen IgG vasta-aineiden keskimaaraisesta 21:n paivan eliniasta (Mankarious
ja muut 1988). Aidinmaidon vasta-aineet eivat kulkeudu lapsen verenkiertoon, miké on
nahtavissa lapsen verenkierron ja aidinmaidon erilaisissa vasta-ainekoostumuksissa.
Aidinmaidon vasta-aineiden vaikutus ja tehtadvat keskittyvat lapsen limakalvojen
immuunipuolustukseen. Maidon vasta-aineet pyrkivat tayttdmaan lapsen suun ja
suoliston limakalvojen pinnat, muodostaen ensimmaisen suojan erilaisia patogeeneja
vastaan (Atyeo ja Alter 2021).

Aidinmaito siséltda useita eri immunoglobuliineja, mutta slgA on suurin didinmaidossa
iimeneva vasta-aineryhma. sIgA on vallitseva immunoglobuliinityyppi kudosten
limakalvoilla (Lakner ja Brock 1977). slgA vasta-aineet syntetisoidaan suoraan
limakalvoilla ja niiden rakenteesta l0ytyy ylimaarainen polypeptidiketju, mika erottaa ne
seerumin IgA vasta-aineista. TAma ylimaarainen rakenne auttaa slgA vasta-aineita
neutraloimaan patogeeneja ennen kuin ne tulevat suoraan kontaktiin epiteelisolujen
kanssa, minka lisdksi rakenne lisdad vasta-aineen stabiilisuutta ja estda liiallista
tulehdusta ja kudoksen vaurioitumista (Brandtzaeg 2010, 2013; Cerutti ja Rescigno
2008). Limakalvojen slgA vasta-aineiden uskotaan olevan suurelta osin ei-spesifisia, eli

ne reagoivat ja kiinnittyvat laajaan ryhmaan erilaisia mikrobeja (Bunker ja muut 2017).

Aidinmaitoon erittyvat IgA vasta-aineet tuotetaan maitorauhasissa, johon keraantyy
plasmasoluja eripuolilta &aidin elimistdd (Halsey ja muut 1983). Aidin suoliston ja
hengitystien B-soluja vaeltaa maitorauhasiin, missd B-solujen kemokiinireseptori-10
kiinnittyy maitorauhasten pinnalla esiintyviin kemokiiniligandi-28:aan (Wilson ja Butcher

2004). Aidinmaito sisaltdd my6s vahan sekretorisia IgM, IgM ja IgG vasta-aineita.



Naiden vasta-aineiden tuotto tapahtuu vastaavalla tavalla kuin IgA vasta-aineiden
tuotto eli maitorauhaseen keraantyy valikoitunut joukko IgM ja IgG vasta-aineita
tuottavia plasmasoluja. Maitorauhasissa tuotetut vasta-aineet kuljetetaan aidinmaitoon
polymeerisen immunoglobuliini reseptorin avulla (Larson ja muut 1980; Matson ja muut
2010.) Kaikkia maitoon erittyvia vasta-aineita ei kuitenkaan tuoteta maitorauhasissa,

vaan niita kuljetetaan myos aidin verenkierrosta (Rio-Aige ja muut 2021).

1.2.3 Vasta-aineiden merkitys lapselle

Lapsen elimistdon slgA tuotanto alkaa vasta useita kuukausia syntyman jalkeen ja
saavuttaa aikuisille tavanomaisen tuotantotason vasta lapsen ldhestyessa kolmen
vuoden ikda (Rognum ja muut 1992; South ja muut 1967). Tdman vuoksi aidinmaito on
lapselle ainoa sIgA vasta-aineiden Idhden syntyman jalkeisind kuukausina. IgA vasta-
aineluokan vasta-aineet ovat ensisijaisesti mukana limakalvojen
immuunipuolustuksessa ja enenevassa maarin tutkimustulokset puoltavat yhteytta
aidinmaidon vasta-aineiden ja aidin suun, suoliston sekd& hengitysteiden valilla.
Aidinmaito valittda lapsen limakalvoille vasta-aineita niitd mikrobeja vastaan, joita
I6ytyy aidin  valittdmasta I|3heisyydestd ja siten ovat myds todenndkoéisimpia
aiheuttamaan infektioita lapselle (Atyeo ja Alter 2021). slgA vasta-aineet suojaavat
lapsen limakalvoja patogeeneiltd monilla eri mekanismeilla. sIgA vasta-aineet estavat
patogeeneja kiinnittymasta epiteelisolujen pintaan, minka lisdksi ne myos neutraloivat
toksiineja ja erilaisia virulenssitekijoita (Hanson ja Korotkova 2002). Koska slIgA vasta-
aineet ovat suhteellisen kestavia proteolyysia, eli proteiinien pilkkoutumista vastaan, ne
kykenevat suojaamaan lasta erilaisilta patogeeneilta suun lisdksi myos

ruoansulatuskanavassa.

Aidinmaidon vasta-aineet suojaavat lasta erilaisilta infektioilta, mutta niilla on myds
tarked rooli lapsen suoliston mikrobikannan kehityksessa (Rogier ja muut 2014).
Maidon vasta-aineet estavat lapsen kehittyvdd immuunipuolustusta synnyttamasta
immuunireaktiota suoliston normaalia mikrobikantaa vastaan ja siten edesauttaa
suotuisan mikrobiflooran muodostumisessa suolistoon. Aidinmaidon vasta-aineita
pidetdan myods tarkeina erilaisten allergioiden kehittymisen estdmisessa. Samalla kun
aidinmaidon slgA vasta-aineet pyrkivat estdmaan immuunivasteen syntymista suoliston
normaaliflooraa vastaan, maidon muut vasta-aineet pyrkivat kiinnittymaan erilaisiin

allergeeneihin. Kiinnittyminen ensisijaisesti estaa allergeenien paasyn limakalvon
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epiteelisolujen 1api verenkiertoon, mika auttaa rajoittamaan allergeenien aiheuttamaa

immuunivastetta ja tulehdusta (Atyeo ja Alter 2021).

IgA vasta-aineiden arvellaan ensisijaisesti yrittavan vahentaa ja rajoittaa antigeenien
kulkeutumista epiteelisolujen lapi. Sen sijaan aidinmaidon IgG vasta-aineet auttavan
allergeenien kuljetuksessa epiteelisolujen [api lgG-allergeenikomplekseina. Nama
kompleksit auttavat allergeenien esittelyssd immuunipuolustukselle. Saadellyn
antigeenien kuljetuksen ja esittelyn tarkoitus on estdd immuunipuolustuksen
ylikuormittuminen sen kehitysvaiheessa ja yliherkkyyksien syntymisen (Mosconi ja
muut 2010.) IgA-luokan vasta-aineita on aidinmaidossa huomattavasti enemman kuin
IgG-luokan. IgA ja IgG vasta-aineet ohjailevat immuunipuolustuksen kehittymista
ehkaisemalla lilan suurta antigeenialtistusta, mutta samalla varmistamalla, etta lapsen

immuunipuolustus paasee riittavasti kosketuksiin erilaisten antigeenien kanssa.

Talla hetkelld on olemassa useita tutkimustuloksia, joiden mukaan istukan kautta
kulkeutuneet aidin vasta-aineet voivat rajoittaa imevaisikaisen lapsen rokotevastetta
kiinnittymalla rokotteen sisaltamiin antigeeneihin ja neutraloimalla immuunivasteen
synnyn (Jones ja muut 2014; Osterhaus ja muut 1998; Tang ja muut 2019). Aidin vasta-
aineet suojaavat lasta erilaisilta infektioilta, mutta seka istukan ettd aidinmaidon kautta
siirtyvat vasta-aineet voivat myds estda lapsen oman immuunivasteen syntya (Atyeo ja
Alter 2021; Yang ja muut 2019). Tdma on hyva huomioida imevaisikaisten lasten
rokotesuunnitelmissa. Aiheesta tarvitaan kuitenkin vield lisda tutkimusta, ennen kuin
aidin vasta-aineiden vaikutuksesta rokotevasteisiin vastasyntyneilld tiedetdan

tarpeeksi.

1.3 Ihmisen papilloomavirus
1.3.1 HPV-virukset

Ihmisen papilloomavirukset (engl. human papilloma virus, HPV) ovat yleisia limakalvo-
ja ihoinfektioita aiheuttavia DNA-viruksia (kuva 1). Erilaisia HPV-viruksia tunnetaan
satoja erilaista, mutta noin 40 HPV-tyyppia infektoi genitaalialueen limakalvoja. Arviolta
noin 80 % ihmisista saa jossakin elamansa vaiheessa HPV-tartunnan (Giuliano ja muut
2015; Koskimaa ja muut 2012). HPV-virukset voidaan jakaa suuren ja pienen riskin
HPV-tyyppeihin niihin liittyvan sydpariskin mukaan. HPV-infektioiden yleisin oire on
syylien muodostuminen, mutta suurin osa infektioista on oireettomia ja ne paranevat

spontaanisti. Joissakin tapauksissa HPV-infektio voi myds kroonistua. Kroonistuneella
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suuren riskin HPV-infektiolla, esimerkiksi HPV16:sta, on vahva yhteys erilaisten
syOpien, kuten kohdunkaulansyévan syntyyn. Suuren riskin HPV-infektiot aiheuttavat
melkein 100 % kaikista kohdunkaulansydpatapauksista, minka lisdksi ne ovat osallisina
25-100 % muissa genitaalialueen syovissa, kuten perdaukon, peniksen ja emattimen
sydvissa seka noin 40-70 % paan- ja kaulanalueensyovissa (de Martel ja muut 2020;
Sabatini ja Chiocca 2020).

Limakalvoja infektoivat, erityisesti genitaalialueen infektioita aiheuttavat HPV-virukset,
tarttuvat useimmiten sukupuoliteitse, mutta viruksella on myds olemassa muita
tartuntareitteja. Esimerkiksi lapsi voi saada tartunnan vertikaalisesti suoraan aidiltaan
synnytyksen yhteydessa. Tartunta voi myos tapahtua myOhemmin lapsen
varhaislapsuuden aikana useiden eri reittien kautta (Syrjanen ja muut 2010). Niin
aikuisilla kuin lapsillakin limakalvoja infektoivat HPV-virukset kykenevat infektoimaan

seka genitaalialueen etta suun limakalvoja.

Kaikki papilloomavirukset ovat vaipattomia, kaksijuosteisia DNA-viruksia, joiden
genomi on kooltaan noin 8 000 bp ja sisaltda noin kahdeksan avointa lukukehysta
(engl. open reading frame, ORF). HPV-viruksen genomi koodaa proteiineja E1-7 (engl.
Early protein), jotka osallistuvat viruksen replikaatioon ja vaikuttavat suuren riskin HPV-
viruksilla niiden karsinogeenisyyteen. Suuren riskin HPV-viruksien E6 ja E7 proteiinit
ovat onkogeenisid proteiineja, jotka edesauttavat kasvainten ja sydvan syntya
lisddmalla isantasolun p53 ja pRb proteiinien hajottamista. Nama kaksi proteiinia ovat
valttamattdmia solusyklin ja -jakautumisen saatelyssa (Minger ja muut 2004; Roman ja
Munger 2013.) Liséksi E6 ja E7 heikentavat isdntasolun genomin stabiilisuutta (Bester

ja muut 2011; Kadaja ja muut 2009; Spriggs ja Laimins 2017).

HPV-viruksien kapsidi koostuu kahdesta rakenneproteiinista, L1 (engl. Late protein 1,
55 kDa) ja L2 (engl. Late protein 2, 70 kDa) (Humans 2007) (kuva 1). L1 proteiini on
HPV-virusten genomissa konservoiduin geeni, minka vuoksi sita kaytetaan eri HPV-
tyyppien tunnistamiseen ja erotteluun. L1 proteiini kattaa noin 80 % kapsidin
rakenteesta ja se jarjestaytyy spontaanisti ilman ulkopuolista apua HPV-viruksen
luonnollista ulkorakennetta muistuttavaksi rakenteeksi. Tama HPV-viruksen kapsidin
rakenne on valttamatén viruksen Kiinnittymisessa ja tunkeutumisessa isantasoluun
(Buck ja muut 2013). Kapsidin rakenne on myds hyvin immunogeeninen, minka vuoksi
se soveltuu hyvin kaytettavaksi HPV-rokotteissa immuunivasteen aikaansaamiseksi

joko yksin tai yhdessa L2 proteiinin kanssa (Kirnbauer ja muut 1992).
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L2 kapsidiproteiini

L1 kapsidiproteiini
DNA

Kuva 1: HPV-viruksen rakenne. HPV-virukset ovat vaipattomia DNA-viruksia, joiden kapsidi koostuu L1 ja L2
kapsidiproteiineista.

1.3.2 HPV16

HPV16-viruksen genomi on kooltaan noin 7 900 bp ja se sisdltdd kahdeksan eri
proteiinia koodaavaa geenia; L1, L2, E1, E2, E4, E5, E6 ja E7 (Cornet ja muut 2012;
Smith ja muut 2011; Yu ja muut 2022). E6 ja E7 ovat padasialliset syovan syntya

edistavat proteiinit ja niiden ilmeneminen on suurta kasvaimissa (Cornet ja muut 2012).

HPV16 ja 18 ovat suuren riskin HPV-viruksia, jotka aiheuttavat noin 70 % kaikista
kohdunkaulansydpatapauksista (Muioz ja muut 2003). Naistd kahdesta HPV16 on
tamanhetkisen tiedon mukaan HPV-viruksista eniten sy6paa aiheuttava. Se on yleisin
kohdunkaulansyopaan liitetty HPV-tyyppi, mutta sen on todettu olevan lasnd myos

paan-, kaulan- ja genitaalialueen sy6vissa.

Kaikki tallda hetkelld kehitetyt ja kdytdssa olevat HPV-rokotteet kohdistuvat HPV16:ta
vastaan. HPV-rokotteet sisaltavat vaihtelevasti myds muita HPV-tyyppeja. Suomessa
kansalliseen rokotusohjelmaan kuuluu HPV-rokote, joka kohdistuu HPV-tyyppeihin 16
ja 18 (Tiitinen 2022). Rokotusohjelmassa HPV-rokote ohjeistetaan annettavaksi 10-12
vuotiaille lapsille parhaan rokotevasteen saamiseksi. Rokotteen tarkoitus on
ennaltaehkaista syovan ja sen esiasteiden kehittymista. Koska suuren riskin HPV-
virukset 16 ja 18 ovat suurimmaksi osaksi sukupuolivalitteisesti infektoivia viruksia,
rokotukset on suunnattu aloitettavaksi ennen sukupuolielaman aloittamista ja
mahdollista HPV altistusta. Rokotteen antama suoja on sitd parempi, mita nuorempana
rokotteen saa. Rokotteelle ei ole ylaikarajaa ja sen voi antaa, vaikka henkilo olisi jo
aloittanut sukupuolielaman. Rokotteen hyoty kuitenkin heikkenee huomattavasti, mita
vanhempana sen ottaa. Yli 30-vuotiaille rokotteesta ei useinkaan ole enda suurta
hyotya, silld suurin osa HPV-infektioista sairastetaan 20-30 vuoden idssa.
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1.3.3 Lapsen infektio

HPV-infektioiden esiintyvyys lapsilla on melko yleisia. HPV voi liikkkua perheen
sisaisesti, minka lisaksi lapsen ensimmainen kosketus viruksen kanssa tapahtuu usein
lapsen syntyman aikana. Vastasyntyneen HPV-infektion etenemisestd tai sen
kroonistumiseen liittyvistd mekanismeista ei vield ole tarkkaa tietoa. Lapsilla HPV-
infektio on kuitenkin vyleisinta ja erilaisten HPV-tyyppien esiintyvyys laajinta heti
syntyman jalkeen lapsen suun limakalvoilla (Syrjdnen ja muut 2021). Lapsen
syntymatavalla ei ole todettu olevan vaikutusta lapsen suun HPV-statukseen tai
infektion kehitykseen varhaislapsuuden aikana. Suurin osa lasten HPV-infektioista

katoaa kuuden ensimmaisen elinvuoden aikana.

HPV16 on yksi yleisimmista lapsen suun HPV-tyypeista. Muita usein ilmenevia HPV-
tyyppeja ovat HPVG6, -18, -31 ja -33 (Castellsagué ja muut 2009; Syrjanen ja muut
2021). Koska aiti on todennakadisin HPV-infektion tartuttaja lapselle, aidin rokottaminen
yleisimpia HPV-tyyppeja vastaan voi osoittautua tarkeadksi tekijaksi, kun pyritdan
ehkaisemaan kroonisen HPV-infektion kehittymisté varhaislapsuudessa. Aidin vasta-
aineet voivat suojata vastasyntynyttd tai pientd lasta HPV-infektioilta ja niiden
kroonistumiselta (Syrjanen ja muut 2021). Lapsi saa IgG-luokan vasta-aineita HPVG6, -
11, -16, -18 ja -45 tyyppeja vastaan aidiltdan vertikaalisesti istukan kautta. Aidin ja
vastasyntyneen lapsen IgG HPV-vasta-aineiden vastaavuudet seerumeissa on todettu
hyvin samanlaisiksi lapsen kuuden ensimmaisen elinkuukauden aikana, mutta 80 %
naistd vasta-aineista katoaa lapsen seerumista ensimmaisen elinvuoden aikana
(Syrjanen ja muut 2022; Zahreddine ja muut 2020.)

Tahanastisten tutkimusten perusteella, aidin HPV-infektion tarttuminen lapselle
raskauden tai synnytyksen aikana on mahdollista, mutta melko harvinaista aidin HPV-
positiivisuudesta huolimatta. Taman lisdksi suurin osa vastasyntyneiden HPV-
infektioista katoaa ensimmaisen kuuden elinkuukauden aikana (Khayargoli ja muut
2023). Aidin HPV-statuksella on havaittu kuitenkin olevan yhteys lapsen infektioiden
todennakdisyyteen. HPV-positiivisten aitien lapsilla on noin 33 % suurempi
todennakdisyys olla HPV-positiivisia kuin lapsilla, joiden aiti on HPV-negatiivinen. Tama
todennakdisyyden on todettu olevan vield korkeampi, noin 45 %, kun tarkastellaan vain

suuren riskin HPV-infektioita (Merckx ja muut 2013.)

Aikaisemmissa tutkimuksissa on todettu lapsen serokonversion, eli lapsen omien
vasta-aineiden syntymisen HPV:n L1 proteiinile olevan mahdollista jo

varhaislapsuudessa ennen kuin lapsi saavuttaa kolmen vuoden ian (af Geijersstam ja
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muut 1999; Manns ja muut 1999; Marais ja muut 2007; Stina Syrjanen ja muut 2022).
Lapsen serokonversio merkitsee varhaista altistumista HPV:lle ja immuunivasteen
syntya. Serokonversiota on todettu tapahtuvan HPV-tyypeille 6, 11, 16 ja 18 lapsilla,

jotka ovat syntyneet serologisesti HPV-negatiivisille dideille (Syrjanen ja muut 2022).

1.3.4 Tartuntareitit perheessa

Vaikka HPV:n on yleisesti ajateltu olevan seksuaalisesti levidva virus, useat tutkimukset
ovat jo jonkin aikaa puoltaneet my6és muita tartuntatapoja ja reitteja. Lapsilla melko
yleisesti esiintyvat HPV-infektiot tukevat naitd vahemman tutkittuja tartuntareitteja.
Lapselle yleisimpana HPV-infektion tartuntatapana pidetdan vertikaalista tartuntaa.
Lapsi on syntyman aikana kosketuksissa aidin genitaalialueen mikrobien kanssa ja
tama on todennakaisin ja yleisin HPV-infektion 1ahde vastasyntyneille lapsille. Lapsi voi
kuitenkin saada HPV-infektion myds myOhemmin varhaislapsuuden aikana
horisontaalisena tartuntana joko vanhemmilta tai muilta hanta hoitavilta ihmisilta, joiden
kanssa lapsi on laheisessd tai jatkuvassa kontaktissa. Horisontaalisen eli
hengitysilman, ruuan tai fyysisen kontaktin kautta saadun virustartunnan lisdksi HPV
voi tarttua saman henkildn yhdestd ruumiinosasta toiseen tai epasuorasti jonkin

kosketuspinnan kautta (Syrjanen ja Puranen 2000).

HPV:n DNA:ta on Ioydetty siemennesteesta ja siittidista, mika viittaa mahdolliseen
HPV-viruksen tartuntareittiin infektoituneiden munasolujen tai siittididen kautta (Laprise
ja muut 2014). Aikaisempien tutkimusten pohjalta tiedetdan myds, etta istukka ei ole
steriili ymparistd. Istukasta on I6ydetty HPV-viruksen lisdksi monia muitakin viruksia
seka erilaisia bakteereja. Nama tulokset lisdavat aidilta vertikaalisesti saadun infektion

mahdollisuutta (Aagaard ja muut 2014; Rombaldi ja muut 2009.)

Lapsen ja aidin HPV-tyyppien vastaavuus on noin 57-69 %. Lapsen HPV-infektiot
voivat siis olla perdisin muualtakin kuin &idiltd (Syrjanen ja Puranen 2000). Aidin
pitkittyneen suuren riskin HPV-infektion genitaalialueella on huomattu olevan riskitekija
lapsen suun HPV-infektiolle, kun taas aidin suun suuren riskin HPV-infektio on
riskitekija lapsen genitaalialueen HPV-infektiolle kuuden kuukauden paasta lapsen
syntymasta. Lapsen suuren riskin HPV-infektion kroonistumiselle kuuden kuukauden
ikd on merkittava aikapiste, jossa infektio yleensa joko haviaa tai jaa pysyvaksi (Rintala
ja muut 2005.)

Erilaisten virusten erittymistd aidinmaitoon on havaittu tutkimuksissa aikaisemmin ja

myos HPV-viruksen erittymista tapahtuu noin 2,5-28,8 % aideista (Sarkola ja muut
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2008). Vaikka HPV-viruksen tiedetaan infektoivan lapsen suun limakalvoja, viruksen
lasnaololle maidossa ei ole loydetty yhteyttd lapsen suun HPV-statuksen kanssa
(Louvanto ja muut 2017; Tuominen ja muut 2018). Aidinmaidon HPV-status ei
myoskaan naytd korreloivan aidin suu- tai genitaalialueen HPV-statuksen kanssa
(Sarkola ja muut 2008).

1.4 ELISA-maaritys

ELISA-maaritys on immunologinen menetelma, joka pohjautuu antigeenin ja vasta-
aineen keskindisiin vuorovaikutuksiin. ELISA-maarityksesta on olemassa useita eri
variaatioita, mutta tassa tyossa keskitymme ainoastaan kerros-ELISA (engl. sandwich
ELISA) menetelmaan. Menetelmassa pyritdan varinvaihtoreaktion kautta selvittdmaan
antigeenin tai sitd vastaavan vasta-aineen pitoisuus biologisessa nesteessa. Kerros-
ELISA-maarityksissa toista reaktioon osallistuvista komponenteista kaytetdan kiintean
faasin, esimerkiksi kuoppalevyn kuopan paallystdmisessa (kuva 2). Jos tutkittavasta
naytteesta halutaan maarittaa tietyn vasta-aineen pitoisuus, kiintea faasi paallystetdan
vasta-ainetta vastaavalla antigeenillda. Vasta-aineen sisaltdmaa naytettd lisatéaan
kiintean faasin paalle ja vasta-aineiden annetaan kiinnittya kiinteaa faasia paallystaviin
antigeeneihin, minka jalkeen ylimaaraiset vasta-aineet ja naytteen sisaltamat muut
komponentit pestaan pois. Taman jalkeen kiintean faasin paalle lisataan tutkittavalle
vasta-aineelle spesifistd entsyymileimattua vasta-ainetta, joka kiinnittyy naytteen
sisaltdmiin vasta-aineisiin muodostaen kerroskompleksin (kuva 2). Ylimaaraiset
entsyymileimatut vasta-aineet pestdan pois, minka jalkeen kiintean faasin paalle
lisatddn vielda entsyymileimatun vasta-aineen entsyymin substraattia. Entsyymi
aikaansaa substraatin varinvaihtoreaktion, jonka intensiteetin avulla alkuperaisen

naytteen vasta-ainepitoisuus voidaan maarittda (Alhajj ja muut 2024.)

Vasta-aineet ovat erittdin spesifeja kiinnittymaan niitd vastaaviin antigeeneihin. Taman
vuoksi vasta-ainemaaritykset ovat tarkkoja selvittdmaan myds matalan konsentraation
molekyylien pitoisuuksia naytteistd. Toisin sanoen, kun meilld on antigeeni, jonka
tiedamme olevan spesifinen tietylle aineelle, voimme tunnistaa sita vastaavan vasta-
aineen tyypin ja maaran ja kun meillda on vasta-aine, voimme selvittaa sita vastaavan

antigeenin ja sen maaran kayttden ELISA-menetelmaa (Aydin 2015.)

ELISA-maarityksen etuja ovat sen yksinkertainen toimintaperiaate, korkea tarkkuus ja
herkkyys, naytteiden vahaisen esikasittelyn tarve sekd& kayttgjaturvalliset,
ymparistoystavalliset ja matalakustanteiset reagenssit. Menetelman huonoja puolia
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puolestaan ovat Kkalliit vasta-aineet, joko tilattuina tai itse valmistettuina
solukasvatuksilla, vaarien positiivisten tai negatiivisten tulosten suuri mahdollisuus
epataydellisen kiintedn faasin paallystyksen tai blokkauksen vuoksi seka vasta-aineen

epastabiilisuus (Sakamoto ja muut 2018.)

i Substraatti
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A @ Vasta-aine

Antigeeni @

Entsyymileimattu
vasta-aine

Kuva 2: Kerros-ELISA-mddrityksen toimintaperiaate. 1. Kiinted faasi pddllystetddn ennalta mddritetylld pitoisuudella
antigeenid. 2. Tutkittavan ndytteen sisdltdmdt vasta-aineet kiinnittyvdt niitd vastaaviin antigeeneihin. 3.
Entsyymileimattu  vasta-aine kiinnittyy tutkittaviin  vasta-aineisiin. 4. Entsyymi aikaansaa substraatin
vdrinvaihtoreaktion.

1.5 Tyon tavoitteet

Tama tutkimus on osa Turun Yliopiston ja TYKS:n HUPA-seurantatutkimusta, jossa on
seurattu HPV-infektion taudinkulkua, tartuntaa ja immuniteettia 329 perheessa
vuodesta 1998 lahtien. Lapsia tutkimuksessa on ollut mukana 331 ja heitd seurattiin

vastasyntyneesta 6-vuotiaaksi.

Tassa tutkimuksessa analysoimme 101 aidin aidinmaitonaytteitd. Naytteet oli keratty

kaksi kuukautta lapsen syntyman jalkeen. Tyon tavoitteet olivat:

1) Totaali IgA ELISA maarityksen olosuhteiden optimointi didinmaidolle sopivaksi.

2) Spesifisen ELISA maarityksen pystytys ja optimointi didinmaidon HPV16 vasta-
aineille.

3) Maidon sisaltdmien vasta-aineiden vaikutuksen selvittdminen lapsen HPV-

infektion kehitykseen lapsen kuuden ensimmaisen elinvuoden aikana.
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2 Materiaalit ja menetelmat

2.1 Aidinmaitoniytteiden valmistus maarityksia varten

Tybssa analysoidut aidinmaitonaytteet ovat osa TY:n Hammaslaaketieteen laitoksen ja
TYKS:n Naistentautien yhteista HPV-infektion luonnollista taudinkulkua selvittavaa
pitkittaistutkimusta. Tutkimussuunnitelmalle on mydnnetty TYKS:n eettisen
toimikunnan hyvaksynta (#3/1998) mydhemmilld muutoksilla (#2/2006 ja 45/180/2010).
Tutkimukseen osallistuneilta vanhemmilta on keratty kirjalliset suostumukset

tutkimukseen osallistumisesta.

Analysoidut maitonaytteet (n=101) oli keratty 2 kk lapsen syntyméan jalkeen. Naytteita
sailytettin - 70 ‘C pakastimessa. Ennen vasta-ainemaarityksia naytteista poistettiin
rasva sentrifugoimalla naytteita 3000 g x 15 min, + 4°C. Sentrifugoinnin jalkeen
supernatantti otettiin talteen pinnalle muodostuneen rasvakerroksen alta kayttaen
neulaa ja ruiskua. Putken pohjalle muodostunut pieni pelletti jatettiin putkeen.
Sentrifugointi toistettiin ja supernatantti pipetoitiin uuteen putkeen rasvakerroksen alta.

Naytteet sailottiin - 70 °C pakastimeen.

2.2 Totaali IgA vasta-ainemaarityksen optimoiminen

Pohjana &idinmaidon totaali IgA maarityksille kaytettin TY:n Hammaslaaketieteen
laitoksella aikaisemmin syljelle kaytettyd totaali IgA ELISA-maaritysta (engl. enzyme-
linked immunosorbent assay)(Lehtonen ja muut 1984), joka perustuu kerros-ELISA
menetelmaan. Maaritysta lahdettiin optimoimaan aidinmaidolle sopivaksi tutustumalla
kirjallisuuteen ja aikaisempiin tutkimuksiin aidinmaidon totaali IgA:n maarasta ja vasta-
ainemaarityksistd (Czosnykowska-tukacka ja muut 2020; Demers-Mathieu ja muut
2019; Rio-Aige ja muut 2021; Valcarce ja muut 2021).

Optimoinnit suoritettiin  kayttdamalld kolmen &idin 2 kk maitonaytteitd. Maaritykset

suoritettiin jokaiselle naytteelle kolmena rinnakkaisena maarityksena.

Maarityksessa kaytettin TY:n Hammaslaaketieteen laitoksen ohjeen mukaista
standardisuoraa. Standardilaimennokset valmistettiin seitsemana eri laimennoksena
valilld 4,54-68,1 ng/ml kdyttden Human Serum Protein Calibrator —reagenssia (Dako
0908). Seka standardit, ettd naytteet laimennettin BSA-liuokseen (Bovine serum
albumin, 1 %, Sigma A-4503; PBS, pH 7.4). Maarityksissa taustana kuoppiin pipetoitiin
pelkkaa BSA-liuosta.
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2.2.1 Kuoppalevyjen valmistus

Totaali IgA maarityksia varten valmistettiin 96-kuoppalevyja paallystamalla ne 1:1000
Rabbit antihuman IgA:lla (Polyclonal Rabbit Anti-Human IgA, Dako Denmark A/S, REF
A0092) laimennettuna natriumkarbonaattipuskuriin (0,05 M, pH 9.2). Levyja inkuboitiin
yon yli + 4°C. Levyt pestiin 3 x PBST-liuoksella (engl. Phosphate buffered saline, pH
7.4, johon oli lisatty 0,05 % Tween20). Kuoppiin lisattin BSA-liuosta, minka jalkeen
levyja inkuboitiin tunti + 37°C lampdkaapissa. Inkubaation jalkeen levyja sailytettiin +
4°C.

2.2.2 Ensimmainen maaritys, maitonaytteiden laimentaminen

Aiempaan Kkirjallisuuteen pohjaten (Akhter ja muut 2020; Czosnykowska-tukacka ja
muut 2020; Ongprasert ja muut 2020; Rio-Aige ja muut 2021; Weaver ja muut 1998)
aidinmaitonaytteista valmistettiin maaritystd varten kolme eri laimennosta: 1:10 000,
1:50 000 ja 1:100 000.

Kuoppalevy pestin 3 x PBST-liuoksella. Kuoppiin lisattin kontrolli, standardit ja
laimennetut naytteet, minka jalkeen levya inkuboitiin kaksi tuntia huoneenlammaossa.
Kuopat pestiin kuten aikaisemmin, minka jalkeen niihin lisattiin
peroksidaasikonjugaattia (Anti-IgA, Polyclonal Rabbit Anti-Human IgA/HRP, REF
P0216) 1:5000 Ilaimennoksena PBS-liuoksessa. Levya inkuboitin  tunti
huoneenlammdssa. Levy  pestin @ kuten  aikaisemmin.  Kuoppiin  lisattiin
phenylendiamiinia (0,4 mg/ml, Sigma-Aldrich, O-Phenylenediamine dihydrochloride)
laimennettuna fosfaatti-sitraattipuskuriin (0,1 M, pH 5.0), johon oli lisatty H-O, (0,002
%). Levya inkuboitin 15 min huoneenldmmdssa. Reaktio keskeytettiin lisdamalla
kaivoihin HCl-liuosta (2,0 M).

Naytteiden absorbanssit mitattin 495 nm kayttden Multiskan (Thermo Scientific)

laitetta.

Standardilaimennosten absorbansseista valmistettin  standardisuora kayttamalla
Multiskan-laitteen ohjelmaa ja 4PL-yhtdléa (Four-Parameter Logistic curve fit).

Naytteiden totaali IgA pitoisuudet maaritettiin kayttaen standardisuoran yhtaloa.
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2.2.3 Toinen maaritys, inkubaatio-olosuhteiden optimointi

Maaritysta varten naytteista valmistettiin kolme eri laimennosta: 1:5 000, 1:10 000 ja
1:20 000. Naytteet valmistettiin kolmea levya varten, joista jokaisella kaytettiin erilaista
inkubaatioaika ja -lampdtila yhdistelmaa naytelaimennosten lisdyksen jalkeisessa

inkubaatiossa.

1. levyn maaritys suoritettin kokonaan samalla tavalla kuin kohdassa 2.2.2 eli levya
inkuboitiin huoneenldammdssa kaksi tuntia. 2. levy vietiin inkuboitumaan + 37 °C

lampdkaappiin kahdeksi tunniksi. 3. levya inkuboitiin yon yli + 4 °C.

Maaritykset suoritettiin loppuun samalla tavalla kuin kohdassa 2.2.2.

2.2.4 Kolmas madritys, laimennosten optimointi ja naytteiden sailyvyyden

testaus

Maaritysta varten naytteistd valmistettiin 1:15 000 ja 1:30 000 laimennokset. Tassa
tutkimuksessa valmistettujen aidinmaitonaytteiden lisdksi laimennokset valmistettiin
myOds naytteista, joista oli jo aikaisemmissa tutkimuksissa poistettu rasva.
Maitonaytteiden supernatantteja oli kaytetty maidon DNA maarityksissa ja niita ol

sailytetty maaritysten jalkeen - 70 °C pakastimessa.

Maaritys suoritettiin samalla tavalla kuin kohdassa 2.2.2.

2.3 Totaali IgA vasta-ainemaaritykset

Aidinmaitonaytteiden totaali IgA vasta-aineméaarien selvittdmiseksi naytteists
valmistettiin 1:15 000 ja 1:30 000 laimennokset BSA-liuokseen kolmena rinnakkaisena.
Méaaritykset suoritettiin TY:n Hammaslaaketieteen laitoksen syljelle kaytetyn totaali IgA

ELISA-maarityksen ohjeen mukaisesti (2.2.2 ensimmainen maaritys).
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2.4 HPV16 spesifisen vasta-ainemaarityksen optimointi
2.4.1 96-kuoppalevyn paillystys antigeenilld ja maitonaytteiden laimentaminen

Maaritysta lahdettiin  pystyttdmaan tutustumalla kirjallisuuteen ja aikaisempiin
tutkimuksiin (Juncker ja muut 2021; Labayo ja muut 2020; Lechosa-Mufiz ja muut
2021; Longueira ja muut 2022; Studentsov ja muut 2002; van Keulen ja muut 2021).
Optimointivaiheeseen valittiin  didinmaitonaytteitd sekd HPV16-negatiivisilta, etta
HPV16-positiivisilta luovuttajilta. Valinnat tehtiin maidon HPV16 DNA:n ja seerumin

HPV-statuksen mukaan.

96-kuoppalevyjen paallystyksen optimointi aloitettin  paallystamalla kaksi 96-
kuoppalevya kolmella eri antigeenipitoisuudella: 0,25; 0,5 ja 1,0 pg/ml (taulukko 1).
Antigeenind kaytettin HPV16L1 proteiinia (MBS144115, Recombinant Human
Papillomavirus 16, MyBioSource) ja laimennokset valmistettiin PBS-liuokseen (pH 7.4).
Osa levyn kupista jatettiin paallystamatta. Levyt vietiin inkuboitumaan yon yli + 4 °C

kylmahuoneeseen.

Levyt pestiin 5 x PBST-liuoksella (pH 7.4). Kuopissa jaljella ollut vapaa kiinnittymispinta
peitettiin, eli blokattiin, lisdamallda kuoppiin maito (5 %, rasvaton maitojauhe, Valio)
/PBS (pH 7.4) -puskuria. Levyja inkuboitiin tunti huoneenlammaéssa. Levyt pestiin kuten
edella, minka jalkeen toisen levyn kuoppiin lisattin kolmen naytteen laimennokset
valmistettuna PBS-liuokseen kolmena eri laimennoksena: laimentamaton; 1:3 ja 1:9.
Taustan mittaamiseksi kuoppiin pipetoitin BSA-liuosta naytteen sijaan. Toinen levy
toimi paallystyksen kontrollina ja sen kuoppiin lisattin HPV16 L1 vasta-ainetta
(CAMVIR-1, sc-47699, mouse monoclonal 1gG2s, Santa Cruz Biotechnology)
laimennettuna PBS-liuokseen 1:2000 kahtena rinnakkaisena. Molempia levyja

inkuboitiin huoneenlammossa kaksi tuntia.

Levyt pestiin kuten edelld, minka jalkeen naytekuoppiin lisattiin anti-lgA reagenssia
(Rabbit anti-Human IgA, Dako P0216) laimennettuna 1:3000 PBS-liuokseen.
Kontrollilevyn kuoppiin lisattiin anti-mouse sekundaarivasta-ainetta (Jackson’s lab, anti-
mouse secondary antibody) 1:2000 laimennoksena laimennettuna PBS-liuokseen.

Levyja inkuboitiin tunti huoneenlammaossa.

Levyt pestiin kuten edelld. Levyjen kuoppiin lisattin phenylendiamiinia (0,4 mg/ml)
fosfaatti-sitraattipuskurissa (0,1 M, pH 5.0), johon oli lisattyna H>O. (0,002 %).

Naytelevya inkuboitiin 15 minuuttia ja kontrollilevyd 10 minuuttia huoneenlammdssa.
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Reaktio pysaytettiin lisdamalla kuoppiin HCl-liuosta (2,0 M). Naytteiden absorbanssit

mitattiin 495 nm kayttaen Multiskan-laitetta.

2.4.2 Blokkauspuskurien vertailu ja naytteiden inkubointiaika

Kaksi kuoppalevya paallystettin samalla tavalla kuin kohdassa 2.4.1. Maaritysta
jatkettiin  kohdan 2.4.1 mukaisesti, lukuun ottamatta kuoppien blokkausta, mika
suoritettiin toisella levylla kayttden maito/PBS-puskuria ja toisella BSA (3 %)/PBS (pH
7.4) —puskuria (taulukko 1). Viidestd aidinmaitonaytteesta valmistettin  molemmille
levyille laimentamaton ja 1:3 laimennokset maaritysta varten. Edellisestd maarityksesta
poiketen, naytteitd inkuboitiin kuopissa yon yli + 4 °C. Maaritys suoritettiin loppuun
samalla tavalla kuin kohdassa 2.4.1, mutta phenylendiamiinin lisdyksen jalkeen varin

annettiin kehittya 30 minuuttia ennen reaktion pysayttamista.

2.4.3 Pesujen optimointi ja naytteiden sakkaamisen estaminen

Kuoppalevy valmistettiin kohdan 2.4.1 mukaisesti kayttden antigeenipitoisuuksia 0,5 ja
1,0 pg/ml. Kuopat blokattiin kayttamalla BSA/PBS-puskuria. Maaritysta jatkettiin
kohdan 2.4.1 mukaan, mutta naytteista valmistettiin laimentamaton ja 1:3 laimennokset
ja naytteitd inkuboitin yon yli + 4 °C. Naytteiden yon yli inkubaation jalkeisessa
pesuvaiheessa levy vietiin ravistelijaan kahdeksi minuutiksi pesujen valilla (taulukko 1)
ja phenylendiamiinin lisdyksen jalkeen varin annettiin kehittyd 30 minuuttia ennen

reaktion pysayttamista.

2.4.4 Aidinmaitonaytteiden tausta

Tata maaritysta varten kuoppalevya ei paallystetty antigeenilla, vaan maaritys aloitettiin
pesemalld levy 5 x PBST-liuoksella (pH 7.4). Puolet levyn kuopista blokattiin
kayttamalla BSA/PBS (pH 6.8) -puskuria ja loput kayttamalla BSA/PBST (pH 6.8) —
puskuria (taulukko 1). Levya inkuboitiin tunti huoneenlammdssa, minka jalkeen levy
pestiin 5 x PBST-liuoksella (pH 6.8). Kaikki pesut suoritettiin talla liuoksella tasta

eteenpain.

Aidinmaitonaytteistd  valmistettin ~ 1:2  laimennokset kahtena rinnakkaisena.
Laimennokset valmistettiin molempiin blokkauspuskureihin. Levy vietiin inkuboitumaan
yon yli + 4 °C. Levy pestiin kuten edelld, mutta pesujen valissa levy vietiin kahdeksi
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minuutiksi ravistelijaan. Naytekuoppiin lisattin anti-IgA reagenssia laimennettuna
blokkauspuskureihin 1:3000 laimennoksena. Levya inkuboitiin tunti huoneenlammadssa.
Levy pestiin kuten edelld ilman ravisteluja. Kuoppiin lisattiin phenylendiamiinia fosfaatti-
sitraattipuskurissa, johon oli lisattyna H2O,. Levya inkuboitin huoneenlammdssa 30
minuuttia, minka jalkeen reaktio pysaytettiin lisdamalla kuoppiin HCI-liuosta. Naytteiden

absorbanssit mitattiin 492 nm kayttden Multiskan-laitetta.

2.4.5 Blokkauspuskurin vaikutus naytteiden vasteisiin eri paallystyspitoisuuksilla

Kuoppalevy paallystettiin antigeenipitoisuuksilla 0,5 ja 1,0. Maaritys suoritettiin kohdan
2.4.4 mukaisesti. Kuoppien blokkauksessa kaytettin BSA/PBST (pH 6.8) -puskuria.
Naytteet lisattin  kuoppiin laimentamattomina ja 1:3 Ilaimennoksina. Yhdesta
maitonaytteesta valmistettiin ylimaaraiset laimennokset, joiden naytekuoppiin ei lisatty

anti-lgA reagenssia vaan pelkastaan blokkauspuskuria.

2.4.6 HPV16L1 rekombinanttiproteiinien vertailu kuoppalevyn paallystyksessa

Kuoppalevy  paallystyksessd antigeenind  kaytettin  kahta eri HPV16L1
rekombinanttiproteiinia. Toinen rekombinanttiproteiini oli edellisissd maarityksissa
kaytetty MyBioSource antigeeni ja toinen Recombinant HPV16 L1 protein (ab119880,
Abcam). Antigeeneista kaytettiin 1,0 pg/ml pitoisuutta kuoppalevyn paallystdmisessa ja
laimennokset valmistettin PBS-liuokseen (pH 7.4). Levyn kuopista osa jatettiin

paallystamatta ja naihin kuoppiin lisattiin pelkastadan PBS-liuosta.

Maaritys suoritettin  loppuun samalla tavalla kuin kohdassa 2.4.4, mutta
blokkauspuskurina kaytettiin BSA/PBST-puskuria.

247 HPV16L1 rekombinanttiproteiinin toimivuuden varmistaminen eri

paallystyspitoisuuksilla

Maaritys suoritettiin kohdan 2.4.4 mukaisesti, mutta kuoppalevy paallystettin Abcam
Recombinant HPV16 L1 proteiinilla. Kuopat paallystettin 0,5 ja 1,0 pg/ml
antigeenipitoisuuksilla laimennettuna PBS-liuokseen (pH 7.4). Levyn kuopista osa

jatettiin paallystamatta. Blokkauspuskurina kaytettiin BSA/PBST-puskuria.
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Taulukko 1: HPV16 spesifisen ELISA-mddirityksen optimoinnin vaiheet. Optimointivaiheen mddrityksissd kdytetyt
reagenssit ja inkubaatio-olosuhteet.

Maaritys | Antigeeni Blokkaus- Laimennos- Nayte- Sitoutumisaika Pesu-
HPV16L1 Konsentraatio puskuri puskuri laimennokset | ja -lampétila puskuri
tyyppi (ng/ml)

241 Denaturoitu 0,25 5 % maito / PBS, 1:1 2hRT PBST,

0,5 PBS,pH 7.4 pH 7.4 1:3 pH7.4
1,0 1:9
24.2 Denaturoitu 0,25 5 % maito / PBS, 1:1 2hRT PBST,
0,5 PBS, pH 7.4; pH 7.4 1:3 pH7.4
1,0 3%BSA/
PBS, pH 7.4
243 Denaturoitu 0,5 3% BSA/ PBS, 1:1 on+4°C* PBST, pH
1,0 PBS,pH 7.4 pH7.4 1:3 7.4 + 2 min
ravistelu
24.4 - - 3 % BSA/ Blokkaus- 1:2 on+4°C* PBST, pH
PBS, pH 6.8; puskuri 6.8 + 2 min
3 % BSA/ ravistelu
PBST, pH 6.8
245 Denaturoitu 0,5 3% BSA/ Blokkaus- 1:1 oln+4°C* PBST, pH
1,0 PBST, pH 6.8 puskuri 1:3 6.8 + 2 min
ravistelu

2.4.6 Denaturoitu 1,0 3% BSA/ Blokkaus- 1:2 on+4°C* PBST, pH
Natiivi PBST, pH 6.8 puskuri 6.8 + 2 min

ravistelu

247 Natiivi 0,5 3%BSA/ Blokkaus- 1:2 on+4°C* PBST, pH

1,0 PBST, pH 6.8 puskuri 6.8 + 2 min
ravistelu

2.5 HPV16 spesifinen vasta-ainemaaritys
2.5.1 96-kuoppalevyn valmistaminen

Kuoppalevyn paallystyksessa antigeenina kaytettin HPV16L1 rekombinanttiproteiinia
(Abcam, ab119880). Kuoppiin lisattiin antigeenia 1,0 pg/ml laimennettuna PBS-
liuokseen (pH 7.4). Antigeenin lisdyksen jalkeen, levya inkuboitiin yon yli + 4 °C. Levy
pestin 5 x PBST-liuoksella (pH 7.4). Levyn kuopat blokattiin lisddmalla kuoppiin
BSA/PBST (pH 6.8) -puskuria. Levya inkuboitiin tunti huoneenlammadssa.

Naytteiden taustojen mittaamista varten valmistetun toisen kuoppalevyn kuoppia ei

paallystetty antigeenilla.
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2.5.2 HPV16 spesifinen vasta-ainemaaritys didinmaidosta

HPV16L1 rekombinanttiproteiinilla paallystetty 96-kuoppalevy pestin 5 x PBST-
liuoksella (pH 6.8). Aidinmaitonaytteistd valmistettin 1:2 laimennokset kahtena
rinnakkaisena blokkauspuskuriin. Naytteiden lisdyksen jalkeen levya inkuboitiin yén yli
+4 °C.

Levy pestiin kuten edelld, mutta pesujen valilld levy vietiin ravistelijaan kahdeksi
minuutiksi. Kuoppiin lisattiin anti-IgA reagenssia 1:3000 laimennoksena valmistettuna
blokkauspuskuriin. Levya inkuboitiin tunti huoneenlammadssa. Levy pestiin kuten edella,
ilman ravistelua. Levyn kuoppiin lisattin phenylendiamiinia (0,4 mg/ml) fosfaatti-
sitraattipuskurissa (0,1 M, pH 5.0), johon oli lisattyna H>O- (0,002 %). Levya inkuboitiin
huoneenldammaossa 30 minuuttia. Reaktio pysaytettiin lisaamalla kuoppiin HCl-liuosta

(2,0 M). Naytteiden absorbanssit mitattiin 495 nm kayttaden Multiskan-laitetta.

Naytteista, jotka sisalsivat huomattavasti enemman vasta-aineita ja joiden tausta oli yli
1,0, valmistettiin suuremmat laimennokset (1:5; 1:10; 1:20; 1:40 ja 1:80) ja naytteiden

absorbanssit maaritettiin uudelleen.

2.6 Tilastolliset analyysit

Tilastolliset analyysit suoritettiin kayttamalla IBM SPSS Statistics -ohjelman versiota 28.
Vertailtavien muuttujien valilla tilastollisesti merkitsevyyden raja-arvona kaytettiin p-

arvoa < 0,05.

Mann-Whitney U-testid kaytettin kahden riippumattoman otosryhméan keskiarvojen
valisen eron merkitsevyyden maarittdmiseen, kun otokset eivat olleet normaalisti

jakautuneita

Kruskal-Wallis testia eli yksisuuntaista varianssianalyysia kaytettin kolmen tai
useamman riippumattoman otosryhman keskiarvojen valisten erojen merkitsevyyksien

maarittdmiseen, kun otokset eivat olleet normaalisti jakautuneita.

Jonckheere-Terpstra testid kaytettin  kolmen tai useamman riippumattoman
otosryhman mediaanien valisten erojen merkitsevyyksien maarittdmiseen, kun

otosryhmat voitiin jarjestaa luonnolliseen suurusjarjestykseen.

Spearmanin korrelaatiokerrointa kaytettiin kahden muuttujan valisen korrelaation

mittaamiseen, kun muuttujat eivat olleet normaalisti jakautuneita.
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3 Tulokset

3.1 Totaali IgA vasta-ainemaarityksen optimoiminen
3.1.1 Ensimmainen maaritys, maitonaytteiden laimentaminen

Rinnakkaisten naytteiden absorbansseista laskettiin keskiarvot, joita verrattiin
maarityksessa valmistettuun standardisuoraan (4,54-68,1 ng/ml). Standardisuoran
absorbanssit olivat valiltd 0,158-0,819 mitattuna 492 nm. Valmistettu suora ei ollut
ensimmaisessa maarityksessa taysin lineaarinen. Naytteiden absorbansseja,
standardisuoran yhtal6éa ja naytteiden laimennoskertoimia kaytettiin alkuperaisten

naytteiden totaali IgA pitoisuuksien laskemiseen (taulukko 3).

1:100 000 laimennoksilla mitatut absorbanssit olivat liian matalia kaikilla kolmella
naytteelld (taulukko 2). Naytteiden 1 ja 2 absorbanssit jaivat kokonaan standardisuoran
alapuolelle ja naytteen 3 absorbanssi sijoittui aivan suoran alkupdahan. Nailla
laimennoksilla ei siis pystytty maarittdmaan alkuperaisten naytteiden IgA maaria

luotettavasti (taulukko 3).

1:50 000 laimennoksilla absorbanssit osuivat suoran alkupdahan ja naytteille
onnistuttin maarittamaan IgA pitoisuudet. Tama laimennos ei kuitenkaan ollut
ideaalinen tulevia maarityksia varten, silla vasta-aineiden pitoisuudet aidinmaidossa
ovat hyvin yksilolliset. Mikali lopuissa maitonaytteissa olisi suurta hajontaa vasta-

aineiden maarissa, jotkin naytteet voisivat jdada suoran lineaarisen osan ulkopuolelle.

1:10 000 laimennoksilla absorbanssit osuivat kaikilla naytteilld suoran keskivaiheille.

Maarityksen optimointia jatkettiin talla laimennoksella.

3.1.2 Toinen maaritys, inkubaatio-olosuhteiden optimointi

1. levyn naytteiden absorbanssit maaritettin  kayttdmallda samaa ohjetta kuin
ensimmaisessd maarityksessa. 2. levyn naytteitd inkuboitiin + 37 °C lampodkaapissa
naytteiden lisdyksen jalkeen. Standardisuoran absorbanssit olivat 1. levylla valilla
0,182-0,777 ja 2. levyllda 0,103-0,780. Lampdtilanmuutos ei suuresti vaikuttanut
standardien absorbansseihin, mutta silld oli selked vaikutus naytteistd saataviin
vasteisiin (taulukko 2). 2. levyn naytteiden vasta-ainepitoisuudet jaivat huomattavasti
pienemmiksi kuin 1. levyn. Lampdtilaero aiheutti 100-200 pg/ml eron 1. ja 2. levyn

naytteiden tuloksissa (taulukko 3).
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3. levyn naytteitd inkuboitiin yon yli + 4 °C ja tdma nosti sekd standardien (0,195-
0,918), ettd naytteiden antamaa vastetta (taulukko 2). Maarityksen herkkyys ei
kuitenkaan parantunut merkittavasti 1. levyyn nahden (taulukko 3), minkad vuoksi
maarityksia paatettiin jatkaa 1. levyn ohjeella eli naytteitd tullaan inkuboimaan kaksi

tuntia huoneenlammossa.

1:5 000 laimennos ei ollut riittava, jotta se tulisi toimimaan lopullisessa maarityksessa.
Kahden optimoinnissa kaytetyn naytteen absorbanssit osuivat standardisuoran
keskivaiheelle tai sen loppupaahan. Yksi ndyte nayttda kuitenkin sisaltavan 200-300

Mg/ml enemman IgA vasta-aineita ja talla laimennoksella se ei enaa osunut suoralle.

1:10 000 laimennoksella kaikkien naytteiden absorbanssit osuivat standardisuoralle,
mutta 1:20 000 laimennoksella naytteet saatiin paremmin kohdennettua suoran

keskivaiheelle.

Tassad maarityksessa valmistetut standardisuorat olivat lineaarisia, toisin kuin
ensimmaisessa maarityksessa. Suoran yhtaldéa kaytettin maitonaytteiden totaali IgA
pitoisuuksien laskemiseen ja koska naissd kahdessa ensimmaisessd maarityksessa
suoran yhtalét olivat erilaiset, tdma johti selkeisiin eroihin totaali IgA pitoisuuksissa
(taulukko 3). Ero on huomattavissa molemmissa maarityksissa kaytetyn 1:10 000
laimennoksen totaali IgA tuloksissa. Huoneenldammdssa inkuboitujen levyjen ELISA-

maaritykset suoritettiin samalla tavalla molemmissa maarityksissa.

3.1.3 Kolmas maaritys, laimennosten optimointi ja naytteiden sailyvyyden

testaus

Olosuhteiden testausta jatkettin 1:15 000 ja 1:30 000 laimennoksilla ja maaritys
suoritettin  ensimmaisen maarityksen ohjeen mukaisesti. Tassa tutkimuksessa
kaytettyja aidinmaitonaytteitd on jo aikaisemmin kaytetty tutkimuksissa, minka vuoksi
osasta maitonaytteista oli saatavilla jo aikaisemmin eristettyja supernatantteja, joita oli
sailytetty - 70 °C pakastimessa. Naistd supernatanteista valmistettiin rinnakkaiset
laimennokset maaritysta varten, jotta voitiin selvittaa, vaikuttaako maidon rasva vasta-
aineiden sailymiseen tai niiden kayttaytymiseen maarityksissd pitkdn pakastuksen

jalkeen.

1:15 000 ja 1:30 000 Ilaimennoksilla naytteiden absorbanssit osuivat hyvin
standardisuoralle (0,140-0,770; taulukko 2) mink& johdosta lopun aineiston totaali IgA

vasta-ainemaaritykset paatettiin suorittaa kayttaen naita kahta laimennosta.
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Vanhojen ja uusien supernatanttien valilla ei ollut merkittdvan suuria eroja
absorbansseissa, mutta kahdessa vanhassa supernatantissa oli havaittavissa
maitorasvan jaamia ennen laimennoksien valmistamista. Maitorasvan esiintyminen
naytteissa on kuitenkin mahdollinen maarityksen tuloksia hairitseva tekija, mika voisi

vaikuttaa tuloksiin.

Taulukko 2: ELISA mddrityksen olosuhteiden optimointi: totaali IgA absorbanssit. Taulukossa on ilmoitettu kolmen
rinnakkaisen ndytteen keskiarvo.

Inkubaatio- | Huoneenldampd6 2 h Lampokaappi +37°C, | Kylmdhuone +4°C,
olosuhteet 2h o/n
Nayte 1 ‘2 ‘3 1 ‘2 ‘3 1 ‘2 ‘3
Laimennos | Absorbanssi (492 nm)
Ensimmainen 1:10 000 0,425 | 0,534 | 0,451
madritys 1:50000 | 0,163 | 0,197 | 0,181
1:100 000 0,138 | 0,149 | 0,172
Tausta BSA 0,090
Standardisuora 0,158-0,819
Toinen 1:5 000 0,619 | 0,996 | 0,759 | 0,513 | 0,944 | 0,649 | 0,855 | 1,167 | 0,992
madritys 1:10 000 0,393 | 0,665 | 0,492 | 0,297 | 0,596 | 0,357 | 0,566 | 0,917 | 0,709
1:20 000 0,257 | 0,407 | 0,300 | 0,193 | 0,318 | 0,243 | 0,361 | 0,594 | 0,416
Tausta BSA 0,122 0,070 0,089
Standardisuora 0,182-0,777 0,103-0,780 0,195-0,918
Kolmas 1:15 000 0,320 | 0,444 | 0,341
madritys 1:30 000 | 0,207 | 0,283 | 0,218
Tausta BSA 0,066
Standardisuora 0,140-0,770

Taulukko 3: ELISA mddrityksen olosuhteiden optimointi: totaali IgA pitoisuudet. Taulukossa on ilmoitettu kolmen
rinnakkaisen néytteen keskiarvo.

Inkubaatio- | Huoneenlampo6 2 h Lampokaappi + 37 | Kylmdhuone + 4 °C,
olosuhteet ‘C,2h o/n
Nayte 1 ‘ 2 ‘ 3 1 ‘ 2 ‘ 3 1 ‘ 2 | 3

Laimennos | Totaali IgA (ug/ml)

Ensimmainen 1:10 000 218 326 241

maaritys 1.50000 | 238 | 327 | 284

1100000 |- - 816
Toinen 1:5 000 270 | - 331 217 |- 286 | 290 |- -
madritys

1:10 000 311 587 413 209 518 272 252 664 394

1:20 000 330 650 424 189 462 301 226 553 288

Kolmas 1:15 000 345 537 378

eI 1:30 000 338 | 574 | 373
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3.2 Totaali IgA vasta-ainemaaritykset

Aidinmaitonaytteiden totaali IgA vasta-ainepitoisuudet maaritettin kayttden TY:n
Hammaslaaketieteen laitoksen syljen totaali IgA ELISA-maarityksen ohjetta.
Olosuhteiden testaamisessa saatujen tulosten perusteella tulimme siihen tulokseen,
ettd alun perin syljelle suunniteltu ELISA-maaritys toimi parhaiten sellaisenaan myés

maitonaytteiden IgA vasta-ainepitoisuuksien maarittamisessa.

Maitonaytteista valmistettiin 1:15 000 ja 1:30 000 laimennokset. Maidon vasta-aineet
ovat vahvasti yksiloriippuvaisia, minkd vuoksi niiden pitoisuuksissa saattaa esiintya
suurtakin vaihtelua eri henkildiden valilla. Kayttamalla kahta eri laimennosta vasta-
ainemaarityksissa, pyrimme varmistamaan, ettd edes toinen laimennoksista osuisi

jokaisen maarityksen yhteydessa valmistetulle standardisuoralle.

Muutamien aidinmaitonaytteiden IgA pitoisuudet olivat huomattavasti korkeammat ja
naistd naytteistd jouduttiin valmistamaan suuremmat laimennokset totaali IgA
pitoisuuksien maarittamiseksi. Jos rinnakkaisten naytteiden absorbanssien erot olivat

>20 %, maaritys toistettiin samoilla laimennoksilla.

Tutkittujen aidinmaitonaytteiden keskimaarainen IgA pitoisuus oli 687 pg/ml ja
vaihteluvali oli 100,90-13190 ug/ml. Tutkituissa aidinmaitonaytteissa oli kuitenkin kaksi
tapausta, jotka sisalsivat huomattavasti enemman IgA vasta-aineita, kuin muut. Naiden
kahden poikkeavan maitonaytteen totaali IgA pitoisuudet olivat 10 850 ja 13 190 pg/ml.
llman naita kahta poikkeavaa naytetta, aineiston laskettu keskiarvo totaali IgA vasta-
aineille oli 460 pg/ml (kuva 3) ja vaihteluvali 100,90-1137 pg/ml. Koska nama kaksi
muista poikkeavaa maitonadytetta aiheuttivat suuren eron laskettujen keskiarvojen ja
vaihteluvalien valille, ne paatettiin jattdd pois keskiarvosta ja tulevista analyyseista.

Naita kahta naytetta tullaan tarkastelemaan erillising itsenaisina tapauksia.
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Aidinmaidon IgA vasta-aineet
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Kuva 3: Aidinmaitondytteiden totaali IgA pitoisuudet ug/ml (n=99). Kuvaajasta puuttuu kahden néytteen totaali IgA
pitoisuudet. Ndmd maitondytteet sisdlsiviit huomattavasti enemmdén (>10 000 ug/ml) IgA vasta-aineita kuin muut,
minké vuoksi ne on jétetty pois keskiarvosta ja kuvaajasta.

3.3 HPV16 spesifisen vasta-ainemaarityksen optimointi
3.3.1 96-kuoppalevyn paillystys antigeenillad ja maitonaytteiden laimentaminen

HPV16 spesifisen ELISA maarityksen testaaminen aloitettiin paallystamalla kuoppalevy
neljallda eri HPV16 L1 proteiinipitoisuudella. Maaritystd varten valmistettiin kaksi
kuoppalevya, joista toiseen lisattiin naytteet ja toiseen L1 proteiinille spesifistd vasta-
ainetta. L1 vasta-aineella seurattin pa&allystyksen onnistumista tarkkailemalla

antigeenin eli HPV16 L1 proteiinin tarttumista kuoppiin.

Kontrollilevylla, johon oli naytteiden sijaan lisatty L1 vasta-ainetta, absorbanssit olivat
suoraan verrannollisia paallystyspitoisuuden kanssa (taulukko 4). Tama tulos varmisti
sen, ettd paallystdmisessd kaytetty HPV16 L1 rekombinanttiproteiini todella tarttuu

kuopan pohjaan ja soveltuu kaytettavaksi tdssd maarityksessa.

Taulukko 4: MyBioSource HPV16L1 proteiinin kdytén toimivuuden testaaminen kuoppalevyn kuoppien
pddillystyksessd eri antigeenipitoisuuksilla.

Antigeenin paallystyspitoisuus (pg/ml) | O 0,25 |05 1,0

Absorbanssi (492 nm) 0,041 | 0,454 | 0,766 | 1,246
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Menetelman ja paallystyksen optimoinnissa pyrittiin kayttamaan seka HPV-positiivisia
ettd -negatiivisia maitonaytteitd. Ensimmaiseen maaritykseen valittiin naytteet maidon
sisaltdman HPV16 DNA:n tai didin seerumin HPV-statuksen mukaan samassa kahden
kuukauden aikapisteessa. Naytteet pyrittiin valitsemaan niin, ettd seka maidon, etta
seerumin HPV-statukset olivat molemmat joko positiiviset tai negatiiviset. Tiedot
naytteiden HPV-statuksista saatiin aikaisemmista tutkimustuloksista. Optimoinnissa
haluttin kayttaa naytteita, jotka sisaltaisivat seka paljon ettd vahan HPV16 vasta-

aineita.

Maarityksessa kaytetyt maitonaytteet antoivat toisistaan selkeasti eroavat tulokset,
mutta mitatuilla absorbansseilla ei nayttdnyt olevan selkeda eroa eri
paallystyspitoisuuksien valilla (taulukko 5). Jokaisen naytteen ja kaikkien kolmen
laimennoksen kohdalla, paallystamattdmat kuopat antoivat yhtd voimakkaan vasteen
kuin antigeenilla paallystetyt kuopat. Paallystamattomat kuopat antoivat selkeasti
suuremman vasteen kuin taustan mittaamiseen tarkoitetut kuopat, joihin oli naytteiden

sijaan lisatty pelkastdan BSA-liuosta.

1:9 laimennoksella valmistetut naytteet antoivat lilan matalia vasteita, minka vuoksi

optimointia paatettiin jatkaa kayttaen vain laimentamatonta ja 1.3 laimennosta.

Taulukko 5: Ensimmdisen optimointivaiheen absorbanssit HPV16 vasta-aineelle. Antigeenin eri pitoisuuksien
soveltuminen kuoppalevyn pddllystykseen ja ndytteiden eri laimennoksien testaus.

Antigeenin paallystyspitoisuus | 0 0,25 0,5 1,0
(ng/mi)
laimentamaton 0,569 0,571 0,602 0,576
Nayte1 | 1:3 0,227 0,232 0,243 0,210
1:9 0,117 0,117 0,117 0,113
laimentamaton 0,098 0,097 0,102 0,112
Nayte2 | 1:3 0,058 0,061 0,060 0,065
1:9 0,051 0,047 0,056 0,057
laimentamaton 0,064 0,069 0,084 0,111
Nayte 3 | 1:3 0,070 0,078 0,085 0,096
1:9 0,055 0,062 0,060 0,069
Tausta BSA 0,037 0,039 0,037 0,041
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3.3.2 Blokkauspuskuri ja naytteiden inkubointiaika

Menetelman optimointia jatkettin testaamalla kahta eri blokkausliuosta seka
vaihtamalla naytteiden inkubaatioaika kahdesta tunnista huoneenlammaossa, yon yli + 4
°C inkubaatioon. Nailld muutoksilla pyrittin laskemaan naytteiden aiheuttamaa hyvin

korkeaa taustaa ja nostamaan naytteiden antamaa signaalia.

Kayttamalla kahta blokkausliuosta, maito ja BSA pohjaista, saatiin osan naytteiden
tuloksiin selkeita eroavaisuuksia (taulukko 6). Noin puolessa naytteistd maito ja BSA
blokkauksien valilla ei ollut merkittdvia eroja, mutta lopuilla naytteilla oli havaittavissa
selkeita eroja naytteiden antamissa taustoissa seka eri paallystyspitoisuuksien valilla.
Maidolla blokattujen kuoppien naytteet antoivat keskimaarin suuremman vasteen kuin
BSA:lla  blokattujen  kuoppien. Kuitenkin  maidolla  blokattujen  kuoppien
paallystamattomat kuopat antoivat lahes yhtd korkeat vasteet kuin antigeenilla
paallystetyt. BSA:lla blokattujen kuoppien naytteet antoivat maitoblokkaukseen
verrattuna matalampia vasteita, mutta signaalien ja taustojen valinen ero jai joissakin
naytteissa selvasti suuremmaksi. Naytteiden korkeat taustat viittaisivat siihen, etta jokin
naytteissa saattaa saostua kuoppien pohjalle ja aiheuttaa taustan nousua. Koska BSA-
blokkauksella taustat saatiin laskemaan hieman ja signaalien ja taustojen valiset erot
olivat suuremmat suhteessa maitoblokkaukseen, paatimme jatkaa menetelman

optimointia kayttaen 3 % BSA/PBS-puskuria levyjen valmistuksessa.

Inkubaatioajan pidentdminen auttoi nostamaan naytteiden antamaa vastetta, minka
vuoksi optimointia jatkettiin naytteiden yoén yli inkuboinnilla. Levyn 0,25 pg/ml paallystys

jatettiin pois tulevista maarityksista matalan vasteen vuoksi.
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Taulukko 6: Toisen optimointivaiheen absorbanssit HPV16 vasta-aineelle. Mddrityksessd vertailtiin 5 % maito/PBS,
pH 7.4 ja 3 % BSA/PBS, pH 7.4 blokkauspuskurin vaikutusta ndytteiden vasteisiin.

Antigeenin paallystyspitoisuus (pg/ml) 0 0,25 0,5 1,0
laimentamaton 0,067 0,070 0,083 0,100
BSA
1:3 0,069 0,072 0,079 0,088
Nayte 2
laimentamaton 0,218 0,218 0,226 0,241
Maito
1:3 0,092 0,095 0,134 0,098
laimentamaton 0,151 0,146 0,139 0,182
BSA
1:3 0,277 0,234 0,236 0,287
Nayte 3
laimentamaton 0,116 0,137 0,149 0,179
Maito
1:3 0,150 0,167 0,160 0,221
laimentamaton 0,039 0,094 0,145 0,137
BSA
1:3 0,149 0,142 0,163 0,181
Nayte 4
laimentamaton 0,038 0,649 0,682 0,332
Maito
1:3 0,315 0,280 0,287 0,314
laimentamaton 0,228 0,287 0,267 0,571
BSA
1:3 0,332 0,397 0,336 0,558
Nayte 5
laimentamaton 0,242 0,317 0,341 0,556
Maito
1:3 0,255 0,280 0,317 0,397
laimentamaton 0,087 0,109 0,156 0,194
BSA
1:3 0,087 0,108 0,130 0,153
Néyte 6
laimentamaton 0,079 0,112 0,139 0,195
Maito
1:3 0,071 0,084 0,107 0,121
BSA BSA 0,038 0,044 0,050 0,042
Tausta
Maito BSA 0,040 0,038 0,039 0,039

3.3.3 Pesujen optimointi ndytteiden sakkaamisen estamiseksi

Naytteiden aiheuttama suuri tausta saattaa johtua maitonaytteiden saostumisesta
kuoppien pohjaan. Saostumista ei kuitenkaan ole ollut silminndhden havaittavissa
maitonaytteiden supernatanteissa tai naytekaivoissa naytteen lisdyksen jalkeen. ELISA
menetelman optimoinnin seuraavassa vaiheessa lisasimme kahden minuutin ravistelun
naytteiden inkubaation jalkeiseen pesuvaiheeseen. Levyn ravistelu pesujen valissa
auttoi osalla naytteista laskemaan taustaa antigeenilla paallystettyjen kuoppien vasteita
matalammalle tasolle (taulukko 7). Naiden naytteiden taustat jaivat silti huomattavasti

korkeammiksi kuin nollanaytteena toimineen BSA-liuoksen.
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Taulukko 7: Kolmannen optimointivaiheen absorbanssit HPV16 vasta-aineelle. Ndytteiden inkubaation jélkeiseen
pesuvaiheeseen lisdttiin kahden minuutin ravistelu korkean taustan laskemiseksi.

Antigeenin paallystyspitoisuus | 0 0,5 1,0
(ng/ml)
laimentamaton 0,277 0,313 0,446
Nayte 5
1:3 0,298 0,526 0,513
laimentamaton 0,163 0,206 0,287
Nayte 7
1:3 0,287 0,289 0,299
laimentamaton 0,361 0,566 0,317
Nayte 8
1:3 0,673 0,702 0,891
Tausta BSA 0,043 0,039 0,039

3.3.4 Aidinmaitoniytteiden tausta

Seuraavassa maarityksessa pyrimme keskittymaan ainoastaan aidinmaitonaytteiden
aiheuttamaan taustaan, joka osoittautui suurimmaksi ongelmaksi tahanastisissa
maarityksissa. Tassa maarityksessa kaytimme paallystamatonta 96-kuoppalevya.
Paatimme laskea pesuissa ja blokkauksessa kaytettavan PBS-liuoksen pH:ta
(Studentsov ja muut 2002) ja vertasimme kahta eri blokkauspuskuria suhteessa

naytteiden aiheuttamaan taustaan.

Blokkauspuskurin pH:ta muuttamalla saimme naytteiden taustat laskemaan selvasti
edellisiin maarityksiin verrattuna (taulukko 7 ja 8) ja lisddamalla puskuriin Tween20:13,
naytteiden taustat laskivat 1ahes samalle tasolle nollanaytteiden kanssa (taulukko 8).
Maarityksia jatkettiin  kayttamalla pH 6.8 PBS-liuosta pohjana pesuissa ja

blokkauksessa. Lisdksi blokkauspuskurissa paatettiin kayttaa Tween20:ta.

Taulukko 8: Neljidnnen optimointivaiheen absorbanssit. TyGssd vertailtiin kahden eri blokkauspuskurin vaikutusta
ndytteiden aiheuttamiin taustoihin.

Blokkauspuskuri Nayte 7 Nayte 8 Tausta
PBS pH 6.8 0,153 0,124 0,038
PBS pH 6.8, jossa Tween20 0,038 0,058 0,038
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3.3.5 Blokkauspuskurin vaikutus naytteiden vasteisiin eri paallystyspitoisuuksilla

Seuraavassa maarityksessa tarkastimme, ettd happamampi PBS-liuos ei vaikuta
negatiivisesti maitonaytteiden antamiin vasteisiin. Happamamman PBS-liuoksen
vaikutusta levyn paallystyksessa kaytettdvaan antigeeniin ei lahdetty erikseen
selvittdmaan, minka vuoksi maarityksissa jatkettiin pH 7.4 PBS-liuoksen kayttoa ennen

blokkausta olevissa laimennoksissa ja pesuissa.

Naytteiden taustat pysyivat [8helld nollanaytteen antamaa vastetta ja eri
paallystyspitoisuuksien valilla oli kaikilla naytteillda huomattavissa signaalin kasvua
samassa suhteessa paallystyspitoisuuden kasvuun (taulukko 9). Pelkan maitonaytteen
aiheuttaman taustan selvittamiseksi yhdestd naytteestd valmistettiin ylimaaraiset
laimennokset, joihin ei lisatty anti-IgA reagenssia. Suurin osa naytteiden aiheuttamasta
taustasta nayttaisi olevan peraisin maitonaytteesta eikd esimerkiksi mydhemmin
kuoppiin lisattavasta anti-lgA reagenssista. Pelkan maitonaytteen antama vaste ol
lahes sama kuin nollanaytteena toimineen BSA:n, kun taas anti-lgA-maitonaytteen
vaste oli tassa maarityksessa hieman korkeampi. Edellisessd maarityksessa (taulukko
8) saman naytteen tausta jai kuitenkin samalle tasolle kuin ilman anti-IgA reagenssia

mitattu tausta tassa maarityksessa.

Taulukko 9: Viidennen optimointivaiheen absorbanssit HPV16 vasta-aineelle. Ndytteiden antamat vasteet kasvoivat
samassa suhteessa antigeenin pddillystyspitoisuuteen néhden myés happamampaa PBS-liuosta kdytettdessd.

Antigeenin paallystyspitoisuus (pg/ml) 0 0,5 1,0
laimentamaton 0,188 0,265 0,325
Nayte 7
1:3 0,052 0,078 0,096
Nayte 7 laimentamaton 0,038
ilman anti-lgA reagenssia | 1:3 0,037
laimentamaton 0,073 0,227 0,327
Nayte 8
1:3 0,043 0,084 0,105
Tausta BSA 0,039 0,039 0,038

3.3.6 HPV16L1 rekombinanttiproteiinien vertailu kuoppalevyn paallystyksessa

Menetelman pystyttamisessa kuoppalevyjen paallystamiseen oli kaytettavissa kahden
eri valmistajan HPV16 L1 rekombinanttiproteiinia. Maarityksen optimointi suoritettiin
kayttdmalla alussa valittua MyBioSource HPV16L1 rekombinanttiproteiinia, mutta
paatimme testata molemmat saatavilla olevat antigeenit rinnakkain ennen varsinaisten

maaritysten aloittamista.
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Antigeenin vaihtaminen ei vaikuttanut BSA:n antamaan vasteeseen, mutta naytteiden
antamat signaalit nousivat melkein  kaksinkertaisiksi Abcamin HPV16L1
rekombinanttiproteiinilla verrattuna aikaisemmin kaytettyyn MyBioSource proteiiniin
(taulukko 10). Aikaisempien maaritysten tulokset olivat yhtenevat nyt saatujen

MyBioSourcen paallystysten vastaavien tulosten kanssa (taulukot 9 ja 10).

Nayte 10 oli toinen aikaisemmin totaali IgA mittauksissa mainituista naytteista, jotka
sisalsivat muihin verrattuna huomattavasti enemman totaali IgA vasta-aineita. IgA
vasta-aineiden suuri maarad naytteessa todenndkoisesti aiheutti naytteen suuren
taustan ja tulevissa, varsinaisissa maarityksissa, naytettd tarvitsee todenndkdisesti

laimentaa enemman taustan laskemiseksi.

Valmistajan mukaan MyBioSource HPV16L1 rekombinanttiproteiini on denaturoidussa
muodossa, kun taas Abcamin vastaava antigeeni on natiivimuotoinen. Tama ero
rekombinanttiproteiinien valilla on todennakdisesti syyna antigeenien aiheuttamaan
vaste-eroon. Naiden tulosten pohjalta paatimme jatkaa maarityksia kayttden Abcam
HPV16 L1 rekombinanttiproteiinia.

Taulukko 10: Kahden eri valmistajan HPV16 L1 rekombinanttiproteiinin kdytté kuoppalevyn pdéllystdmisessd.

Antigeenin paallystyspitoisuus | 0 1,0 1,0
(ng/ml) (MyBioSource) | (Abcam)
Nayte 7 1:2 0,082 0,173 0,584
Nayte 9 1:2 0,052 0,128 0,348
Nayte 10 1:2 1,272 1,445 1,921
Tausta BSA 0,037 0,041 0,037

3.3.7 HPV16L1 rekombinanttiproteiinin toimivuuden varmistaminen eri

paallystyspitoisuuksilla

Maarityksessa kuoppalevyn paallystdmisessa kaytettiin ainoastaan Abcam HPV16L1
rekombinanttiproteiinia. Talla viimeiselld maarityksella pyrimme varmistamaan

antigeenin toimivuuden useammalla eri paallystyspitoisuudella.

Naytteiden taustat vastasivat hyvin BSA:n aiheuttamaa taustaa kaikilla
paallystyspitoisuuksilla, minka lisdksi naytteiden vasteet kasvoivat melko lineaarisesti

paallystyspitoisuuden mukaan (taulukko 11).
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Taulukko 11: Abcam HPV16 L1 rekombinanttiproteiinin toimivuuden todentaminen eri pédllystyspitoisuuksilla.

Antigeenin paallystyspitoisuus (ug/ml) | 0 0,5 1,0

Nayte 5 1:2 0,057 0,301 0,511
Nayte 9 1:2 0,044 0,216 0,384
Nayte 11 1:2 0,048 0,985 1,632
Tausta BSA 0,037 0,038 0,038

3.4 HPV16 spesifinen vasta-ainemaaritys

Aidinmaitonaytteiden HPV16 vasta-ainepitoisuudet maadritettiin  kayttamalla tata
tutkimusta varten pystytettyd ja optimoitua ELISA-ma&aritystd. Kaikki tutkimukseen

osallistuneet aidit olivat rokottamattomia kaikkia HPV-virustyyppeja vastaan.

Naytteista valmistettin 1:2 laimennokset ELISA-maaritystd varten, mutta kahden
maitonaytteen absorbanssien maarittamiseksi tarvittiin 1:40 laimennokset. Nama kaksi
aidinmaitonaytetta olivat samat, joiden totaali IgA pitoisuudet olivat huomattavasti muita
korkeammat. HPV16 vasta-ainemaarityksellda mitatuista absorbansseista vahennettiin
naytteiden tausta, minka jalkeen mitatut absorbanssit muutettiin laimentamattomaan
muotoon naytteen laimennoskertoimen mukaisesti. Maaritettyjen HPV16 vasta-
aineiden maara suhteessa maitonaytteen totaali IgA maaraan laskettin seuraavan
kaavan avulla: [(laskettu, laimentamattoman maitondytteen HPV16 vasta-ainetaso /
maitonaytteen totaali IgA) x 1000].

Alkuperaisten aidinmaitonaytteiden HPV16 vasta-aineiden absorbanssien keskiarvo
koko aineistolla (n=101) oli 1,273 ja vaihteluvali 0,078-37,840. liman kahta poikkeavaa
naytetta aineiston (n=99) absorbanssien keskiarvo oli 0,707 ja vaihteluvali 0,078-1,806
(kuva 4).
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Kuva 4: Aidinmaitondytteiden (n=99) siséltdmien HPV16 vasta-aineiden mddrét ilmoitettuna absorbansseina (492
nm). Keskiarvo 0,707; vaihteluvili 0,078-1,806. HPV16 vasta-aineille ei ollut negatiivista kontrollia. Kaikista
ndytteistd I6ytyi vasta-aineita. Kaksi ndytettd jétetty pois kuvaajasta, sillé molemmat ndytteet antoivat
huomattavasti suuremmat vasteet, minkd vuoksi absorbanssien mddrityksessd tarvittiin paljon suuremmat
ndytelaimennokset.
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3.5 Tilastolliset analyysit

3.5.1 Aidin elintapojen, atopian ja HPV statuksen vaikutus didinmaidon totaali IgA

ja HPV16 vasta-aineisiin kaksi kuukautta lapsen syntymasta

Aidinmaidon sisaltamien totaali IgA vasta-ainepitoisuuksien ja HPV16 vasta-
ainetasojen valinen Spearmanin korrelaatiokerroin oli 0,250 eli muuttujien valilla on
havaittavissa samansuuntaista korrelaatiota. Korrelaatiokertoimen p-arvo oli 0,013,
mika tarkoittaa sita, ettd tulos on tilastollisesti merkitseva ja sovellettavissa aineistoa

suurempaan populaatioon.

Aidin atopian ja elintapojen vaikutusta &idinmaitoon erittyvien IgA vasta-aineiden
maariin selvitettiin kayttdamalla aideiltd kerattyja perustietoja ja vertaamalla niitd tassa
tutkimuksessa mitattuihin totaali IgA pitoisuuksiin (taulukko 12). Suoritettujen
analyysien pohjalta nayttaa silta, etta aidin atopialla, tupakoinnilla tai alkoholin kaytolla,

ei ole yhteytta aidinmaitoon erittyvien totaali IgA vasta-ainemaarien kanssa.
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Taulukko 12: Aidin atopian ja elintapojen vaikutus maidon totaali IgA vasta-aineiden mddrdcn. Tilastollinen
merkitsevyys, kun p-arvo < 0,05. (n=99)

IgA vasta-aineet didinmaidossa

Totaali IgA (pug/ml) Keskiarvo | Keski- Mediaani | Vaihteluvali | N p-arvo | Testi
hajonta
Totaali IgA 458,0 200,7 430,5 100,9-1137 99
ei ole 459,3 205,3 422,4 100,9-1137 76 | 0,489 | Mann-
Atopia on 393,6 172,1 419,8 102,1-619,7 | 13 Whitney
tupakoimaton 429,6 190,9 418,6 100,9-1124 52 | 0,262 Mann-
tupakoi 480,7 207,2 453,0 102,1-1137 | 40 Whitney
Tupakka 1-10 savuketta/pv | 491,9 227,5 441,2 102,1-1137 28 | 0,338 | Jonckheere-
11-20 savuketta/pv | 467,7 155,7 475,6 265,2-820 11 Terpstra
>20 savuketta/pv 309,6 - 309,6 - 1
ei kayta 380,3 132,6 417,3 203,4-573,8 | 7 0,322 Mann-
kayttaa 4589 203,5 4427 100,9-1137 | 84 Whitney
1 annos 2-3 kertaa | 476,4 193,9 457,4 178,8-807,5 13 | 0,922 Jonckheere-
Alkoholi vko Terpstra
1 annos 1 kerta | 455,2 202,4 485,7 102,1-1137 24
vko
1 annos 1 kk 455,9 210,6 4249 100,9-1124 47

Aidin atopiaa ja elintapoja seké ikaa verrattiin myds tassa tutkimuksessa méaaritettyihin
HPV16 vasta-ainetasoihin (taulukko 13). Aidin ik, atopia tai alkoholin kayttd eivat
naytd olevan yhteydessa aidinmaitoon erittyvien HPV16 vasta-aineiden maaraan
tilastollisesti merkitsevasti. Aidin tupakoiminen kuitenkin nayttaisi olevan yhteydesséa
HPV16 vasta-aineiden suurempaan pitoisuuteen maidossa. Tupakoivien ja
tupakoimattomien aitien keskimaaraisissa HPV16 vasta-aineissa on tilastollisesti
merkitseva ero. Kun tarkastelemme tarkemmin aitien tupakointia ja paivassa poltettujen
savukkeiden maaria, huomaamme, ettd aideilld, jotka polttavat 11-20 savuketta
paivassa on keskimaarin enemman HPV16 vasta-aineita maidossa, kuin aideilla, jotka
polttavat 1-10 savuketta paivassa. Ero 1-10 savuketta polttavien ja 11-20 savuketta
polttavien aitien HPV16 vasta-aineissa on tilastollisesti merkitseva. Naiden tulosten
pohjalta tupakoinnilla nayttaisi olevan yhteys HPV16 vasta-aineiden maaraan
aidinmaidossa, mutta kuitenkaan tupakoinnilla ei havaittu vastaavaa yhteytta IgA vasta-

aineiden kokonaismaaraan (taulukko 12).
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Taulukko 13: Aidin ién, atopian ja elintapojen vaikutus maidon HPV16 vasta-aineiden médrdcdn. Tilastollinen
merkitsevyys, kun p-arvo < 0,05. (n=99)

HPV16 vasta-aineiden maarat aidinmaidossa

Absorbanssi (492 nm) Keskiarvo | Keski- Mediaani | Vaihteluvidli | N p-arvo | Testi
hajonta

HPV16 0,707 0,365 0,611 0,078-1,806 | 99
15-19 1,015 0,249 0,996 0,739-1,331 | 4 0,563 | Jonckheere-
20-24 0,608 0,320 0,610 0,179-1,257 | 29 Terpstra
25-29 0,739 0,392 0,591 0,078-1,806 | 57

lkdryhma
30-34 0,726 0,297 0,694 0,381-1,263 | 7
35-39 0,557 0,330 0,557 0,324-0,79 2
kaikki 0,707 0,365 0,611 0,078-1,806 | 99
ei ole 0,668 0,335 0,569 0,078-1,604 | 76 | 0,212 | Mann-

Atopia .
on 0,854 0,467 0,745 0,324-1,695 | 13 Whitney
tupakoimaton 0,632 0,355 0,540 0,078-1,631 | 52 | 0,039 | Mann-
tupakoi 0,765 0,347 0,726 0,237-1,695 | 40 Whitney
1-10 0,732 0,326 0,690 0,237-1,406 | 28 | 0,033 | Jonckheere-
Tupakka savuketta/pv Terpstra
11-20 0,850 0,415 0,925 0,361-1,695 | 11
savuketta/pv
>20 savuketta/pv | 0,745 - 0,745 - 1
ei kayta 0,552 0,382 0,358 0,323-1,331 | 7 0,108 | Mann-
kayttaa 0,705 0,354 0,611 0,078-1,695 | 84 Whitney
1 annos 2-3 0,671 0,356 0,571 0,237-1,604 | 13 | 0,159 | Jonckheere-
Alkoholi kertaa vko Terpstra

1 annos 1 kerta 0,669 0,277 0,545 0,288-1,406 | 24
vko
1 annos 1 kk 0,733 0,391 0,635 0,078-1,695 | 47

Kahta muusta aineistosta poikkeavaa aidinmaitonaytettd, jotka sisalsivat muita

enemman IgA ja HPV16 vasta-aineita tarkasteltiin erillisind tapauksia (taulukko 14).

Aiti, jonka maidossa oli eniten sekd IgA ettd HPV16 vasta-aineita (nayte 12), oli

ilmoittanut olevansa atoopikko ja tupakoimaton. Toinen aiti (ndyte 10) oli ilmoittanut

tupakoivansa noin 11-20 savuketta paivassa. Molemmat aidit olivat ilmoittaneet poly-

tai heinaallergiasta.

Taulukko 14: Erillisiné tapauksina tarkasteltujen ditien perustietoja. Ndiden ditien totaali IgA- ja HPV16-tasot olivat
selvdsti muita suuremmat.

Totaali IgA HPV16 (492 nm) | Atopia Tupakka Allergia
(ng/ml)
Nayte 10 10 850 20,760 ei kylla kylla
Nayte 12 13190 37,840 kylla ei kylla
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Koko aineistossa noin puolet aideista olivat ilmoittaneet jonkin allergian, mutta
perehtymatta tarkemmin allergioiden tyyppeihin, allergioiden ei voitu todeta olevan

yhteydessa totaali IgA tai HPV16 vasta-aineiden maariin.

Vertasimme aidin aikaisempien synnytysten maaraa ja lapsen synnytystapaa HPV16
vasta-ainemaariin (taulukko 15). Saatujen tulosten mukaan synnytystavalla tai
aiempien synnytysten maaralla ei ole yhteyttd HPV16 vasta-ainetasoihin didinmaidossa

kahden kuukauden jalkeen lapsen syntymasta.

Taulukko 15: Aikaisempien synnytysten mddrén ja synnytystavan vaikutus didinmaidon HPV16 vasta-aineisiin. p-arvo
mddritetty kdyttdmdlld Mann-Whitney testid. Tilastollinen merkitsevyys, kun p-arvo < 0,05. (n=99)

Absorbanssi (492 nm) Keskiarvo Keskihajonta Mediaani | Vaihteluvali N p-arvo
HPV16 0,707 0,365 0,611 0,078-1,806 | 99
ensimmainen 0,719 0,370 0,635 0,078-1,806 53 0,525
Monesko lapsi I~ Gimmainen | 0,693 0,364 0,559 0,249-1,695 | 46
alatiesynnytys | 0,711 0,362 0,611 0,078-1,695 | 73 | 0,793
Synnytystapa elekktiivinen 0,694 0,383 0,603 0,179-1,806 | 26
sektio

Lapsen syntyman aikaan aidin serologian, genitaalialueen, suun ja maidon seka
istukan ja napasolujen HPV-statuksia verrattiin kahden kuukauden maitonaytteiden
sisaltamiin HPV16 vasta-ainemaariin (taulukko 16). Lapsen syntyman aikaisilla HPV-
statuksilla eri puolilla aidin kehoa ei ole yhteytta aidinmaidon HPV16 vasta-

ainekoostumukseen kahden kuukauden paasta lapsen syntymasta.
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Taulukko 16: Aidin HPV status ennen lapsen syntymdd tai heti syntymdin jélkeen eri puolilla kehoa ja sen vaikutus
didinmaitoon erittyvdn HPV16 vasta-aineen mddrddn kahden kuukauden kuluttua synnytyksestd. p-arvo mddritetty
kdyttdmdlld Mann-Whitney testid. Tilastollinen merkitsevyys, kun p-arvo < 0,05. (n=99)

Absorbanssi (492 nm) Keskiarvo | Keskihajonta | Mediaani Vaihteluvali N p-arvo
Istukka HPV+ 0,736 0,236 0,706 0,379-1,024 0,411
HPV-status

HPV- 0,684 0,359 0,579 0,078-1,695 86
Istukka HPV6 0,817 0,212 0,817 0,667-0,967 2
HPV-tyyppi

HPV16 0,562 0,259 0,562 0,379-0,745 2
Napasolut HPV+ 0,721 0,321 0,84 0,358-0,967 3 0,772
HPV-status

HPV- 0,701 0,37 0,621 0,078-1,806 86
Napasolut HPV6 0,903 0,089 0,903 0,840-967 2
HPV-tyyppi

HPV16 0,358 - 0,358 - 1
Serologia seropositiivinen 0,712 0,356 0,631 0,078-1,604 35 | 0,669
HPV-status —

seronegatiivinen 0,704 0,373 0,61 0,179-1,806 64
Pre Genitaali HPV+ 0,794 0,339 0,716 0,237-1,604 15 | 0,194
HPV-status

HPV- 0,691 0,37 0,581 0,078-1,806 84
Pre Genitaali HPV16 0,809 0,341 0,694 0,454-1,604 11 0,242
HPV-tyyppi .

HPV- tai muu 0,694 0,368 0,6 0,078-1,806 88
Pre Suu HPV+ 0,638 0,348 0,5 0,078-1,263 17 | 0,401
HPV-status

HPV- 0,726 0,369 0,631 0,179-1,806 81
Pre Suu HPV16 0,684 0,353 0,716 0,078-1,263 13 | 0,987
HPV-tyyppi .

HPV- tai muu 0,715 0,369 0,611 0,179-1,806 85
Maito HPV+ 0,671 0,423 0,578 0,078-1,406 10 | 0,759
HPV-status

HPV- 0,695 0,341 0,621 0,179-1,695 84
Maito HPV- 0,695 0,341 0,621 0,179-1,695 84
HPV-tyyppi

6 0,487 0,361 0,459 0,078-0,954 4

16 0,793 0,447 0,638 0,249-1,406 6

Kaksi kuukautta lapsen syntyman jalkeen selvitettyjen aidin genitaalialueen, suun ja
maidon HPV-statusten yhteyttd aidinmaitoon erittyvien HPV16 vasta-aineiden maariin
selvitettiin  vertaamalla HPV-statusta maaritettyihin &aidinmaidon HPV16 vasta-
ainetasoihin samassa aikapisteesséa (taulukko 17). Aidin aktiivisella HPV-infektiolla ei
ole tilastollisesti merkitsevaa vaikutusta maitoon erittyvien HPV16 vasta-aineiden
maariin. Aidin genitaalialueen HPV-statusten vélinen ero HPV16 vasta-aineiden
maarissa on lahella tilastollisesti merkitsevaa, mutta ei kuitenkaan alita vaadittua p-
arvon 0,05 rajaa. Aideilld, jotka olivat genitaalialueella HPV-positiivisia kahden
kuukauden aikapisteessa, oli keskimaarin enemman HPV16 vasta-aineita maidossa
kuin HPV-negatiivisilla. Sen sijaan painvastainen on havaittavissa suun HPV-infektion

kanssa. Aideill3, joiden suun HPV-status oli positiivinen, oli keskimaarin vahemman
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HPV16 vasta-aineita maidossa kuin HPV-negatiivisilla. HPV16 vasta-aineiden
vaihteluvali on kuitenkin pienempi genitaalialueella ja suussa positiivisella HPV-
statuksella verrattuna negatiiviseen.

Taulukko 17: Aidin HPV-status kaksi kuukautta lapsen syntymdn jélkeen eri puolilla kehoa ja sen vaikutus maitoon

erittyvien HPV16 vasta-aineiden mddrddn samassa aikapisteessd. p-arvo mddritetty kdyttimdlld Mann-Whitney
testid. Tilastollinen merkitsevyys, kun p-arvo < 0,05. (n=99)

Absorbanssi (492 nm) Keskiarvo Keskihajonta Mediaani Vaihteluvali N p-arvo
Genitaali HPV+ 0,899 0,422 0,716 0,379-1,604 13 | 0,068
HPV-status

HPV- 0,676 0,351 0,591 0,078-1,806 85
Genitaali HPV16 0,780 0,501 0,468 0,379-1,521 5 0,994
HPV-tyyppi

HPV- tai muu 0,701 0,362 0,611 0,078-1,806 93
Suu HPV+ 0,596 0,261 0,533 0,240-1,230 20 | 0,209
HPV-status

HPV- 0,734 0,389 0,635 0,078-1,806 77
Suu HPV16 0,594 0,290 0,511 0,240-1,230 16 | 0,189
HPV-tyyppi

HPV- 0,734 0,389 0,635 0,078-1,806 77
Maito HPV+ 0,605 0,297 0,552 0,078-1,331 19 | 0,267
HPV-status

HPV- 0,727 0,377 0,633 0,179-1,806 78

Erillisind tapauksina tarkasteltujen aitien HPV-statukset olivat paaasiassa negatiiviset
lapsen syntyman aikaan (taulukko 18). Naytteen 12 luovuttaja oli serologialtaan HPV-
positiivinen ja molempien aitien suut olivat HPV-positiiviset lapsen syntyman aikaan.
Kummankin &aidin suun HPV-status sailyi positiivisena vield kaksi kuukautta lapsen
syntyman jalkeen. Emme kuitenkaan tiedd, onko sama infektio kestanyt kaksi
kuukautta, vai onko suuhun ilmennyt uusia infektioita. Naytteen 12 antaneella aidilla
lapsen syntyman aikainen negatiivinen genitaalialueen HPV-status oli kahden
kuukauden aikapisteessd muuttunut positiiviseksi. Aitien maidoista ei [dytynyt HPV-

viruksen DNA:ta kummassakaan aikapisteessa.

Taulukko 18: Erillisiné tapauksina tarkasteltujen ditien HPV-status eri puolilla kehoa lapsen syntymdn aikaan ja kaksi
kuukautta syntymdstd. Ndiden ditien totaali IgA- ja HPV16-tasot olivat paljon muita ndytteitd suuremmat.

HPV16 Istukka | Napa- Serologia | Maito Genitaali | Suu Maito Genitaali | Suu

(492 nm) solut Baseline Baseline | Baseline | Baseline | 2 kk 2 kk 2 kk
Nayte 10 | 20,760 - - - - - + - - +
Nayte 12 | 37,840 - - + - - + - + +
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3.5.2 Aidinmaidon HPV16 vasta-aineiden vaikutus lapsen HPV infektioon

Aidinmaitoon erittyvien HPV16 vasta-aineiden mahdollista yhteyttd lapsen HPV-
infektioon ja sen kehitykseen selvitettiin tdssa tutkimuksessa vertaamalla lapsen
seerumin HPV-statusta aidinmaidon HPV16 vasta-ainemaariin (taulukko 19). HPV16
vasta-aineiden maara aidinmaidossa kahden kuukauden kuluttua lapsen syntymasta ei
taman tutkimuksen tuloksien mukaan ole yhteydessa lapsen serologian HPV-
statukseen missdan vaiheessa lapsen ensimmaisten kolmen elinvuoden aikana.
Aidinmaidon HPV16 vasta-aineilla ei mydskaan ole tilastollisesti merkitsevaa yhteytta
lapsen HPV16 serokonversioon, eli omien vasta-aineiden tuotantoon, eikd lapsen
serologiseen HPV-statuksen ja konversion lopulliseen tilaan kolmen vuoden ikdan

mennessa.

Lapsilta keratyista verinaytteista oli aikaisemmissa maaritetty HPV16 L1 vasta-aineiden
pitoisuudet, joita verrattiin tdssa tutkimuksessa maaritettyihin aidinmaidon HPV16
vasta-ainetasoihin. Korrelaatio aidinmaidon ja lapsen seerumin HPV16 vasta-aineiden
valilla oli samansuuntaista kaikissa aikapisteissa 1-36 kk valilla. Samansuuntainen
korrelaatio oli voimakkainta 1 kk kohdalla ja tama oli myds ainoa aikapiste, jossa
korrelaatio didinmaidon ja lapsen serologian HPV16 vasta-ainetasoissa on tilastollisesti
merkitsevaa. Muissa aikapisteissa korrelaatiota ei voida yleistda aineistoa suurempaan

populaatioon.

HPV16-positiivisten lasten maara oli suurinta kuukauden (17 %, 11/65) ja kahden
kuukauden (16 %, 11/70) aikapisteissa. Taman jalkeen HPV-positiivisten tapausten

maara vaihteli 2-9 % valilla.
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Taulukko 19: 2kk didinmaidon yhteys ja vaikutus lapsen serologian HPV-statukseen. Tilastollinen merkitsevyys, kun p-
arvo < 0,05. (n=99)

Lapsen serologia Keskiarvo | Keski- Mediaani | Vaihteluvali | N p-arvo | Korrelaatio- | Testi
hajonta kerroin
Aidinmaidon HPV16 vasta- 0,706 0,367 0,611 0,078-1,806 99
aineet, 2 kk (492 nm)
Serokonversio, | on 0,707 0,282 0,620 0,338-1,068 8 0,574 Kruskal-
Pl 5 0,725 0,388 0,635 0,078-1,806 | 79 dellis
negatiivinen 0,576 0,247 0,589 0,240-1,082 | 10
konversio
Serologinen aina HPV16- 0,709 0,378 0,635 0,078-1,806 70 | 0,506 Kruskal-
lopputulos, serokonversio | 0,672 0,246 0,620 0,338-1,068 | 8 Wallis
HPV16L1
persistoi 0,465 0,217 0,467 0,240-0,688 | 4
positiivisena
serologinen 0,793 0,407 0,601 0,379-1,604 12
vaimentuminen
HPV16L1, HPV16+ 0,629 0,233 0,611 0,240-1,082 11 0,746 Mann-
1 kk Whitney,
HPV16- 0,657 0,379 0,552 0,078-1,806 54
0,038 0,257 Spearman
HPV16L1, HPV16+ 0,751 0,469 0,611 0,240-1,604 11 0,897 Mann-
2 kk Whitney,
HPV16- 0,684 0,362 0,571 0,078-1,806 59
0,415 0,099 Spearman
HPV16L1, HPV16+ 0,680 0,098 0,680 0,611-0,749 2 0,692 Mann-
6 kk Whitney,
HPV16- 0,716 0,383 0,601 0,078-1,806 | 82
0,385 0,096 Spearman
HPV16L1, HPV16+ 0,792 0,215 0,792 0,540-1,068 5 0,345 Mann-
12 kk Whitney,
HPV16- 0,721 0,376 0,635 0,078-1,806 | 79
0,293 0,116 Spearman
HPV16L1, HPV16+ 0,597 0,233 0,522 0,338-1,068 7 0,334 Mann-
24 kk Whitney,
HPV16- 0,755 0,389 0,689 0,078-1,806 | 70
0,334 0,111 Spearman
HPV16L1, HPV16+ 0,794 0,316 0,804 0,503-1,068 | 4 0,708 Mann-
36 kk Whitney,
HPV16- 0,753 0,390 0,694 0,078-1,806 | 67
0,696 0,047 Spearman
Lapsen suun HPV-statusta eri aikapisteissa verrattin kaksi kuukautta lapsen

syntymasta kerattyjen maitonaytteiden HPV16 vasta-ainetasoihin (taulukko 20).

Aidinmaidon sisaltamat HPV16 vasta-ainetasot olivat keskimaarin hyvin samanlaiset

seka

HPV-positiivisilla,

ettd HPV-negatiivisilla

lapsilla kaikissa aikapisteissa.

Tilastollisesti merkitsevaa eroa ei ole havaittavissa missaan aikapisteessa lapsen

kuuden ensimmaisen elinvuoden aikana.
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Ensimmaisen kuuden elinkuukauden aikana lapset, joiden suun HPV-status ol
positiivinen, saivat keskimaarin enemman HPV16 vasta-aineita maidosta kahden
kuukauden iassa, kuin HPV-negatiiviset. 12 ja 32 kuukauden kohdalla tilanne on
kuitenkin painvastainen eli lapset, jotka ovat yhden ja kahden vuoden iassa HPV-
negatiivisia, saivat keskimaarin enemman HPV16 vasta-aineita maidosta kahden

kuukauden idssa kuin HPV-positiiviset. Ero ei kuitenkaan ole tilastollisesti merkitseva.

HPV-positiivisten lasten maarad sailyy melko tasaisena kuuden vuoden ikaan asti.
Lasten suun HPV-positiivisuutta esiintyi eniten heti syntyman jalkeen (24 %, 24/99) ja
kuukauden paasta (24 %, 23/95) lapsen syntymasta. HPV-positiivisten tapausten
maara sailyi muissa aikapisteissa 5-18 % valilla.

Taulukko 20: 2kk didinmaidon yhteys ja vaikutus lapsen suun HPV-statukseen. p-arvot mddiritettiin kédyttamdalld
Mann-Whitney testid. Tilastollinen merkitsevyys, kun p-arvo < 0,05. (n=99)

Lapsen Suu Keskiarvo Keskihajonta | Mediaani Vaihteluvali N p-arvo

Aidinmaidon HPV16 vasta- | 0,706 0,367 0,611 0,078-1,806 99

aineet, 2 kk (492 nm)

Baseline HPV+ 0,741 0,305 0,702 0,240-1,406 24 | 0,287
HPV- 0,696 0,384 0,591 0,078-1,806 75

Kotiinlahto HPV+ 0,803 0,366 0,635 0,311-1,631 11 0,215
HPV- 0,692 0,368 0,610 0,078-1,806 81

1 kk HPV+ 0,720 0,297 0,701 0,311-1,331 23 | 0,532
HPV- 0,695 0,377 0,600 0,078-1,806 72

2 kk HPV+ 0,836 0,442 0,667 0,358-1,806 15 | 0,241
HPV- 0,686 0,344 0,600 0,078-1,631 80

6 kk HPV+ 0,756 0,420 0,704 0,288-1,631 11 | 0,838
HPV- 0,703 0,356 0,611 0,078-1,806 81

12 kk HPV+ 0,704 0,328 0,623 0,288-1,406 8 0,886
HPV- 0,725 0,375 0,635 0,078-1,806 85

24 kk HPV+ 0,705 0,104 0,669 0,631-0,854 4 0,737
HPV- 0,741 0,390 0,660 0,078-1,806 80

36 kk HPV+ 0,777 0,392 0,667 0,358-1,695 10 | 0,737
HPV- 0,736 0,384 0,667 0,078-1,806 73

72 kk HPV+ 0,784 0,298 0,702 0,373-1,143 12 | 0,258
HPV- 0,711 0,407 0,601 0,078-1,806 54
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Lapsen genitaalialueen HPV-statusta eri aikapisteissa verrattiin kaksi kuukautta lapsen
syntymasta kerattyjen maitonaytteiden HPV16 vasta-ainetasoihin (taulukko 21).
Tilastollisesti merkitsevaa eroa ei ole havaittavissa missaan aikapisteessa. Lapsen
genitaalialueen HPV-statuksella ei siis voida sanoa olevan yhteyttd lapsen

aidinmaidosta saamien HPV16 vasta-aineiden maarien kanssa.

Suurinta hajontaa maidon HPV16 vasta-aineiden keskiarvoissa lapsen genitaalialueen
HPV-statuksen suhteen oli havaittavissa kuukauden paasta lapsen syntymasta. Tassa
aikapisteessa HPV-positiiviset lapset saivat keskimaarin selvasti enemman HPV16
vasta-aineita maidosta kuin HPV-negatiiviset lapset. HPV-positiivisten tapausten maara

mitatuissa aikapisteissa vaihteli 6-15 % valilla.

Taulukko 21: 2kk didinmaidon yhteys ja vaikutus lapsen genitaalialueen HPV-statukseen. p-arvot mddritettiin
kdyttdmdlld Mann-Whitney testid. Tilastollinen merkitsevyys, kun p-arvo < 0,05. (n=99)

Lapsen genitaalialue Keskiarvo Keskihajonta | Mediaani Vaihteluvali N p-arvo

Aidinmaidon HPV16 vasta- 0,706 0,367 0,611 0,078-1,806 99

aineet, 2 kk (492 nm)

Baseline HPV+ 0,721 0,398 0,701 0,078-1,263 11 0,778
HPV- 0,699 0,366 0,610 0,179-1,806 83

Kotiinlahto HPV+ 0,730 0,396 0,694 0,078-1,236 13 | 0,593
HPV- 0,672 0,356 0,569 0,179-1,806 76

1 kk HPV+ 0,980 0,498 1,099 0,358-1,604 5 0,198
HPV- 0,704 0,361 0,611 0,078-1,806 85

2 kk HPV+ 0,716 - 0,716 - 1
HPV- 0,707 0,343 0,685 0,179-1,280 14
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4 Tulosten tarkastelu

4.1 Totaali IgA vasta-ainemaarityksen optimointi

Naytteista valmistettin ELISA-maarityksen olosuhteiden optimointivaiheessa useita
erilaisia  laimennoksia. Alkuperaisten naytteiden IgA pitoisuudet laskettiin
standardisuoran, naytteistd mitattujen absorbanssien ja laimennoskertoimien avulla.
Samasta naytteestd valmistettujen laimennosten lasketut lopulliset IgA pitoisuudet
vastasivat maarityskohtaisesti hyvin toisiaan. Optimointivaiheessa
standardilaimennosten valmistus ei onnistunut samalla tavalla jokaisessa
maarityksessa, minka vuoksi standardisuorat poikkesivat selvasti toisistaan.
Standardisuoran yhtaloitad kaytettin naytteiden IgA pitoisuuksien laskemiseen
maarityskohtaisesti. Toisistaan poikkeavien yhtaldiden vuoksi ensimmaisessa ja
toisessa maarityksessa 1:10 000 laimennoksien avulla lasketut IgA pitoisuudet eivat
vastanneet toisiaan, vaikka naytteet ja maarityksen olosuhteet olivat samat.
Standardilaimennoksien valmistukseen kiinnitettiin tarkempaa huomiota ja suoran
lineaarinen alue saatiin pysymaan vakiona lopuissa maarityksissd. Optimointiin
valittujen naytteiden IgA pitoisuudet olivat valilta 210-330 pg/ml. Tama tulos vastaa
kirjallisuudesta |0ydettya suomalaisten naisten aidinmaidon keskimaaraista IgA

pitouutta (Rio-Aige ja muut 2021).

Tulosten vertailukelpoisuuden varmistamiseksi paatimme suorittaa varsinaiset
maaritykset valmistamalla uudet supernatantit kaikista maaritettavistd maitonaytteista.
Osasta naytteista oli saatavilla aikaisemmissa tutkimuksissa kaytettyja maitonaytteiden
supernatantteja. Naita naytteita oli sailytetty — 70 °C pakastimessa rasvan poistamisen
jalkeen. Testasimme maaritystd muutamalla vanhalla supernatantilla, mutta jo
naytteiden sulattamisen yhteydessd huomasimme pienid maitorasvan jaamia
naytteissa. Vanhoista supernatanteista saadut absorbanssit ja lasketut IgA pitoisuudet
vastasivat uusilla supernatanteilla saatuja tuloksia samoilla naytteilla. Koska meilla ei
ollut tietoa pitkaaikaisen pakastuksen vaikutuksista HPV16 vasta-aineisiin rasvan
poistamisen jalkeen, emme paatyneet kayttdmaan vanhoja supernatantteja
maarityksissa. Talla tavoin pyrimme varmistamaan, etta kaikki naytteet oli valmistettu
samalla tavalla ja maaritystulosten vertailtavuus sailyi mahdollisimman hyvana eri

naytteiden valilla.
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4.2 Totaali IgA vasta-aineet aidinmaidossa

Tassa tutkimuksessa maaritettyjen totaali IgA vasta-ainepitoisuuksien keskiarvo ilman
kahta poikkeavaa naytetta oli 460 ug/ml. Tama tulos vastaa aikaisempien tutkimusten
tuloksia suomalaisten naisten aidinmaidon IgA pitoisuuksista (Rio-Aige ja muut 2021).
Aikaisemmat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd aidinmaitoon erittyvien IgA vasta-
aineiden maarissa on selkeitd eroja seka yksildiden etta eri maiden valilla. Suomessa
IgA vasta-aineiden maarat aidinmaidossa ovat melko alhaiset verrattuna moneen
muuhun maahan (Rio-Aige ja muut 2021.) IgA vasta-aineiden keskimaarainen pitoisuus
maidossa on mahdollisesti riippuvainen aidin elinymparistostd tai perimasta. Tassa
tutkimuksessa vertasimme aidin elintavoista tupakointia ja alkoholinkdyttda mitattuihin
totaali IgA maariin, mutta emme pystyneet osoittamaan riippuvuutta naiden tekijdiden
valilla. Aidin atopiallakaan ei ollut tilastollisesti merkitsevaa yhteyttd maidon IgA vasta-
aineiden maariin, mutta atopiaa sairastavilla aideilla oli silti keskimaarin vahemman IgA

vasta-aineita maidossa.

4.3 HPV16 spesifisen vasta-ainemaarityksen optimointi

HPV16 spesifisen maarityksen pystytys ja optimointi aloitettiin selvittdmalla, soveltuuko
HPV16 L1 rekombinanttiproteiini  kaytettdvaksi antigeenind kuoppalevyjen
paallystamiseen. Kontrollilevy paallystettiin normaalisti antigeenilla ja kuoppiin lisattiin
naytteiden sijaan L1 vasta-ainetta. Kontrollilevyltd mitatut absorbanssit kasvoivat
samassa suhteessa antigeenin paallystyspitoisuuden kanssa. Paallystyksessa
kaytetylle antigeenille spesifisen vasta-aineen sitoutuminen paallystettyihin kuoppiin
voitiin  tulkita tarkoittavan paallystyksen onnistumista. Tulos varmisti HPV16 L1
rekombinanttiproteiinin soveltuvuuden kaytettavaksi kuoppalevyjen paallystyksessa

antigeenina.

Optimoinnin  edetessa  vertasimme  keskenaan kahta eri HPV16 L1
rekombinanttiproteiinia. ~ Optimoinnit  aloitettin  MyBioSource:n  HPV16 L1
rekombinanttiproteiinilla, mutta varsinaiset maaritykset suoritettiin kayttamalla Abcam:in
HPV16 L1 rekombinanttiproteiinia, sillda Abcam:in rekombinanttiproteiinilla naytteiden
antamat vasteet nousivat melkein kaksinkertaisiksi. Valmistajan mukaan Abcam:in
HPV16L1 rekombinanttiproteiini on natiivimuotoinen, kun taas MyBioSource vastaava
antigeeni oli denaturoidussa muodossa. Tama ero naiden kahden HPV16 L1

rekombinanttiproteiinien valilla on todennakoisesti syyna antigeenien vaste-eroihin.
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Tassa tyossd meilld ei ollut kaytettavissd kontrolleja HPV16 vasta-aineille. Taman
vuoksi yritimme valita optimoinnin alkuvaiheessa maitonaytteita, jotka olisivat voineet
toimia negatiivisina kontrolleina HPV16 vasta-aineelle. Naytteet valittiin aikaisempien
tutkimustulosten pohjalta ja valinnassa tarkastelimme maidon sisaltamaa HPV16
DNA:ta, aidin seerumin, genitaalialueen tai suun HPV-statusta. Vasteet, joita saimme
valituista mahdollisista negatiivisista naytteista, vastasivat kuitenkin muiden, oletettujen
positiivisten naytteiden vasteita. Joissain tapauksissa mahdollisen negatiivisen
naytteen vasteet ylittivat huomattavasti oletetun positiivisen naytteen vasteet.
Aidinmaitonaytteiden joukosta ei lopulta I8ytynyt yhtddn varmennettua negatiivista
naytettd ja maaritykset suoritettiin lopulta ilman negatiivisia tai positiivisia kontrolleja.
Vaikka kaikki tutkimukseen osallistuneet &idit olivat rokottamattomia HPV-viruksia
vastaan, HPV-infektioiden yleisyyden vuoksi on tdysin mahdollista, etta aitien joukossa
ei ollut ketdan, joka ei jossain elamansa vaiheessa olisi jo sairastanut HPV16 infektiota

(Giuliano ja muut 2015; Koskimaa ja muut 2012).

Menetelmaa optimoitaessa suurimmaksi haasteeksi osoittautui maitonaytteiden
aiheuttama tausta. Optimoinnin ensimmaisilla maarityskerroilla naytteiden taustat
nousivat samalle tasolle antigeenilla paallystetyista kuopista mitattujen HPV16 vasta-
aineiden antamien signaalien kanssa. Kuoppien paallystyspitoisuuksilla ei myoskaan
nayttanyt olevan merkitystd vasteen voimakkuuteen, mutta koska antigeenin
soveltuvuus paallystykseen oli todennettu, keskityimme optimoimaan Kkuoppien

blokkausta, pesuja, inkubaatio-olosuhteita ja -aikoja seka naytteiden laimennoksia.

Kuoppalevyjen blokkauksessa testattiin maito- ja BSA-pohjaisia puskuriliuoksia. Naista
kahdesta valittin BSA-pohjainen blokkauspuskuri, silla naytteiden taustat saatiin
laskemaan silla parhaiten. Kuitenkin naytteiden taustat olivat viela paljon korkeammat
kuin pelkdn BSA-liuoksen, minkd vuoksi blokkauspuskurin optimointia jatkettiin
vaihtamalla puskurin pohjana toiminut PBS-liuos happamampaan ja lisdamalla siihen
viela Tween20:ta (Studentsov ja muut 2002). Naytteiden inkubaation jalkeiseen pesuun
lisattiin viela levyn ravistelu pesujen valissa. Naiden muutosten avulla naytteiden
taustat onnistuttiin laskemaan hyvin lahelle pelkdn BSA:n tasoa ja naytteiden HPV16

vasta-ainevasteet kasvoivat samassa suhteessa antigeenin paallystyspitoisuuteen.

Maaritystd optimoitaessa emme optimoineet primaari- tai sekundaarivasta-aineiden
pitoisuuksia. Maaritys saatiin toimivaksi jo edelld mainituilla muutoksilla, mutta mikali
maarityksen optimointia jatketaan tulevaisuudessa, primaari- ja sekundaarivasta-

aineiden pitoisuuksien optimoinnilla maaritysta voitaisiin viela parantaa.
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4.4 HPV16 spesifiset vasta-aineet aidinmaidossa

Tutkimukseen osallistuneet aidit olivat kaikki rokottamattomia kaikkia HPV-
virustyyppeja vastaan. Maarityksessa ei ollut kaytdssa kontrolleja HPV16 vasta-aineille,
minka vuoksi didinmaitonaytteiden HPV16 vasta-ainemaarista pystyttin maarittdmaan
vain absorbanssit ja vasta-ainetasot suhteessa totaali IgA pitoisuuteen. HPV16 vasta-
ainetasot eivat olleet suoraan verrannollisia &idinmaitonaytteiden totaali IgA
pitoisuuksiin. Esimerkiksi naytteet, jotka sisdlsivat muita enemman IgA vasta-aineita ja
jotka saivat myos huomattavasti suuremmat absorbanssiarvot HPV16 maarityksesta,
sisdlsivat totaali IgA maaraan suhteutettuna keskimaaraistd vahemman HPV16 vasta-
aineita. Kuitenkin korrelaatio didinmaidon IgA vasta-ainepitoisuuksien ja HPV16 vasta-

ainetasojen valilla oli lievasti samansuuntaista ja tilastollisesti merkitsevaa.

Aidin ika, aikaisempien synnytysten lukuma&ara, synnytystapa tai &idin kehon HPV-
statukset lapsen syntyman aikaan eivat vaikuttaneet aidinmaidon HPV16 vasta-
aineiden erittymiseen kaksi kuukautta lapsen syntyman jalkeen. Myodskaan samassa
kahden kuukauden aikapisteessd maaritetyt aidin HPV-statukset suussa,
genitaalialueella ja maidossa, eivat olleet yhteydessa HPV16 vasta-ainetasoihin. Aidin
aktiivisella HPV16-infektiolla ei siis 16ydetty yhteyttd maitoon erittyvien HPV16 vasta-
ainetasojen kanssa. Lapsen voi siis olla mahdollista saada &aidinmaidon valityksella
HPV16 vasta-aineita, vaikka aiti olisi sairastanut infektion hyvissa ajoin ennen lapsen

syntymaa tai raskautta.

Taman tutkimuksen tulosten perusteella aidin tupakoiminen oli ainut muuttuja, joka oli
yhdistettavissa tilastollisesti merkitsevaan eroon maitoon erittyvien HPV16 vasta-
aineiden maarissa. Tupakoivilla aideilld HPV16 vasta-aineita erittyi maitoon enemman,
kuin tupakoimattomilla, minka lisdksi vasta-aineiden maara kasvoi, mitd useamman
savukkeen aiti poltti paivassa. Tupakoinnilla ei kuitenkaan havaittu olevan yhteytta
totaali IgA maariin. HPV16 vasta-aineiden suurempi erittyminen maitoon tupakoivilla

aideilla ei siis nayta olevan yhteydessa IgA vasta-aineiden erittymisen maaraan.

Plasmasolut, jotka valmistavat didinmaitoon eritettavat vasta-aineet ovat peraisin eri
puolilta aidin kehoa (Halsey ja muut 1983). Suurin osa naistd plasmasoluista on
kuitenkin 1ahtdisin aidin limakalvoilta, kuten suolistosta ja hengitysteista (Wilson ja
Butcher 2004). Koska tupakointi vaikuttaa merkittavasti ihmisen hengitysteihin, on
mahdollista, ettd tupakoivilla aideilld maitorauhaseen kulkeutuvien plasmasolujen

lukumaara tai variaatio poikkeavat tupakoimattomien aitien tilanteesta.
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4.5 Aidinmaidon HPV16 vasta-aineiden merkitys lapselle

Aidinmaidon siséltamien HPV16 vasta-aineiden maaralla ei Idydetty olevan yhteytta
lapsen HPV-infektion kehitykseen. Aidinmaidon HPV16 vasta-ainemaarilla ei ollut
yhteytta lapsen genitaalialueen HPV-statukseen kahden ensimmaisen elinkuukauden
aikana, lapsen HPV16 serologiaan kolmen ensimmaisen elinvuoden aikana tai lapsen
suun HPV-statukseen kuuden ensimmaisen elinvuoden aikana. Maitonaytteiden
HPV16 vasta-ainepitoisuus maaritettiin ainoastaan maitonaytteista, jotka oli keratty
kaksi kuukautta lapsen syntyman jalkeen. Kahden kuukauden aikapisteessa lapset,
joilla oli positivinen HPV-status suussa, genitaalialueella tai seerumissa saivat
keskimaarin enemman HPV16 vasta-aineita aidinmaidosta kuin lapset, joilla oli
negatiivinen HPV-status. Erot vasta-ainemaarissa eivat kuitenkaan olleet tilastollisesti
merkitsevia. Positiivisten HPV-tapauksien maarat laskivat suussa, genitaalialueella ja
serologisesti lasten kasvaessa. Eniten HPV-positiivisia tapauksia oli lapsen syntyman

ja kahden kuukauden aikapisteen valilla.
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5 Paatelmat

Talla hetkella ei ole olemassa aikaisempia tutkimuksia tai tietoa HPV16 vasta-aineiden
siirtymisesta aidilta lapselle maidon valityksellda. Taman tutkimuksen tulosten mukaan
aidinmaitoon kuitenkin erittyy HPV16 vasta-aineita. HPV16 vasta-aineiden maara
maidossa ei kuitenkaan ole yhteydessa aidin kehon HPV-statukseen tai aidin
seerumista ldytyvien HPV16 vasta-aineiden méaaraan. Aidin tupakoiminen on ainut
tassa tutkimuksessa loydetty HPV16 vasta-ainemaariin yhteydessa oleva tekija.
Tupakoivilla aideillda HPV16 vasta-aineiden eritys maitoon oli suurempaan kuin
tupakoimattomilla aideilld. Tupakoinnilla ei kuitenkaan huomattu olevan yhteytta

maitoon erittyvien IgA vasta-aineiden kokonaismaaraan.

HPV16 vasta-aineiden maaralla aidinmaidossa kaksi kuukautta lapsen syntyman
jalkeen ei l6ydetty olevan yhteydessd lapsen HPV-infektion kehittymiseen lapsen
kuuden ensimmaisen elinvuoden aikana. Lasten HPV-positiivisuus on yleisinta heti
lapsen syntyman jalkeen. Vasta-aineiden maara aidinmaidossa on myos
korkeimmillaan heti lapsen syntyman jalkeen, minkd vuoksi ternimaidon vasta-
ainekoostumuksen vertailu lapsen HPV-infektion kehitykseen olisi mielenkiintoinen

seuraava tutkimuskohde.
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