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Tausta

Tama tutkimus luonnehtii uloshengitysilman partikkeleita (particles in exhaled air, PExA)
lapsilla. Aiemmin vastaavaa tutkimusta ei lasten uloshengitysilman partikkelien osalta ole
tehty. Tama tutkimus keskittyy uloshengitysilman partikkeleiden osalta tarkemmin
proteiineihin. Tassa tutkimuksessa tunnistetaan ja kuvataan tarkeimmat proteiinit
nestekromatografia-massaspektrometrilla (LCMS) erikseen terveilla seka astmaa
sairastavilla lapsilla, jonka jalkeen saadut havainnot liitetaan astmaattiseen tulehdukseen.
Hengitysteiden tulehdus seka tukkeutuminen on tyypillista astmassa ja erityisesti astmaa
sairastavilla lapsilla tulehdus ja tukkeutuminen sijaitsee pienissa hengitysteissa. Taman
tutkimuksen tavoitteena on maarittaa uloshengitysilman sisaltamat proteiinit terveilla ja
astmaa sairastavilla lapsilla ja havaita proteiinien joukosta ne proteiinit, jotka viittaavat
mahdollisesti astmaattiseen tulehdukseen.

Menetelmat

Tutkimukseen osallistui yhteensa 49 lasta. Lapsista 31 sairasti astmaa tai tulivat
astmaepailyina keuhkojentoimintakokeisiin ja 18 oli terveitd. Astmaa sairastavien lasten
keski-ika oli 10,5 vuotta, kun taas terveiden lasten keski-ika oli 12.5 vuotta. Tutkimuksiin
osallistuville tehtiin keuhkojen toimintatutkimukset joko spirometrialla tai
impulssioskillometrialla, jonka lisdksi uloshengitysilman partikkelit (PExA) kerattiin ennen
(nayte A) ja keuhkoputkia avaavan laakityksen annon jalkeen (nayte B). Hiukkasten
keraamiseen kaytettiin erityista laitteistoa ja hengitystekniikkaa PExA 1.0: lla (PEXA,
Ruotsi). Proteiinit alkyylikasiteltiin, eroteltiin nestekromatografialla ja analysoitiin
massaspektrometrilla. Hyvaksyttyjen proteiinien maarat jaettiin yksilollisilla virtausmaarilla,
jotta arvoista saatiin vertailukelpoisia.

Tulokset ja johtopaatdkset

Keratty PExA-massa oli pienempi kuin aikuisilla. Tutkimuksessa kaytetyt tekniikat
mahdollistivat kuitenkin yli 1300 eri proteiinin maarittamisen 49 lapselta. Terveilla lapsilla
havaittiin keuhkoputkia avaavan laakityksen annon jalkeen enemman proteiineja. Tassa
tutkimuksessa maaritetyista proteiineista tarkeimmat seka runsaimmin esiintyvat proteiinit
olivat albumiini, surfaktantti proteiini A, komplementtifaktorit, immunoglobuliinit ja alfa 1-
antitrypsiini. Kyseisten proteiinien on myos aikuisilla havaittu olevan merkittavimmat.
Joitakin eroavaisuuksia havaittiin terveiden ja astmaa sairastavien valilla. Keskimaarainen
PExA-massa oli merkittavasti suurempi (p=0,0019) terveilla koehenkildilla (29.3 ng) kuin
astmaa sairastavilla lapsilla (10.1 ng) naytteessa A. Myds naytteessa B keskimaarainen
PExA-massa oli merkittavasti suurempi (p=0.0016) terveilld koehenkildilla (30.4 ng) kuin
astmaa sairastavilla lapsilla (10.5 ng). Kaiken kaikkiaan massaspektrometrilld havaittiin
863 proteiinia naytteesta A ja 1181 naytteesta B. Tassa tutkimuksessa selvitettiin jokaista
tutkimushenkil6a kohden 50 runsaimmin esiintyvaa proteiinia. Naiden 50 runsaimmin
esiintyvan proteiinin joukossa oli 130 erilaista proteiinia naytteessa A ja 164 erilaista
proteiinia naytteessa B, eli yhteensa 225 erilaista proteiinia, joista 77 proteiinia oli yhteisia



seka naytteessa A etta naytteessa B. Kymmenen runsaimmin esiintyvaa proteiinia olivat
albumiini, pinta-aktiivinen proteiini A, dermcidiini, laktoferritiini, komplementti C3, trypsiini
1, kalmoduliinimainen proteiini 5, immunoglobuliini 2 (1g2), antitrypsiini ja komplementti C4.
Proteiinien havaitseminen onnistui jopa naytteista, joissa oli vain vahan PExA-massaa.

My6s immunologisesti mielenkiintoisia proteiineja havaittiin. Proteiinien klusterointianalyysi
terveiden ja astmaa sairastavien valilla on tarpeen.
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Johdanto

Tama kirjallinen tyo on suomennos viela helmikuussa 2025 keskeneraisesta artikkelista
“Particles in exhaled air — protein analyses”. Suomennos on tehty kirjalliseksi osaksi Turun
yliopiston Laaketieteellisen tiedekunnan opinnaytety6ta. Opinnaytetydn
julkaisemisajankohtana alkuperaista artikkelia ei ole viela julkaistu. Opinnaytetyohon
olennaisesti liittyvat posterit |I0ytyvat taman kirjallisen tyon liitteista, kuten myos Kirjoittajan
kokonaistyon osuus seka tiedote PExA-tutkimuksen kliinisesta kaytosta lasten astmassa.
Alkuperaisen artikkelin suomennoksen tukena on kaytetty tekoalya Turun yliopiston
tekoalylinjauksen mukaisesti (24).

OpinnaytetyOon ohjaajina ovat toimineet Kristiina Malmstrom, Terho Heikkinen seka Maria
Juusela. Juuselan rooli oli toimia PExA-tutkimuksen yhdyshenkilona seka Kirjoittajan
perehdyttdjana ja ohjaajana PExA-tutkimukseen, -laitteistoon seka -naytteiden kasittelyyn.
Malmstromin rooli oli toimia kirjoittajan lahiohjaajana datan kasittelyvaiheessa seka tekstin
kirjoitusvaiheessa. Heikkisen rooli oli ohjata lopullisen kirjallisen tyon valmistumista Turun
yliopiston opinnaytetyon ohjeiden mukaisesti.

Astma on krooninen keuhkosairaus, jolle on ominaista hengitysteiden tulehdus ja
tukkeutuminen. Astman diagnosointi ja astmaa sairastavien oireiden seuranta perustuvat
yha paaasiassa keuhkojen toiminnan mittauksiin ja oireisiin huolimatta siita, etta
astmaattisen tulehduksen biomarkkereiden tutkimus on lisaantynyt.

Hengitysteiden epiteelin ja ulkoisen ympariston valilla sijaitsee limakalvo, joka on nain
ollen kiinnostava kohde astmaattisen tulehduksen tutkimiseen. Uloshengitysilman
partikkelit (particles in exhaled air, PExA) -tekniikka mahdollistaa hengitysteiden
limakalvolta irtoavien partikkelien keraamisen uloshengitetysta ilmasta. limatiehyet
sulkeutuvat seka uudelleenavautuvat normaalissa uloshengityksessa. (1) Pienten
hengitysteiden tukkeutuminen voi puolestaan heikentaa naiden ilmatiehyiden
uudelleenavautumista ja siten vahentaa ulos hengitettavien partikkelien maaraa.
Kerattyjen hiukkasten maaran (2,3) ja luonteen (4) on ajateltu kuvaavan astmaattista
hengitysteiden tulehdusta aikuisilla.

Hengitysteiden limakalvo koostuu paaosin fosfolipideista (80-90 %) ja proteiineista (10-
20 %) (5). Useimmissa PExA-tutkimuksissa on kaytetty entsyymivalitteista
immunosorbenttimaaritysta (ELISA) muutamien ehdokasproteiinien havaitsemiseksi.
Albumiinin pitoisuuksien on havaittu aiemmissa PExA-tutkimuksissa olevan alhaisempia
astmaa sairastavilla aikuisilla kuin terveillda koehenkil6illa (6,7). Albumiinin pitoisuuksien
erosta huolimatta astmaa sairastavilla on raportoitu sekéd korkeampia (7) etta alhaisempia
(6) surfaktantti A (SP-A) -pitoisuuksia kuin terveilla koehenkil6illa.

Proteiinien analysointi nestekromatografia-massaspektrometrilla (LCMS) mahdollistaa
proteiinien objektiivisen tarkastelun. 12 terveen koehenkilon PExA-naytteiden partikkelit
tutkittiin LCMS:lI4, joka havaitsi naytteissa yhteensa 124 erilaista proteiinia. Naista 124
proteiinista SP-A:ta oli runsaimmin, minka jalkeen toiseksi runsaimmin oli seerumin
albumiinia. (5) SOMAscan-proteomiikan alusta (Somalogic Inc.) on uusi menetelma
proteiinien havaitsemiseksi ja se kykenee maarittamaan 1300 ihmisen proteiinia.
SOMAscanilla analysoiduista 10 terveen koehenkilon ja 20 astmaa sairastavan PExA-
naytteista 80 prosentissa havaittiin yhteensa 207 proteiinia (8). Astmaa sairastavilta



I0ydettiin runsaasti yhdeksaa erilaista solun ulkoisiin vesikkeleihin seka synnynnaiseen
immuniteettiin liittyvaa proteiinia. PExA- tekniikalla keratyista ja SOMAscanilla
analysoiduista proteiineista havaittiin proteiinien saatelyhairioita, jotka liittyvat tupakointiin
(9). SOMAscanilla havaittiin 203 erilaista proteiinia ilmatiehyista. Tupakoivilla proteiineja
havaittiin ilmenevan vahemman.

Tassa tutkimuksessa tutkittin PExA-menetelman teknista soveltuvuutta lapsilla (10).
Taman tutkimuksen tarkoituksena oli maarittaa uloshengitysilman partikkeleista
keskeisimpia proteiineja terveilld ja astmaa sairastavilla lapsilla ja verrata saatuja tuloksia
astmaattiseen tulehdukseen.

Tutkimuspopulaatio ja menetelmat

Tama tutkimus suoritettiin Pikkujatti Lasten ja nuorten ladkariasemalla Helsingissa.
Hyvaksynta tahan tutkimukseen saatiin Helsingin yliopistollisen sairaalan eettiselta
toimikunnalta. Lisaksi tahan tutkimukseen saatiin kirjallinen suostumus kaikilta
koehenkil6ilta seka alle 15-vuotiaiden lasten huoltajilta. Suostumuksen liséksi koehenkildt
seka heidan huoltajansa tayttivat kyselylomakkeen, joka koski todettuja allergioita,
edeltavaa sairaushistoriaa, altistumista passiiviselle tupakoinnille, ajankohtaisista
hengitystieoireista ja edellisen neljan viikon aikana sairastettuja hengitystieinfektioita.

Tutkimuspopulaatio

Tutkimuspopulaatio koostui 49 koehenkilosta. Koehenkilot olivat peraisin aikaisemmasta
kohortista, johon kuului 75 lasta. PEXA tehtiin lisatutkimuksena keuhkojen toiminnan
mittausten yhteydessa. Tutkimuspopulaation valinnan vaiheet on kuvattu kuvassa 1.
Mukana oli 18 (37 %) tervetta koehenkilda, joilla ei havaittu poikkeavaa keuhkojen
toiminnassa spirometrialla tai impulssioskillometrialla tutkittuna seka 31 (63 %) lasta, joilla
oli diagnosoitu astma tai tulivat astmaepailyina keuhkojentoimintakokeisiin

(jatkossa "astma”-ryhma). Terveiden verrokkien keski-ika oli 12.5 vuotta (3,3 sd) ja astmaa
sairastavien 10.5 vuotta (2,5 sd). Tutkimuspopulaatiosta 27 (55 %) oli poikia. Atopiaa
kuvattiin neljalla (22 %) terveista verrokeista ja 16 (52 %) astmaa sairastavista.

Alkuperginen joukko n=75

laitteiston aiheuttamaa epdonnistumista, 10 naytteen kasittelyvirhettd kromatografialla tai
massaspektrometrilla

aikana

Lopullinen tutkimusjoukko n=49

Kuva 1. Tutkimuspopulaation valinta. PExA, uloshengitysilman partikkelit



Keuhkojen toiminnan mittaukset

Keuhkojen toimintaa tutkittiin spirometrialla (Vyntus SPIRO, Carefusion, Hochberg, Saksa)
tai impulssioskillometrialla (Vyntus 10S, Carefusion, Hochberg, Saksa) kansainvalisten
ohjeiden mukaisesti (11,12). Kaikilla koehenkilGilla tutkimukset suoritettiin seka
lahtodtilanteessa etta keuhkoputkia avaavan laakityksen (katso alla tarkemmin) annon
jalkeen. Tutkimuksissa spirometrialla arvioitiin keuhkoputkien ahtautumista eli obstruktiota,
keuhkoputkien tilavuutta ja sen mahdollista pienenemista eli restriktiota ja ventilaatio- el
keuhkotuuletuksen hairiota. Naitd kuvaamaan spirometriatutkimuksesta kerattiin parametrit
maksimaallinen vitaalikapasiteetti FVC, uloshengityksen ensimmaisen sekunnin aikainen
tilaavuus FEV1 seka naiden laskennallinen suhde FEV1/FVC. Niille, joille spirometria ei
teknisesti onnistunut tehtiin impulssioskillometria, jossa arvioidaan pienten hengitysteiden
toimintaa heijastavaa arvoa eli hengitysteiden vastusta 5 Hz taajuudella. Keuhkoputkia
avaavaa salbutamolia (Ventoline Evohaler 0.1 mg/annos) annosteltiin Babyhalerin tai
Volumaticin (GlaxoSmithKline) avulla. Salbutalomin annostus oli 0.3 mg alle 10-vuotiaille
lapsille ja 0.4 mg tata vanhemmille. Kaikki keuhkojen toimintaparametrit raportoitiin
absoluuttisina arvoina ja z-arvoina eli keskiarvopoikkeamina Suomen kansallisten
viitearvojen (13—16) mukaan.

PEXxA -menetelma

PEXxA-partikkelit kerattiin suodattimille (10) seka ennen (nayte A) keuhkoputkia avaavaa
laakitysta etta sen jalkeen (nayte B). Keratyt naytteet sailytettiin - 20 °C: ssa.

Nestekromatografia-massaspektrometri (LCMS)

PEXxA-suodattimilla olevat proteiinit alkyloitiin ditiotreitoli (DTT)/jodiasetamidi -kasittelylla ja
pilkottiin trypsiinilla rapigestin lasnaollessa. Supernatantti otettiin talteen, kun taas suodatin
uutettiin 30 % ja 60 % asetonitriilin kanssa 0.1 % trifluorietikkahappoon (TFA), yhdistetyt
supernatantit kuivattiin ja liuotettiin 0.1 % trifluorietikkahappoon. Proteiinit eroteltiin
nestekromatografialla (Easy-nLC 1000) ja eluaatti syotettiin Fusion Lumos Tribrid -
massaspektrometriin, joka oli asetettu DDA-hankintaan MSMS-spektriin proteiinien
havaitsemiseksi. Raakadata kasiteltiin Proteome Discoverer 2.2 -ohjelmalla, ja sita
verrattiin kontaminaatioon seka Swiss-Prot-ihmistietokantaan (versio 20170705). Vain ne
proteiinit hyvaksyttiin, joilla oli vahintaan kaksi tunnistettua peptidia. Hyvaksyttyjen
proteiinien maarat normalisoitiin yksildllisten virtaustilavuuksien mukaan ja nain saatu
osamaara jaettiin viela tuhannella ennen arvojen asettamista logaritmiselle asteikolle.
Liséksi jokaista koehenkilda kohden maaritettiin 50 runsaimmin esiintyvaa proteiinia
jatkotutkimuksia varten.

Tilastot

Terveiden koehenkildiden ja astmaa sairastavien lasten valisen eron arvioimiseksi
kaytettiin jatkuvien muuttujien osalta Mann-Whitneyn U-testia ja Studentin t-testia, kun
taas kategorisille muuttujille maariteltiin Chi-nelié- tai Fisherin testit. Tutkitut muuttujat
olivat kahden suodattimen hiukkasmaarat (a1+b1), kuten PExA mja PEXA m . Erojen
valisten yhteyden arvioimiseksi kaytettiin joko Pearsonin tai Spearmanin korrelaatiota
normaalin tai ei-normaalin jakauman perusteella. P-arvoa <0.05 pidettiin merkittavana.



Tilastolliset analyysit suoritettiin SPSS-ohjelmistolla (Windowsin versio 12.0, Chicago,
USA) ja StatXact 6 -ohjelmistolla (Cytel Software Corp., MA, USA, 2003).

Tulokset

PExA-naytteenotto ja proteiinien kokonaismaara

Keskimaarainen PExA-massa seka uloshengitetyn ilman keskimaarainen tilavuus olivat
merkittavasti suuremmmat terveilla koehenkilbilla astmaa sairastaviin lapsiin verrattuna
seka naytteessa A etta naytteessa B, kuten taulukosta 1 ilmenee. Eri ryhmien valilla ei
ollut merkittavaa eroa proteiinimaarien keskiarvoissa LCMS:lla tutkittuna.

Taulukko 1. PExA-arvot astmaa sairastavilla ja terveilla lapsilla.

Nayte | Terve Astmaatikko | p
Massa, ng A 29.3(29.8) [ 10.1 (10.2) | 0.0019

B 30.4 (30.4) | 10.5(9.50) | 0.0016
Uloshengitetyn ilman tilavuus, | A 52.6 (21.4) | 33.8 (19.7) | 0.0030

B 45.2 (17.5) | 32.3 (15.5) [0.010
Erilaisten proteiinien lukumaara A 245 (33.0) | 252(91.0) |0.26

B 331 (238) | 207 (64.0) |0.014
Proteiinien maara massaspektrometrilla A 5.30 (5.90) | 5.80 (4.10) | 0.37

B 15.4 (42.6) | 5.20 (3.10) [0.74

Taulukon 1 luvut on esitetty keskiarvoina ja keskihajontana. Ng, nanogramma; |, litra. Data
analysoitiin Mann Whitney U -testilla. Nayte A on otettu lahtotilanteessa ja nayte B
keuhkoputkien laajennuksen jalkeen.

Proteiinien tunnistaminen

Tassa tutkimuskohortissa havaittiin kaiken kaikkiaan 1303 erilaista proteiinia. Naytteissa A
erilaisten proteiinien kokonaismaara terveilla koehenkilGilla oli 198 ja astmaa sairastavilla
lapsilla proteiinien kokonaismaara oli 427. Keuhkoputkia avaavan laakityksen annon
jalkeen terveilla koehenkilGilla havaittiin merkittavasti enemman erilaisia proteiineja (1132)
kuin astmaa sairastavilla lapsilla (244), kuvan 2 osoittamalla tavalla. Toisaalta eri
proteiinien maara yksildoa kohti naytteessa A ei eronnut merkittavasti terveilla koehenkililla
(245) ja astmaa sairastavilla lapsilla (252) (p=0.258, Mann-Whitneyn U-testi), kun taas
keuhkoputkia avaavan laakityksen annon jalkeen terveilla koehenkil6illa havaittiin
merkittavasti enemman erilaisia proteiineja (331) yksiléa kohden kuin astmaa sairastavilla
lapsilla (207) (p= 0.014, Mann-Whitneyn U-testi). 1an ja eri proteiinien maarien valilla ei
havaittu korrelaatiota.



A Laht6taso B Keuhkoputkien laajennuksen jéalkeen

932

Terveet Astmaatikot Terveet Astmaatikot

Kuva 2. PEXA- proteiinien maarat Iahtétasolla ja keuhkoputkien laajennuksen

jalkeen. Lahtotasolla proteiinien kokonaismaara oli 437 ja keuhkoputkien laajentamisen
jalkeen 1176. Mitattujen proteiinin kokonaismaara lisaantyi merkittavasti keuhkoputkien
laajennuksen jalkeen. Terveilla proteiinien maara lisaantyi merkittavasti keuhkoputkien
laajennuksen jalkeen, kun taas astmaatikoilla proteiinien maara pieneni. Analyysiin
hyvaksyttiin proteiinit, joissa on enemman kuin yksi peptidi. Kuvassa terveet on merkitty
valkoisella ja astmaatikot tumman harmaalla. Kuvassa vaalean harmaalla on esitetty
proteiinit, jotka esiintyivat seka terveilla etta astmaatikoilla.

Koehenkilbitd kohden maaritettyjen viidenkymmenen runsaimman proteiinin joukosta 10ytyi
130 erilaista proteiinia naytteessa A (113 terveilla ja 111 astmaa sairastavilla) ja 164
erilaista proteiinia naytteessa B (130 terveilla ja 133 astmaa sairastavilla). Kaiken
kaikkiaan 225 erilaista proteiinia havaittiin ja luokiteltiin eri ryhmiin niiden toiminnan tai
alkuperan mukaan: tulehdusproteiineihin, immunoglobuliineihin, entsyymeihin,
kuljetusproteiineihin, solunsisaiseen aineenvaihduntaan, soluliikenteeseen,
hyytymisjarjestelmaan, keratiineihin, tukirankaproteiineihin ja rauhaseritykseen.

Naytteiden A ja B 225: sta erilaisesta proteiinista 77 oli yhteisia. Naista yhteisista
proteiineista 30 maaraltaan runsaimmin esiintynytta on esitetty suuruusjarjestyksessa
taulukossa 2. Albumiinia havaittiin kaikilla kontrolliryhman koehenkilGilla ja astmaa
sairastavilla, kun taas SP-A:ta havaittiin kaikilla kontrolliryhman koehenkiléilla ja 29:11a
(94 %) astmaa sairastavista lapsista. Proteiinien solutukiranka 10, tyypin Il keratiinien,
dermcidiinin, plakoglobiinin ja suprabasiinin ajatellaan olevan peraisin iholta, limakalvoilta
ja hajonneista soluista. Albumiinin seka SP-A:n maara korreloi merkittavasti
kokonaispartikkelimaaran kanssa (r=0.603; p<0.001 and r=0.558; p<0.001, Spearman)
seka normalisoitujen partikkelimaarien osalta (r=0.653; p<0.001 and r=0.614; p<0.001,
Spearman).



Taulukko 2. PExA-mittauksella havaitut tavallisimmat proteiiinit.

Trypsin-1 Desmoglein-1 Alfa-1-antitrypsin
Calmodulin-like-protein 5 Serum albumin Complement C4-A
Immunoglobulin heavy Keratin, type |, cytoskeletal | Immunoglobulin lambda
constant alpha 1 17 constant 2
DENN domain-containing Pulmonary surfactant- Suprabasin
protein 5B associated protein A2
Coronin-1A Lactotransferrin Elongation factor 2
Clusterin Glyseraldehydrate-3- Annexin A2

phosphate dehydrogenase
Polymeric immunoglobulin | Complement C3 Immunoglobulin heavy
receptor constant gamma 2

Taulukossa 2 on esitetty 21 yleisinta PExA-mittauksella havaittua proteiinia.

Iholta, limakalvoilta seka hajonneista soluista peraisin olevat, kontaminantteina pidetyt
proteiinit (Type 1 cytoskeletal 10; Keratin, type | cytoskeletal 9; Keratin, type Il cytoskeletal
2 oral; Keratin, type Il cytoskeletal 5; Keratin, type | cytoskeletal 16; Keratin, type |
cytoskeletal 14; Keratin, type Il cytoskeletal 16; Dermcidin; Junktion plakoglobin), on
poistettu 30 yleisimman PExA-proteiinin joukosta.

Naytteissa A ja B havaitut yhteiset 77 proteiinia jaettiin eri luokkiin niiden toiminnan tai
alkuperan mukaan. Eri toiminnan ja alkuperan mukaisia luokkia olivat: tulehdusproteiinit,
immunoglobuliinit, entsyymit, kuljetusproteiinit, solunsisainen aineenvaihdunta,
soluliikenne, hyytymisjarjestelma, keratiinit, tukirankaproteiinit ja rauhaseritys. Proteiineista
12:ta ilmeni merkittavan runsaasti terveilld kontrolleilla ja viitta proteiinia astmaa
sairastavilla. Niiden jakautuminen eri proteiiniryhmiin on esitetty taulukossa 3.



Taulukko 3. Proteiinien luokat seka eroavaisuudet yleisyydessa.

Terve Astmaatikko

Proteiiniluokka Proteiini A B A+B A B A+B
Tulehdus Surfactant protein A <0.0010

Complement C3 0.033

Complement C4-A 0.0070 0.0070
Immunoglobuliinit Immunoglobulin heavy 0.0020

constant alpha 1

Polymeric immunoglobulin <0.0010

reseptor

Immunoglobulin heavy

constant gamma 3

Immunoglobulin J chain 0.023
Entsyymit Alpha 1-antitrypsin <0.0010

Trypsin-1 0.018 0.011
Kuljetus Serum albumin <0.0010

Hemopexin 0.0010 0.0010 <0.0010

Alpha-2-HS-glykoprotein 0.0040 0.0020
Hyytymisjarjestelma Fibrinogen gamma chain 0.023
Solunsiséinen DENN-domain containing 0.029 0.028
aineenvaihdunta protein 5B

Elongation factor 2 <0.0010 <0.0010

78kDa glucose regulated- 0.023

protein
Keratiinit ja epidermaaliset | Keratin, type I, 0.011
proteiinit cytoskeletal 17
Soluliikkenne
Rauhaseritys

Taulukossa 3 on esitetty eri PExA-proteiinien luokkia seka eroavaisuuksia yleisyydessa
seka terveilla etta astmaa sairastavilla lapsilla. Vain proteiinit, joilla on merkittavat p-arvot,
on esitettyna. Nayte A on otettu lahtotilanteessa ja nayte B keuhkoputkien laajennuksen
jalkeen.

Paatelmat

Tama tutkimus on ensimmainen, joka luonnehtii uloshengitysilman partikkeleiden (PExA)
proteiineja lapsilla. Massaspektrometrialla analysoituna PExA-proteiineja tunnistettiin 1303
eri proteiinia 18:ta terveella ja 31:lla astmaa sairastavalla lapsella. Keuhkoputkia
laajentavan laakityksen annon jalkeen erilaisten proteiinien maara lahes kuusinkertaistui
terveillda. Runsaimmin ilmenevia proteiineja olivat albumiini, SP-A ja DENN, kun taas
puolestaan keratiinien ja sytoskeletaalisten proteiinien erottaminen kontaminaatiosta ja
tulkitseminen naytteen osiksi oli haastavaa. Kullekin koehenkildlle maaritettiin 50
runsaimmin esiintyvaa proteiinia, ja naita runsaimmin esiintyvia proteiineja oli yhteensa
225 erilaista. Naista 12 proteiinia oli merkittavasti runsaammin terveilla koehenkililla ja
viitta proteiinia puolestaan astmaa sairastavilla lapsilla. Nama proteiinit kuuluvat
toiminnallisesti erilaisiin proteiiniryhmiin, kuten tulehdus- ja kuljetusproteiineihin,
immunoglobuliineihin, entsyymeihin, solunsisaiseen aineenvaihduntaan ja keratiineihin.

PExA-proteiinien maara

Tassa tutkimuksessa lapsilta keratyn PExA- massan maara oli selvasti pienempi (1-121
ng) verrattuna aikuisilla tehtyihin tutkimuksiin, joissa on ollut tavoitteena kerata 120
ng/nayte. LCMS mahdollisti kuitenkin jopa 1303 eri proteiinin havaitsemisen 49
koehenkildlta. Aiemmassa LCMS-tutkimuksessa, jossa tutkimuspopulaationa oli 12
tervetta aikuista, paljastui vain 124 proteiinia. Lisaksi kyseisessa tutkimuksessa havaittiin



korkeintaan 80 % samankaltaisuus bronkoalveolaarihuuhtelunesteeseen (BAL), joka
kerattiin pa&osin pienistd hengitysteista (5). Ostling ym. tutkivat PExA- proteiineja
SOMAscan-proteomiikkalaitteistolla ja havaitsivat 1291 eri proteiinia 20: Ita terveelta ja 10:
[t astmaa sairastavalta (8). Naytteista, jotka sisalsivat 120-240 ng PExXA -massaa,
havaittiin 207 erilaista proteiinia 80%: ssa naytteista, ja proteiinikoostumus muistutti BAL-
nestettd (17). Ostling ym. ehdottivat, ettd PEXA sisaltda paaasiassa eritettyja ja
solunulkoisia proteiineja. Vaikuttaa silta, etta PExA- massan maara on lapsilla pienempi,
mutta erilaisten PExXA- proteiinien maara on suurempi kuin aikuisilla. Havainto vaikuttaisi
patevan erityisesti terveilla keuhkoputkia avaavan laakityksen annon jalkeen. Tama
saattaa kuvastaa paikallisen immuunipuolustuksen normaalia kehitysta tai pienten
hengitysteiden luonnollista kasvua lapsilla. Eettisista syista BAL-huuhtelua ei suoritettu
tassa tutkimuksessa, mutta PExA- tekniikka opetettiin huolellisesti ja suoritettiin
asianmukaisesti. Ei ole mydskaan syyta olettaa, etteikd PExA-nayte lapsilla olisi peraisin
pienista hengitysteista.

Yksittaiset proteiinit

Yksittaisten alveoleista peraisin olevien proteiinien, kuten SP-A:n tunnistaminen tukee
ajatusta siita, etta PExA muodostuu ilmatiehyissa. PExA-proteiinit voidaan luokitella eri
ryhmiin niiden toiminnan ja muiden ominaisuuksien perusteella.

Albumiini on tarkea kuljetusproteiini ja silla on merkittdva rooli osmoottisen paineen
aikaansaajana. Albumiini on runsautensa vuoksi ollut PExA:n tutkituin proteiini ELISA:lla.
Keuhkojen epiteliaalisen seka endoteliaalisen suojan lapaisevyydesta johtuen oletimme,
etta seerumin albumiini olisi runsain proteiini. Tama olettamus vahvistui seka terveilla etta
astmaa sairastavilla lapsilla (5), heijastaen plasman proteiinien vuotamista hengitysteihin
(18).

Tassa tutkimuksessa SP-A oli toiseksi runsain proteiini seka terveilla etta astmaa
sairastavilla lapsilla, ja sita oli merkittavasti runsaammin terveilld koehenkildilla
keuhkoputkia avaavan laakityksen annon jalkeen. SP-A:ta tuottavat alveolaariset tyypin Il
solut (19) ollen myos tarkea elimiston puolustukselle ja surfaktantin toiminnalle (20). SP-
A:ta pidetaan potentiaalisena biomarkkerina hengityselinsairauksille, kuten astmalle,
keuhkoahtaumataudille ja keuhkofibroosille (21). SP-A:n havaittiin olevan myds toiseksi
runsain PExA-proteiini terveilla aikuisilla (5). Koca ym. havaitsivat korrelaation puuttuvan
SP-A:n osalta PExA:n ja plasman valilla, mika viittaa siihen, etta plasman SP-A ei
kulkeudu vapaasti keuhkoepiteelin lapi ja toisaalta epiteelin vauriot voisivat nain ollen
aiheuttaa SP-A:n kulkeutumisen verenkiertoon (22). Valitettavasti SOMAscan-
proteomiikan alustalla ei ollut seerumin albumiinia tai SP-A:ta, joten niiden maarista ei ole
tietoa (8). Seka SP-A etta albumiini korreloivat PExA-massaan terveillda koehenkildilla (21).
Alveolaariset tyypin Il solut tuottavat useita komplementtitekijoita (23). Bredberg ym
havaitsivat komplementtitekijoiden olevan yhdeksanneksi suurin ryhma terveilla
koehenkililla (5). Tassa tutkimuksessa komplementtitekijaa C3 oli runsaammin terveilla
koehenkil6illa kuin astmaa sairastavilla lapsilla. Komplementtitekija C3 toimii keskeisena
tulehdusproteiinina komplementtijarjestelmassa. Nain ollen onkin mahdollista, etta astmaa
sairastavilla koehenkilGilla komplementtitekija C3: ta ilmenee vahemman suuremmasta
kulutuksesta johtuen. Samalla tavalla tupakoinnin on havaittu liittyvan alhaisempiin
komplementtitekijoiden 3 ja 5 pitoisuuksiin PExA:ssa (9). Onkin esitetty, etta tupakointi
aiheuttaisi ylimitoitettua komplementin aktivaatiota, mika johtaisi naiden
komplementtitekijoiden kulutukseen ja pitoisuuksien laskuun. Toisaalta tassa



tutkimuksessa havaittiin, etta infektioihin yhdistettya komplementtitekija C4: aa, esiintyi
merkittavasti runsaammin astmaa sairastavilla lapsilla verrattuna terveisiin koehenkiloihin.
Ostling ym. havaitsivat kaiken kaikkiaan 19 eri komplementtitekijaad SOMAscan-
tutkimuksella (8).

Tassa tutkimuksessa neljanneksi runsain proteiiniryhma oli immunoglobuliinit (1g), kuten
IgA, IgG2, Ig lambda ketju 2 seka polymeerinen immunoglobuliinireseptori. IgA,
immunoglobuliinireseptori, IgG3 seka J-ketju havaittiin olevan merkittavasti runsaampia
terveilla koehenkil6illa. Samoin immunoglobuliinien havaittiin olevan PExA-proteiinien
kolmanneksi runsain ryhma terveilla koehenkiléilla (5).

Tassa tutkimuksessa havaittiin monia entsyymeja ja niiden saatelijoita, kuten myos
aiemmin aikuisia koskevissa tutkimuksissa on kuvattu (5). Alfa-1-antitrypsiinia havaittiin
merkittavasti enemman terveilla koehenkiloilla keuhkoputkia avaavan laakityksen annon
jalkeen toisin kuin aiemmassa tutkimuksessa, jossa alfa-1-antitrypsiini oli koholla vain niilla
astmaa sairastavilla potilailla, joilla on vahainen hengitysteiden osallisuus (8). Alfa-1-
antitrypsiini estaa proteolyyttista elastaasientsyymia, ja taman proteaasi-estajan puute on
litetty emfyseemaan.

Tassa tutkimuksessa esiintyi runsaasti solunsisaiseen aineenvaihduntaan osallistuvia
proteiineja, kuten DENN (Differentially Expressed in Normal cells and Neoplasia) -
domeenin proteiinia ja Elon 2: ta. Kolmanneksi runsainta proteiinia DENN:a oli
merkittavasti runsaammin astmaa sairastavilla lapsilla 1aht6tilanteessa. DENN koordinoi
solun sisalla solukalvon lapi tapahtuvaa kuljetusta. Toisaalta proteiinisynteesille tarkeaa
Elon 2 -proteiinia havaittiin vain kahdeksalla terveella koehenkildlla 1ahtdtilanteessa.
Kumpaakaan naista proteiineista ei ole mainittu aiemmissa PEXA -proteomiikan
tutkimuksissa.

Keratiinit ovat tarkeita epiteelisolujen vakauden ja kasvun kannalta. Keratiinit muun
muassa suojaavat soluja ja kudoksia stressilta, saatelevat signaalien vaikutuksia seka
toimivat biomarkkereina tiettyjen elinten sairauksille. Sikidlla keuhkojen kehityksen aikana
keratiinien ilmenemista kuvaa sytokeratiinit 7, 8 ja 18, kun taas toisen kolmanneksen
aikana naiden maara vahenee (24). Tassa tutkimuksessa keratiineja esiintyi runsaasti ja
niiden epailtiin olevan kontaminaatiota suun limakalvolta, ruokatorvesta, iholta, hiuksista
tai kynsista. Solun tukirankaperaisen tyypin | keratiini 17:a havaittiin ilmenevan
merkittavasti runsaammin astmaa sairastavilla kuin terveilla koehenkiléilla. Edella mainitun
proteiinin on liitetty olevan yhteydessa onkogeeniseen signalointireittiin. PExA-
tutkimuksissa keratiineja ei ole aiemmin kasitelty. Tassa tutkimuksessa solun
tukirankaperaisen tyypin | keratiini 10: n, plakoglobiinin, fermciinin ja suprabasiinin
ajateltiin olevan kontaminaatiota. Bredberg ym. pitivat filagriini 2: ta, glyseraldehydi-3-
fosfaattidehydrogenaasia, malignien aivokasvainten 1 proteiinin poistuma-aineita,
desmoplakiinin DPI-isoformia, prolaktiinista riippuvaista proteiinia ja serpiini B1: sta
kontaminaationa (5).

Tutkimuksen rajoitukset

Olemme tietoisia siita, ettad otoskoko olisi voinut olla suurempi. Keradmme vertailuaineistoa
seka terveilta etta astmaa sairastavilta lapsilta. Proteiinien tunnistus taytti luotettavan
tunnistamisen kriteerit eri hakukoneissa, ja tarkemmin maaritetyt proteiinit olivat selvasti
tunnistuskynnyksen ylapuolella. Naytteiden heterogeenisyys havaittiin kuitenkin tassa
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yhteydessa haasteeksi. Joidenkin naytteiden proteiiniprofiili eroaa radikaalisti
keskimaaraisen naytteen proteiiniprofiilia. Viela ei ole selvaa, johtuuko tama
poikkeuksellisesta fysiologisesta tai patologisesta tilanteesta yksilétasolla vai johtuuko
heterogeenisyys artefaktasta PExA-naytteiden keraamisessa, kuten syljen tai muun
eritteen paatymisesta naytteeseen. Naytteiden heterogeenisyys seka PExA-massan suuri
vaihtelu vaikeuttaa kvantifiointia seka arvojen normalisointia.

Johtopaatos

Tama on ensimmainen tutkimus, joka luonnehtii PExA-proteiineja lapsilla. Keratty PExA-
massa oli pienempi kuin aikuisilla. Tutkimuksessa kaytetyt tekniikat mahdollistivat
kuitenkin yli 1300 erilaisen proteiinin havaitsemisen 49 koehenkilosta. Mielenkiintoista on,
etta terveilla lapsilla todettiin vapautuvan enemman PExA-proteiineja keuhkoputkia
avaavan laakityksen annon jalkeen. Lapsilla havaittiin olevan paaosin runsaimmin
esiintyvina proteiineina albumiini, SP-A, komplementtitekijat, immunoglobuliinit seka alfa 1-
antitrypsiini, aivan kuten myos aikuisilla. Joitakin eroja havaittiin terveiden ja astmaa
sairastavien lasten valilla.
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Protein composition in exhaled air in assessment
of asthma in children- a PExA study

Juusela M', Vuori M!, Bergmann U?, Aaltonen V', Katajavuori K!, Laakko E',
Hautaméki A, Myllyld M*, Sarna S3, Meri S¢, Qvist E', Malmstrém K!

INTRODUCTION METHODS

Particles of exhaled air (PExA®)
method is used in research at
several centers in the Nordic
countries and Central Europe.

By collecting impacted particles
that originate from the respiratory
lining fluid we gain information of
different biomarkers, protein and
phopholipids from distal airways.

The overall yield of PExA in
children is lower than that in
adults and the number of PExA is
significantly less in asthmatic
than that in healthy children’.

In earlier studies in healthy adults
120 different proteins eg.
albumin, surfactant protein A (SP-
A), immunoglobulins,
serotransferrins, Clara cell
proteins, enzymes, annexins and
complement factors have been
detected by mass spectrometry?.

Aims of the study: to determine
the major proteins in PExA by
mass spectrometry and to study
the differences in  protein
compositions ~ between the
healthy and asthmatic children.

SUBJECTS

49 randomly selected subjects
(6-18 years) were included: (A)
asthma group (n=31) and (C)
healthy controls (n=18).

*Albumin and surfactant protein A were the most

abundant PExA proteins in children followed by
factors, i

and metabolic proteins.

Lung function was measured.
PExA was assessed as an
additional test at baseline (A)
and after bronchodilation test (B).
A specific breathing technique
was used for collecting the
particles by PExA 1.0 (PExA®,
Sweden). Impacled particles
were collected on two separate
filters. Proteins were alkylated,
digested and separated by
liguidchromatography, detected
by mass spectrometry followed
by search against Swiss-Prot
human database to indentify
proteins with at least two
peptides and FDR =>0.01. The
abundances of accepted proteins
were divided by individual flow
volumes to make values
comparative. Cluster analysis
was conducted, and the protein
distribution  illustrated on a
heatmap.
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Sample A
437 proteins

Sample B
1176 proteins

Figure 1.

From the fifty most abundant
proteins  per  subject 130
different proteins were found in
sample A and 164 in sample B.
The 30 most abundant proteins
are shown in Table 2.*

The mean PEx mass was
significantly bigger in controls
than in asthmatics (30 ng vs 10
ng).

Overall 437 proteins were
detected from samples A, and
1176 proteins after
bronchodilation. (Figure 1.)

Figure 2.

After bronchodilation healthy
controls presented a larger
variety in number of detected
proteins compared to the asthma
group.

From the fifty most abundant
proteins per subject, in all 225
different proteins were detected
of which 77 were common in A
and B samples. Albumin and
trypsin were detected in all
controls and asthmatics whereas
surfactant protein A was detected
in all controls and in 29/31 (94%)
asthmatics.

On the heatmap certain protein
groups were absent in the
asthma samples.(Figure 2.)
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*Except for contaminant proteins, twelve proteins
ware significantly abundant in healthy and four
proteins in asthmatics

This is the first study characterizing PExA proteins in children. The main PExA proteins
were albumin, surfactant protein A, complement factors, immunoglobulins and alfa 1-
CONCLUSIONS antitrypsin. Protein composition differs between the healthy and the asthmatics as

presented on a heatmap. Many proteins are not found with asthma samples. These
differences need further attention.
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Liite 4.
TIEDOTE PIKKUJATIN LAAKAREILLE JA HENKILOKUNNALLE

PExA-menetelmén kliininen kdytté lasten astmassa

PExA-menetelma (particles in exhaled air) on non-invasiivinen menetelma, jonka avulla
saadaan uloshengitysilman partikkeleiden perusteella kerattya tietoa hengitysteiden
perifeerisimmista osista ja siella mahdollisesti ilimenevista inflammatorisista muutoksista.
PEXA on kliinisessa tutkimuskaytdssa seitsemassa eri keskuksessa Euroopassa, mm.
Goteborgin ja Uppsalan yliopistoissa, Karoliinisessa sairaalassa, ja Groningenin
yliopistosairaalassa. Goteborgissa yli 1000 aikuispotilasta on jo tutkittu PExA-
menetelmalla.

PEXA 2.0 laite on ollut tutkimuskaytossa Tapiolan Pikkujatissa kesakuun 2017 lopulta
lahtien. Olemme tehneet ensimmaisen tutkimuksen astman tai astmaepailyn vuoksi
keuhkofunktiokokeisiin tulleesta 40 potilaasta seka 20 terveesta ikavakioidusta
kontrollihenkilosta, ikdjakauma 4-18 vuotta. Tulokset ovat lupaavia ja ensimmaiset
tutkimustulokset esitettiin syyskuussa 2018 European Respiratory Societyn kongressissa,
Uusimmat tulokset on hyvaksytty esitettavaksi 2019 ERS kongressissa syyskuussa.

Uuden menetelman kliinisen kayttoonoton kannalta on nyt tarkea saada riittdvasti PExA-
tutkimuksia tehdyksi ja tietoa taman uuden metodin kliinisesta kaytettavyydesta lasten
astmassa. Jatkamme PExA-naytteiden keraamista Tapiolan PJ keuhkojen
toimintakokeisiin tulevilta lapsilta. Tavoitteena on kerata PExA naytteet 600 lapselta ja
nuorelta samassa suhteessa kuin alkuperaisessa tutkimussuunnitelmassa eli 2/3
astmaatikoilta tai astmaoireisilta ja 1/3 terveilta, aikataulullisesti 31.12 2022 mennessa.
Hoitajat antavat potilaalle ja hanen vanhemmilleen erikseen tiedotteen ja
suostumuslomakkeen tutkimukseen osallistumisesta. HUS lasten ja nuorten sairauksien
eettinen toimikunta on antanut puoltavan lausunnon naytteiden kera@misen jatkamiseen.
Tutkimus on luonnollisesti maksuton.

Uloshengitysilman partikkeleiden mittauksen kesto on arviolta 10-15 min. Muutaman (3)
tavallisen hengityksen jalkeen tutkittava ohjataan pidattamaan hengitysta noin 5 s ajan,
jonka jalkeen tehdaan sisaan- ja uloshengitykset (kaavakuva alla). Perusvaiheen
partikkelimittausten jalkeen henkilo tekee Pikkujatissa kaytdssa olevilla menetelmilla
keuhkojen toimintakokeet, kuten spirometrian tai impulssioskillometrian. PExA-mittaukset
tehdaan perusvaiheessa ja keuhkoputkia avaavan laakkeen ottamisen jalkeen. Lisaksi
selvitetdan potilaiden allergia- ja astmaoireita seka kysytaan vanhempien tupakoinnista.
Tutkimuksien tekemisesta ja laitteista vastaa kliinisen fysiologian erikoislaakari.

Tutkimuksen tekijoina olevat erikoislaakarit LT Maria Juusela, dos LT Kristiina Malmstrom,
dos LT Erik Qvist sekd LK Venla Aaltonen ja 1aak yo Marjut Lehtinen.

Tiedustelut: maria.juusela@pikkujatti.fi; 040-7461526.

Espoossa 5.6.2019 Tutkijalaakarit
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Turun yliopiston Laaketieteellisen tiedekunnan opinnaytetyoni kokonaisuudessaan sisalsi
potilasaineiston demografian kuvaamista ja taulukointia, PExA-mittausten tekemista
lapsilla, PexA-naytteiden kasittelya seka massaspektrometriatulosten jarjestamista
jarkevaan kasittelymuotoon. Tarkemmat massaspektrometriatulosten analysoinnit tehtiin
yhteistydssa emeritus professori Seppo Sarnan kanssa, Helsingin yliopiston
kansanterveystieteen laitokselta. Tuloksista julkaistaan artikkeli “Particles in exhaled air —
protein analyses”, jossa olen toisena kirjoittajana. Alkuperaista artikkelia ei viela ole
julkaistu, joten tama opinnaytetyon kirjallinen osuus on suomennos alkuperaisesta
artikkelista siina vaiheessa, kun se on syyskuussa 2024 ollut.

Lisaksi osallistuin liitteina oleviin postereihin (huom. entinen Lehtinen, nykyisin Vuori) seka
olin tutkimusryhmamme mukana esittelemassa tutkimustamme ERS kongressissa vuonna
2019.



