-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byff CORE

provided by Helsingin yliopiston digitaalinen arkisto

Pro gradu -tutkielma

Vetysyanidin pitoisuus diabeetikoiden ja terveiden
ihmisten uloshengitysilmassa

HELSINGIN YLIOPISTO

Matemaattis-luonnontieteellinen tiedekunta
Kemian laitos

Fysikaalisen kemian laboratorio

Mirva Skytta 27.1.2013


https://core.ac.uk/display/14928758?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Sisdlto

1 Johdanto

Keuhkojen toiminta ja kaasujen vaihto

Hengitysanalyysin menetelmista

3.1 Naytteenottossa huomioon otettavia tekijoita . . . . . . . . ... . ...

3.2  Analyyttiset tekniikat . . . .

3.2.1 Massaspektrometriset ja kromatografiset tekniikat . . . . . . ..

3.2.2  loniliikkuvuusspektrometria, IMS . . . . .. ... ... ... ..

3.2.3 Elektroniset sensorit

3.2.4 Laserspektroskopia .

3.2.5  Ontelovaimenemisspektroskopia, CRDS . . . . . . .. .. .. ..

4 Kliinisid hengitystesteji

5 Vetysyanidi hengitysilmassa

6 Diabetes
6.1 Diabetes ja hengitysanalyysi

7 Kokeelliset menetelmit
7.1 Koehenkilot . . .. ... ..
7.1.1 Kontrollit . . .. ..
7.1.2 Diabeetikot . . . ..
7.2 Naytteenotto . . . . . ...

7.3 Ontelovaimenemisspektrometri . . . . . . . . .. .. ... ... ... ..

7.4 Spektrometrin herkkyys . .

7.5 Mittaustulosten analysointi

8 Tulokset

9 Yhteenveto ja johtopaitokset

15
15
18
18
23
24
25
31

34

40

44
45

47
47
47
48
50
52
25
26

59

63



Kuvat

] Numero \ Kuvaus \ Sivunumero
1 Hengityselimiston tarkeimmét osat [12] 9
2 Keuhkorakkulat [13] 9
3 Ekspirogrammi kaasulle, joka vaihtuu keuhkorakkuloissa | 14
4 Vesimolekyylin symmetrinen ja epdsymmetrinen veny- | 28
tys [39]
5 CH-ryhmén kulmataivutukset [39] 28
6 Ontelovaimenemisspektroskopian perusperiaate 32
7 Kaaviokuva koelaitteistosta 53
8 Esimerkkispektri sovituksineen 54
9 Kontrollihenkil6iden HCN-konsentraatiojakauma 61
10 Diabeetikoiden HCN-konsentraatiojakauma 61
Taulukot
’ Numero ‘ Kuvaus ‘ Sivunumero
1 Sahkomagneettinen spektri [15] 26
2 Analyyttisten menetelmien vertailua 35
3 Yhteenveto kontrollihenkilGista 48
4 Yhteenveto diabeetikoista 50
5 Kontrollihenkiliden tulokset 59
6 Diabeetikoiden tulokset 60
Lyhenneluettelo
] Lyhenne \ Sanoista \ Suomennos
AOM acousto-optic modulator akusto-optinen modulaattori
ATP adenosine triphospate adenosiinitrifosfaatti
BS beamsplitter siteenjakaja
CALOS | cavity leak-out absorption spect-
roSCopy
CEAS cavity  enhanced  absorption
spectroscopy
CI chemical ionization kemiallinen ionisaatio
CRDS cavity ring-down spetroscopy ontelovaimenemisspektroskopia
ECDL external cavity diodelaser ulkoisen ontelon diodilaseri
EI electron impact ionization elektroni-ionisaatio




Lyhenne \ Sanoista

\ Suomennos

FAB fast atom bombardment nopeilla atomeilla pommitus
FDA United States Federal Drug Ad- | Yhdysvaltain  elintarvike-  ja
ministration laakintavirasto
FIR far infrared radiation kaukoinfrapunaséteily
FSR free spectral range vapaa spektrialue
GC-MS gas chromatography-mass spect- | kaasukromatografi-
rometry massaspektrometri
HbA;. glycosylated haemoglobin sokerihemoglobiini
hsCRP high-sensitivity C-reactive pro- | C-reaktiivinen proteiini
tein
ICOS integrated cavity output spect-
roSCopy
IMS ion mobility spectrometry ionilitkkuvuusspektrometria
MDALgot | minimum detectable absorption | pienin havaittavissa oleva absorp-
loss in a single shot tio yhdellda vaimenemisella
MFC mass flow controller massavirtaussiadin
MIR mid infrared radiation keski-infrapunaséteily
m/z mass per charge ratio massan ja varauksen suhde
NIR near infrared radiation ldhi-infrapunaséteily
Ol optical isolator optinen eristéja
PA Pseudomonas aeruginosa
PBTK physiologically based toxicokine- | fysiologiaan perustuva toksikoki-
tic modeling neettinen malli
ppb parts per billion miljardisosa
ppm parts per million miljoonasosa
ppt parts per trillion triljoonasosa
PTR-MS | proton transfer reaction mass | protoninsiirtoreaktio-
spectrometry massaspektrometria
QD quadrupole kvadrupoli
ROS reactive oxygen species reaktiivinen happiyhdiste
sHDL high-density lipoprotein veren hyvé kolesteroli
SIFT-MS | selected ion flow tube mass spect-
rometry
sKOL total cholesterol kokonaiskolesteroli
sKkREA creatine kreatiniini
SPME solid phase microextraction kiintedfaasimikrouutto
sTG triglyseride triglyseridi
TOF time-of-fligth lentoaika
VOCs volatile organic compounds haihtuvat orgaaniset yhdisteet
WHO World health orginization Maailman terveysjéarjesto




1 Johdanto

Hengitysanalyysin juuret ulottuvat antiikin Kreikan ajoille, jolloin tiedettiin, etté tiet-
tyjé sairauksia voidaan tunnistaa uloshengityksen hajun perusteella. Nykyaikainen
hengitysanalyysi alkoi 1970-luvulla, jolloin Pauling yhteistyokumppaneineen onnistui
madrittaméadn yli 200 yhdistettd ihmisen uloshengitysilmasta kaasukromatografian avul-
la [1]. Hengitysanalyysid on sovellettu esimerkiksi erilaisiin altistustutkimuksiin, alko-
holin kayttoon liittyvéén lainvalvontaan ja elimiston itsensd tuottamien (endogeenis-
ten) yhdisteiden tutkintaan. Endogeeniset yhdisteet saattavat liittyd muun muassa sai-
rauksiin. Sairauksien toteamiseen ja hoitamiseen kéytetdédn esimerkiksi isotooppimer-
kittya yhdistetté, jonka erittymista hengitysilmaan seurataan [2]. Monesti bakteerivil-
jelmén yldpuolisen hoyrytilan koostumuksen tai ihon erittdmien kaasujen mittaaminen

luetaan myos hengitysanalyysin osa-alueiksi.

Keuhkojen tehtédvand on toimia kaasujen vaihtajana elimiston ja ympériston
vélilla. Tarkeimpiéd keuhkoissa vaihtuvia kaasuja ovat happi ja hiilidioksidi, jotka liit-
tyvat padasiassa soluhengitykseen. Verenkierron mukana kulkee monia muita kaasuja,
jotka erittyvat keuhkoista uloshengitettiavain ilmaan. Uloshengityksessé olevan yhdis-
teen osapaineen ajatellaan vastaavan suoraan yhdisteen osapainetta veressé [3]. Tassd
mielessd uloshengitysilma kertoo elimiston tilasta. Sen mittaaminen on verikokeisiin
verrattuna elimistoon kajoamaton tapa tarkastella kehomme tilaa. Uloshengitysilma

on ainutlaatuinen, koska sité voidaan kerété rajattomia méaria.

Hengitysnéytteenotto on yksinkertaista, mink& vuoksi jopa potilas itse osaa kerédté
oman hengitysnaytteensi. Yhdisteen osapaineen suhde veren ja uloshengitysilman valilla
on kuitenkin todellisuudessa monimutkainen riippuen siité, misséd hengityselimiston
osassa tutkittavat kaasut vaihtuvat. Vaihtumisen tapahtumapaikka riippuu padasiassa
yhdisteen vesiliukoisuudesta [3], miké puolestaan maaraa sen, miten niyte tulisi kerdta.
Hengitysanalyysin kehittymistd hidastaa myo6s uloshengitysilmaan erittyvien yhdistei-

den biokemiallisen alkuperdn ymmértdminen.

Oikeanlaisen néytteenoton lisdksi uloshengityksen mittaaminen vaatii toistetta-

via ja luotettavia mittauksia, joissa uloshengitysilman suuri vesipitoisuus ei aiheuta



ongelmia. Laitteiden soveltaminen kenttdtutkimukseen (esimerkiksi sairaaloissa) vaa-
tii niiltd myds hyvéaa herkkyytta, selektiivisyyttéa ja nopeutta, helppokéyttoisyytta ja
kannettavuutta tai liikuteltavuutta sekéd edullisia hankinta- ja kédyttokuluja. Néiden
kaikkien ominaisuuksien toteuttavan laitteen keksiminen olisi teoriassa lapimurto hen-
gitysanalyysille, mutta kaytdnnossd vaikea toteuttaa. Nyky#ddn voidaankin ajatella,
ettd erilaiset laitteistot tdydentavit toisiaan jokainen omilla hyvillda ominaisuuksillaan.
Téssé tutkielmassa vertaillaan viime vuosina kaytetyimpia hengitysanalyysiin soveltu-
via mittalaitteita, niiden sovelluksia sekéd heikkouksia ja vahvuuksia hengitysanalyysin
kannalta. Kéytetyimmét menetelmét perustuvat useimmiten massaspektrometriaan,

kromatografiaan tai absorptiospektroskopiaan.

Asetonin hedelméinen haju hengityksessa liitetddn usein diabetekseen [4]. Diabe-
testa sairastavien lukumédra on jatkuvassa kasvussa ympéri maailmaa, minké vuok-
si hengitysanalyytikot ovat kiinnittédneet diabetespotilaiden hengitysilman tutkimiseen
aiempaa enemmén huomiota. Diabetes on krooninen aineenvaihdunnan héirio, jossa in-
suliinin tuotanto on joko kokonaan lakannut tai sen kéytto elimistossé on héiriintynyt
[5]. Insuliinitoiminnan héiriintyminen kasvattaa veressd olevan glukoosin méérid, silld
insuliini edistdéd veren glukoosin siirtymistéd soluihin. Suurin osa tdh&n mennessé teh-
dyistd diabetekseen liittyvistd hengitysanalyysikokeista onkin pyrkinyt etsimién hen-
gitykseen erittyvien yhdisteiden ja veren glukoositasojen vélisia korrelaatioita. Néiden
kokeiden avulla on haettu veren glukoosin mittaamiseen vaadittavalle verikokeelle vaih-

toehtoista, kehoon kajoamatonta menetelméa.

Hoitamattomana diabetes voi johtaa moniin komplikaatioihin, joita hengitysa-
nalyytikot ovat tutkineet vield vdh&n. Esimerkiksi iho- ja pehmytkudosinfektiot ovat
yleisempid ja haitallisempia diabeetikoilla kuin terveilld ihmisilla [6]. Diabetes on muun
muassa yksi riskitekijoista Pseudomonas aeruginosa -bakteerin (PA) aiheuttamille in-
fektioille [7]. Tiettyjen PA-bakteeriviljelmien ylapuolisesta hoyrytilasta on mitattu ve-
tysyanidia [8], jota voidaan my0s havaita pieniné pitoisuuksina terveiden ihmisten ulos-

hengitysilmassa [9].

Tutkielman kokeellisessa osuudessa mitattiin diabeetikoiden ja terveiden ihmis-



ten uloshengitysilman vetysyanidipitoisuuksia. Osalla diabeetikoista oli jonkin asteinen
munuaisvaurio, johon saattaa liittyd PA-bakteerin aiheuttama infektio. Mittausmene-
telména kaytettiin laserspektroskopiaan perustuvaa ontelovaimenemisspektrometriaa
(engl. cavity ring-down spectrometry, CRDS). CRDS- menetelmén vahvuuksia ovat sen
kyky reaaliaikaiseen on-line -mittaamiseen ja suuri herkkyys. CRDS on my6s hyvéksi
todettuja massaspektrometrisia menetelmié edelld kehityksessé, koska siitd on jo ole-
massa erilaisia kannettavia malleja, joiden ylldpitokustannukset ovat pienié. Lisdksi
se on kaytettavyydeltddn yksinkertainen, mink& vuoksi se sopisi esimerkiksi sairaa-

laymparistoon kaytettaviksi.



2 Keuhkojen toiminta ja kaasujen vaihto

Sisdanhengitettivissa ilmassa on pédasiassa typped, happea ja jadméapitoisuuksina mo-
nia muita kaasuja. Uloshengitysilmassa on puolestaan prosenttipitoisuuksia happea,
hiilidioksidia ja vettéd sekd jadmépitoisuuksina lukuisia haihtuvia yhdisteita [10]. Kun
kaasun pitoisuus on tilavuuden biljoonasosa (engl. parts per trillion, ppt), miljardis-
osa (engl. parts per billion, ppb) tai miljoonasosa (engl. parts per million, ppm), pu-
hutaan jaamapitoisuuksista. Jadmakaasujen méaara ja laatu vaihtelee paljon ihmisten
vélilla ja alkuperé voi olla joko endogeeninen tai eksogeeninen. Endogeeniset yhdisteet
ovat perdisin verenkierrosta, hengitysteistd tai suuontelosta, joihin yhdisteet ovat jou-
tuneet esimerkiksi eri elimien aineenvaihdunnan seurauksena. Ne voivat olla peréisin
myo6s elimiston ulkopuolisista eli eksogeenisisté ldhteistd, kuten ruuasta, juomasta tai
sisédnhengitetystd ilmasta. Endogeeniset yhdisteet uloshengitysilmassa voivat heijas-
taa elimien normaalia tai epdnormaalia toimintaa, kun taas eksogeenisten yhdisteiden

avulla voidaan tutkia muun muassa viimeaikaista altistumista erilaisille yhdisteille.

Keuhkojen pédasiallinen tehtédva on tuoda elimisto6mme happea ja poistaa so-
luhengityksessé syntynyttéa hiilidioksidia. Happea tarvitaan solujen mitokondrioissa,
joissa esimerkiksi glukoosi hapettuu hapen avulla energian lahteené kaytettéaviksi ade-
nosiinitrifosfaatiksi (engl. adenosine triphosphate, ATP). Téssé niin sanotussa soluhen-
gityksessé syntyy samalla hiilidioksidia, joka kuljetetaan verenkierron mukana takaisin
keuhkoihin. Hengityselimisto (kuva 1) koostuu yldhengitysteisté eli sieraimista, nielus-
ta, kurkunkannesta, henkitorvesta ja kurkunpéista seké alahengitysteista eli henkitor-

vesta, keuhkoputkista ja keuhkorakkuloista (kuva 2) [11].

Hengittdminen tapahtuu joko suun tai nenén kautta. Suu- tai nendontelossa hen-
gitysilma sekoittuu, ldmpenee ja kostuu. Hengittdmistapahtumaan siséltyy nelja eri
vaihetta: sisdédnhengitys, kaasujen vaihto keuhkojen ja veren vélilld sekd kaasujen vaih-
to veren ja kudosten vélilla ja uloshengitys. Kaasujen vaihtoa kontrolloivat konvektio ja
diffuusio, yhdisteen vesiliukoisuus, energian ja massansiirtolait sekéd kemialliset reak-
tiot [11]. Konvektio tarkoittaa kulkeutumista massan mukana ja diffuusio kulkeutu-
mista hiukkasten sisdisen energian vaikutuksesta. Konvektio voi tapahtua joko avaruu-

dellisten tiheysgradienttien tai ulkoisen hydrostaattisen paineen vaikutuksesta. Se voi
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Kuva 1: Hengityselimiston térkeimmét osat [12].

- Keuhkorakkulat

Kuva 2: Keuhkorakkulat [13].

olla joko laminaarista tai turbulenttia. Laminaarisessa virtauksessa kaikki komponentit
virtaavat samaan suuntaan ja turbulentissa satunnaisesti kaikkiin suuntiin. Konvektio

kuljettaa kaasuja millimetreista metreihin [11].

Konvektion lisdksi kaasuja kuljettaa diffuusio. Diffuusiossa kulkeutuminen ta-

pahtuu suuren pitoisuuden suunnasta pienen pitoisuuden suuntaan. Kokeellisesti on



osoitettu, ettéd diffuusiolle péitee Fickin ensimmaéinen diffuusiolaki [11]:

dN
J=—-D— 1
dZ ) ( )

missi J on kaasun vuo (yksikké ml s™! em™!), D on diffuusiokerroin (yksikkd cm?/s),
N on molekyylien lukumaééara tilavuusyksikkééd kohden ja z virtaussuunta. Kaasun kon-
sentraatio riippuu sen osapaineesta ja liukoisuudesta. Fickin laki pétee laimeille liuok-
sille ja diffuusion kuljettama matka on mikroneista millimetreihin [11]. Diffuusiokerroin
kertoo, kuinka helposti molekyyli lapéisee kudoksen. Mité suurempi diffuusiokerroin on,

sen helpommin molekyyli lap&isee hengitysteiden kudoksen.

Kaasuseoksessa jokaisen kaasun osapaine on suoraan verrannollinen konsentraa-
tioon. Se, kuinka paljon kaasua siirtyy verenkierron mukana kudoksiin, riippuu veren-
kierron ja hengityksen nopeudesta, syddmen tehokkuudesta ja kaasun konsentraatiosta
veressé. Siirtymiseen vaikuttavat myos erittyvan molekyylin fysikaaliset ja kemialliset
ominaisuudet, kuten polaarisuus ja jakautumiskerroin ilman ja veren vélilla [3]. Esi-
merkiksi rasvaliukoiset molekyylit saattavat varastoitua kudoksiin ja olla erittymétta
hengitysilmaan. Happi ja hiilidioksidi liukenevat huonosti vereen ja niilla kummallakin
on omat siirtomekanisminsa veressa. Suurin osa hapesta sitoutuu veren punasolujen
hemoglobiiniin, joka koostuu neljédsta rautaa siséltédvasta rengasrakenteesta. Hiilidiok-
sidin siirtyminen on huomattavasti monimutkaisempaa. Se kulkeutuu veressa kolmessa
eri muodossa: liuenneena plasmaan, sitoutuneena hemoglobiiniin ja bikarbonaattina

plasmassa [14].

Keuhkoissa vaihtuu hapen ja hiilidioksidin liséiksi myos monia muita kaasuja.
Monesti kaasun osapaineen suhde hengityksessd ja veressd on monimutkainen riip-
puen siitd, misséd kaasujen vaihto tapahtuu. Kaasujen vaihdon sijainti riippuu voimak-
kaasti kaasun liukenevuudesta veteen ja siten vereen, mitd voidaan kuvata vesi-ilma-
jakautumiskertoimella, silla kudokset ja veri ovat pédasiassa vettd. Jos yhdisteen ja-
kautumiskerroin veden ja ilman vélilla on yli 500, puhutaan hyvin vereen liukenevasta
kaasusta. Jos taas jakautumiskerroin on alle yhden, kaasu on huonosti vereen liukene-

va. [11]
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Kaasun osapaineen ja nestekonsentraation vélilld on Henryn lain mukainen line-

aarinen riippuvuus [15]:

missd p; on kaasun i osapaine (yksikk6 mmHg), H Henryn lain vakio (yksikké mmHg
1 mol™" ) ja C; konsentraatio (yksikké mol 17'). Liukoisuus riippuu voimakkaasti
lampotilasta: lampotilan kasvaessa liukoisuus laskee. Hengitysteiden lampdotila vaih-
telee huomattavasti sisdén- ja uloshengityksen vélilla veden haihtumisesta johtuen,
mika vaikuttaa kaasun liukenevuuteen hengitysteisséd. Huonosti vereen liukenevat yh-
disteet (esimerkiksi etaani ja syklopropaani) vaihtuvat lihinnd keuhkorakkuloissa ja
hyvin vereen liukenevat (esimerkiksi etanoli ja metanoli) hengitysteissd. Liukenevuu-
deltaan naiden véliin sijoittuvat yhdisteet (esimerkiksi asetoni) vaihtuvat osittain hen-

gitysteissd ja osittain keuhkorakkuloissa. [11]

Kaasua sanotaan reaktiiviseksi silloin, kun se reagoi kemiallisesti esimerkiksi hen-
gitysteiden kanssa. Muutoin kaasu on inertti. Yksinkertainen tapa kuvata inertin kaa-

sun konsentraation suhdetta veren ja hengitysilman vililli on Farhin kehittdmaé:

Yac; + G,
Cy = Qe -
Va !

/\b:ilma + a

(3)

missi C'4 (yksikkoé pg 171) on yhdisteen konsentraatio keuhkorakkuloissa, joka vas-
taa siis mitattavaa konsentraatiota ja Cr (yksikkd pg 171) on yhdisteen konsentraatio
sisddnhengitettivissa ilmassa [16]. Yhtalo ilmaisee siis, ettd inertin kaasun konsent-
raatio keuhkorakkuloissa riippuu yhdisteen konsentraatiosta veressd C, (yksikko pg

171), yhdisteelle ominaisesta veren ja ilman vélisestd jakautumiskertoimesta Apjma ja
Va
Qc’
tuuletusnopeus ja Q. (yksikkd 1 min~') syddmen tehokkuus.

ventilaatio-perfuusio-suhteesta missé Vy (vksikkd 1 min~!) on keuhkorakkuloiden

Keuhkojen limakalvot ja veri muistuttavat fysiko -kemiallisilta ominaisuuksiltaan
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vetté [3]. Siksi hyvin vereen liukenevat kaasut vaihtuvat hengitysteissé, jossa kaasujen
vaihto riippuu muun muassa hengitysteiden lampotilasta, keuhkoputkien verenkierros-
ta, hengitystavasta ja jakautumiskertoimesta. Vesiliukoisten molekyylien konsentraatio
pienenee uloshengityksessd matkalla keuhkorakkuloista yldhengitysteihin, minka vuoksi
konsentraatio veressa on suurempi kuin hengityksestd mitattava konsentraatio. Hengi-
tysnopeutta ja -tilavuutta kasvattamalla voidaan vahentda molekyylien vuorovaikutus-
ta hengitysteiden kanssa, jolloin hengityksen loppuosa kuvastaa paremmin todellista

keuhkorakkuloissa olevan yhdisteen méaaraa.

J. King yhteistyokumppaneineen [3] ehdottaa, ettd vesiliukoisen yhdisteen kon-
sentraation arvioimiseen uloshengitysilmassa kannattaa kayttaa isotermista uudelleen-
hengitysté, jotta yhdisteen pitoisuuden aliarviointi voidaan valttaé. Isotermisessé uu-
delleenhengityksessd uudelleenhengitettaviad ilmaa lammitetdén, jotta hengitysteiden
pinnat lampenevit, minka jélkeen samaa ilmaa hengitetdéin uudelleen. He arvioivat,
etté esimerkiksi vesiliukoisen metanolin konsentraatiota aliarvioidaan kertoimella 1,5,
jos néyte otetaan perinteiseen tapaan. He ehdottavat, ettd hengitysteissd tapahtuva
kaasujen vaihto voidaan huomioida jakamalla keuhkot erikseen keuhkoputkia ja keuh-

korakkuloita kuvaaviin osiin.

Matemaattinen malli vesi- ja veriliukoiselle yhdisteelle poikkeaa Farhin kehit-

tdmistd. Yhdisteen pitoisuus keuhkoputkissa Ch,, (vksikkd ug 171) voidaan arvioida

yhtalslli:
oC1+ C.
Cbro — Tb oI a , (4)
Z<T) )\b:ilma + Tbro
MISSa Ty = qbVAQ liittyy keuhkoputkien ventilaatio-perfuusio suhteeseen [3]. Yhdis-

teelle ominainen verenkierron osuus keuhkoputkiin g, on likimain 0,01. Cy (yksikko
pg 171) on yhdisteen konsentraatio sisdénhengitettiviissd ilmassa, C, (yksikko pg 171)

valtimoissa olevan yhdisteen konsentraatio ja termi z(7')Ap.ima Kuvaa hengitysteissa

Alimakalvo:ilma (T)
Alimakalvo:ilma (370 C)

sisdltdd muutokset yhdisteiden liukenevuudessa hengitysteiden limakalvoille ja keuhko-

tapahtuvan kaasujen vaihdon lampétilariippuvuutta. Kerroin z(7") =

12



putkien vereen keskiméiriisen lampotilan 7' funktiona. Yhtdlo (4) olettaa, ettd mitat-
tava konsentraatio heijastaa keuhkoputkien konsentraatiota ja péatee vain vesiliukoisille
yvhdisteille. Liséksi oletetaan, ettéd limakalvojen fysiko -kemialliset ominaisuudet muis-
tuttavat veden ominaisuuksia, minkd vuoksi Ajmakalvo:ilma VOidaan arvioida vastaavan

vesi-ilmajakautumiskertoimen avulla.

Keuhkoissa ja hengitysteisséd vaihtuvien kaasujen erot voidaan havaita niiden eks-
pirogrammeista [17]. Keuhkorakkuloissa vaihtuvan kaasun ekspirogrammi on kuvassa 3.
Siitd nahdéan, ettd vaiheessa I ei ole tutkittavaa kaasua. Tatéd aluetta kutsutaan keuh-
kojen kuolleeksi tilavuudeksi. Nopeasti nouseva vaihe 11 kuvastaa siirtyméa kuolleesta
tilavuudesta keuhkorakkuloissa olevaan ilmaan ja vaiheessa III havaitaan kaasut, jotka
ovat vaihtuneet keuhkorakkuloissa. Mittaamalla hengityksesté vain tdma osa, saadaan
arvio kaasun osapaineesta keuhkorakkuloissa. Kaasulle, joka vaihtuu hengitysteissa,
ekspirogrammi on hieman erilainen. Siitd nimittdin puuttuu kokonaan vaihe I, silld jo
hengitystiet osallistuvat kaasujen vaihtoon. Kuvassa 3 oleva ekspirogrammi poikkeaa
normaalista, silld normaalin ekspirogrammin huippu on ldhes vaakasuora, mutta tédsséa
huipun kulmakerroin on suuri. Tdmé& johtuu siitéd, ettd kuvan tekemiseksi uloshengi-

tystd on hidastettu, jolloin keuhkorakkulat tyhjenevit epétasaisesti.

Normaalin terveen ihmisen hengitysnopeus on noin 12 - 20 kertaa minuutissa.
Hengitysnopeuteen vaikuttavat esimerkiksi terveydentila, ikéd, tupakointi, rasitus ja
painoindeksi. Keuhkojen normaali tilavuus vaihtelee puolestaan fyysisestd kunnosta,
sukupuolesta, etnisestéd taustasta ja idsté riippuen. Miehilld maksimitilavuus eli vitaa-
likapasiteetti on noin 6 litraa ja naisilla 4,2 litraa. Levossa ihminen ei hengittéessdén
kaytéa laheskddn koko osuutta keuhkojen kokonaiskapasiteetista. Keskiméérin miehet
hengittavat 600 millilitraa ja naiset 500 millilitraa yhdelld siséén- tai uloshengitysker-
ralla. Sisdén- ja uloshengitettyd tilavuutta voidaan mitata spirometrilla. Hyperventi-
loinnista puhutaan silloin, kun henkil6 hengittda tarpeettoman nopeasti, minké vuoksi
hengityksen hiilidioksidipitoisuus kasvaa. Hypoventilaatiossa henkilo ei puolestaan ky-

kene hengittdméaén riittdvésti varmistaakseen elimiston tarvittavan kaasujenvaihdon.

Kuten edeltd voi huomata, taytyy hengitysanalyysissd ottaa huomioon lukuisia
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Kuva 3: Ekspirogrammi kaasulle, joka vaihtuu keuhkorakkuloissa. Ekspirogrammin
huippu poikkeaa normaalista, silld normaalisti huippu on ldhes tasainen. Kuvan poik-
keuksellinen kdyttdytyminen johtuu siité, etta piirroksen tekemiseksi uloshengitysté on
pidennetty, minké vuoksi keuhkorakkulat tyhjenevét epétasaisesti.

tekijoita. Esimerkiksi tutkittavan yhdisteen eksogeeniset ldhteet, yhdisteen kemialliset
ja fysikaaliset ominaisuudet, kaasujen vaihdon sijainti, hengitystapa ja néytteen anta-
jan fysiologia ovat oleellisia tekijoitd. Monet yhdisteet saattavat muun muassa esiin-
tyéd jopa uloshengitysilmaa korkeampina pitoisuuksina sisddnhengitettivissa ilmassa,
minké& vuoksi ei voida varmuudella sanoa uloshengityksessa olevan yhdisteen alkuperaé.
Toisaalta jokin yhdiste voi syntyéd monissa erilaisissa elimiston toiminnoissa tai esiintyy
hengitysilmassa niin pienené pitoisuutena, ettd vain nykyajan herkimmaét laitteet pys-
tyvat havaitsemaan sen. Seuraavassa kappaleessa esitelldédn erilaisia hengitysnaytteen
kerdystapoja, niissé huomioon otettavia asioita sekéd hengitysanalyysiin sopivia laittei-

ta.
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3 Hengitysanalyysin menetelmista

3.1 Néaytteenottossa huomioon otettavia tekijoita

Hengitysnéytetta otettaessa keuhkot jaetaan yleensé kahteen erilaiseen toiminnalliseen
osaan: 1) kuollut tilavuus ja 2) keuhkorakkuloiden tilavuus [18]. Kuolleeseen tilavuu-
teen kuuluvat suu, neni, nielu, henkitorvi ja keuhkoputket (katso kuva 1). Kuollut
tilavuus on uloshengityksen alkuosa eli noin 150 millilitraa. Loppuosa uloshengityk-
sestd eli noin 350 millilitraa on niin sanottu keuhkorakkuloiden tilavuus, joka tulee
keuhkoissa olevan veren ja ilman véliseltd pinnalta. Riippuen tutkittavasta molekyy-
listd, kuollut tilavuus voi joko aiheuttaa kontaminaatiota ja laimentaa néytetta tai olla

tutkimusten kannalta valttdméaton.

Koska uloshengitysilma ei ole homogeenista, taytyy nédytteenottotapaan kiin-
nittda erityistd huomiota. Naytteenkerdykseen ei kuitenkaan ole yksiselitteistd tapaa,
sillé jokaiselle yhdisteelle tai yhdisteryhmaélle pitéisi olla omat nédytteenkerdaykseen liit-
tyvat ohjeistuksensa. Ohjeistuksien avulla voidaan vertailla eri laboratorioiden hengi-
tysndytteiden ottoa ja analysointia. Risby ja Solga [10] ehdottavat, ettd yhden hengi-
tyskerran kerdamiseen kéytettéisiin samaa menetelméé kuin American Thoracic Socie-
ty/European Respiratory Society kdyttaa typpioksidin on-line-méérittdmiseen hengi-
tyksesta [19]. Menetelmé on kuitenkin kyseenalainen keuhkorakkuloissa vaihtuvan kaa-
sun kerdyksessé, silld typpimonoksidia muodostuu ldhinnéd hengitysteissa eikd muissa
elimissé [20]. My6s hengitysanalyysin tuloksien ilmaisemiseen pitéisi olla yksimieli-
nen standardisoitu tapa. Hengitysanalyyseissd tuloksia on ilmoitettu esimerkiksi yk-

sikottomind pitoisuuksina (kuten %, ppm, ppb ja ppt) ja mooleina litrassa.

Hengityksessd olevien yhdisteiden pitoisuudet vaihtelevat eri yksildiden valilla
riippuen esimerkiksi hengitysnopeudesta, iésté, sukupuolesta, painoindeksisté, ruoka-
valiosta, fysiologiasta ja sairauksista [10]. Helpoin ja yleisin néytteenottotapa on kerita
sekd kuollut tilavuus ettd keuhkorakkuloiden tilavuus samalla kertaa (engl. mixed ex-
pired air). Muita kerdystapoja ovat keuhkorakkuloiden ilman kerdys (engl. alveolar
sampling tai end-tidal air) tai uudelleenhengitetyn ilman kerdys (engl. rebreathed air)

[18]. Keuhkorakkuloiden ilman keréys sopii parhaiten hydrofobisille yhdisteille ja uu-
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delleenhengitetyn ilman kerdys hydrofiilisille yhdisteille, kuten King et al. ehdottavat

3].

Néytteenkerdyksen apuna voidaan kéyttaad esimerkiksi yhdisteelle ominaista hen-
gitysprofiilia eli ekspirogrammia (kuva 3). Ekspirogrammissa yhdisteen pitoisuus ulos-
hengitysilmassa piirretddn ajan funktiona. Téllaisen visuaalisen monitorin, tahdisti-
men tai uloshengityksen virtauksen kontrolloinnin kaytto vdhentdd yksiloiden vélistéa
vaihtelua ja estdéd hengitysndytteen antajaa hyperventiloimasta, silla kerdyksen aikana
antaja hyperventiloi helposti [21]. Visuaalisen monitorin avulla voidaan seurata esimer-
kiksi hengitystilavuutta tai hiilidioksidin osapainetta graafisesti. Tahdistimena voidaan
kayttdd muun muassa metronomia, joka huolehtii ndytteenantajan hengitystiheydesta.

Monitoreilla voidaan seurata myos suun paineen vaihteluita.

Kerdystd voidaan myo6s tehostaa normalisoimalla mitattu hiilidioksidi yleisesti
hyvaksyttyyn hiilidioksidin pitoisuuteen, silld hiilidioksidin osapaineen avulla voidaan
keréitd edustavia ndytteitd [21]. Sen avulla voidaan véhentéé ihmisten vélisid vaihteluita
erilaisiin hengitystapoihin liittyen ja seurata hengitysniytteen laatua. Lisdksi voidaan
varmistaa, ettd néytteen antaja sdilyttdéd tiukan otteen suukappaleeseen ja hengittéaa
varmasti suukappaleen kautta ulos [10]. On siis suositeltavaa kerdtd hengitysniytteet
seuraamalla samanaikaisesti hiilidioksidin osapainetta. Hiilidioksidin avulla normalisoi-
minen mahdollistaa eri painoisten ihmisten tuloksien vertailun, mutta sen pitoisuus voi
vaihdella paljon my6s muista syistd. Joidenkin yhdisteiden pitoisuus saattaa olla suun
kautta otetuissa ndytteissd suurempi kuin nenén kautta otetuissa [22], mikd téytyy
myo6s ottaa huomioon néytteenoton suunnittelussa. Tamé johtuu muun muassa suussa

tapahtuvasta bakteeritoiminnasta [23].

Useimmiten hengitysnéytteet kerdtédin erilaisiin kanistereihin, pusseihin ja sor-
bentteihin (off-line) tai sitten ne analysoidaan ohjaamalla nédyte suoraan analyysilait-
teeseen (on-line). Off-line -méaérittamisen haittapuoli on, ettd reaktiiviset ja vesiliukoi-
set molekyylit saattavat liueta pussin seindmille kondensoituneeseen veteen [24], minka
jalkeen niita ei vilttamétta saada endéd mitattavaan muotoon ja osa néytteestd mene-

tetddn. Myos diffundoituminen néytepussin ldapi tai adsorboituminen sen seinélle saat-
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tavat lisitd naytehavikkia. Off-line -nédytteenottoa kannattaa siis kayttaa vain silloin,
kun on-line -néytteenotto ei ole mahdollinen eli esimerkiksi, jos laitetta ei voida kuljet-
taa potilaan luokse. Muutoin on-line -néytteenotto on suositeltavin tapa. Naytteeksi
voidaan ottaa yksi tai useampi uloshengityskerta. Useimmiten off-line -mittauksissa
kéytetddn yhden hengityskerran tekniikkaa ja on-line -mittauksissa otetaan useam-
man hengityskerran keskiarvo tai tarkastellaan uloshengityksessa tapahtuvia muutok-
sia maardtyn ajan. Yksi hengityskerta ei vilttaméttda edusta todellista pitoisuutta,

mink& vuoksi useamman hengityskerran keskiarvo on paras naytteenottotapa.

Néaytteen kerdyksessd on otettava huomioon myos eksogeenisten yhdisteiden ai-
heuttama kontaminaatio, silld monet molekyylit esiintyvét myos sisdédnhengitetyssa il-
massa. Naiden taustatasojen korjaamiseen ei ole yksiselitteistéd tapaa, silla siitd kuinka
kauan ihmiselimistolla kestdd saavuttaa vakiotila ympéarsivéan ilman kanssa, ei ole yk-
sityiskohtaista tietoa. Yksi tapa poistaa ympéarsivin ilman aiheuttama kontaminaatio
on hengittdd puhdasta ilmaa muutamia minuutteja ennen ndytteenottoa (engl. lung
washout) [25]. Menetelmé vie kuitenkin aikaa ja on hankala, eikéd siten sovi rutii-
nimaarityksiin. Toisinaan voidaan mitata vain ennen hengitysnaytettd yhdisteen pi-
toisuus ymparoivésta ilmasta ja todeta, ettei pitoisuus ylitd haluttuja rajoja. Yhdis-
teen pitoisuus ymparoivéssa ilmassa on kuitenkin madritettava jokaisessa mittauksessa

varmuuden vuoksi.

My06s hengityskondensaatin kerdysté on ehdotettu ndytteenottomenetelmaiksi [26].
Sen kerddaminen tehdain jaahdyttdmalld tai jaadyttdmalld uloshengitysilmaa. Kon-
densaatissa olevat yhdisteet ovat perdisin mitd luultavimmin suusta, hengitysteistéa
ja keuhkorakkuloista, mutta nédiden osuuksien tuottamien yhdisteiden méarat ovat
vield epéselvid. Hengityskondensaattia keréttéiessé oletetaan, ettd hengitysteiden nes-
teet muuttuvat aerosoleiksi turbulentin ilmavirran vaikutuksesta, minké vuoksi konden-
saatti edustaa hengitysteiden pinnalla olevia nesteitéd. Hengityskondensaatin kerdéminen
on herédttanyt mielenkiintoa suurien makromolekyylien, kuten proteiinien, lipidien ja
nukleotidien, madrittdmiseen. Vaikka suurin osa hengityskondensaatista on vetta, si-

saltdd se myos néitd makromolekyylejé aerosoleina.
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3.2 Analyyttiset tekniikat

Hengitysanalyysisséd kiytetyimpid tekniikoita ovat erilaiset massaspektrometriset me-
netelmét, kromatografiaan perustuvat menetelmét, elektroniset nenét ja sensorit ja

laserspektroskopia. My6s nédiden eri menetelmien yhdistelmié on kaytetty.

3.2.1 Massaspektrometriset ja kromatografiset tekniikat

Massaspektrometriassa erotellaan ja mitataan varattuja yhdisteitd niiden massan ja
varauksen suhteen (engl. mass per charge ratio, m/z) perusteella [27]. Perinteinen
massaspektrometri sisdltdd ionisaatioldhteen, massasuodattimen ja ilmaisimen. Ioni-
saatiolahde muuttaa kaasufaasissa olevat nidytemolekyylit ionimuotoon. Syntyvien io-
nien mé#ra on verrannollinen yhdisteen pitoisuuteen. Ionisaatiomenetelmié on lukuisia
erilaisia, kuten elektroni-ionisaatio (engl. electron impact ionization, EI), kemiallinen
ionisaatio (engl. chemical ionzation, CI), nopeilla atomeilla pommitus (engl. fast atom

bombardment, FAB), kenttéionisaatio, sdhko- ja lampodsumutus.

Ionisaatiomenetelmén valinta riippuu tutkittavasta yhdisteesté. Esimerkiksi séh-
késumutusionisaatio soveltuu ionisille yhdisteille, kun taas elektroni-ionisaatio on pa-
rempi ldimmonkestéville ja haihtuville yhdisteille [27]. Tonisaatiomenetelmit voidaan ja-
kaa niin sanottuihin pehmeisiin ja koviin ionisaatiomenetelmiin. Pehme#t ionisaatiome-
netelmét pilkkovat ionisoitavia ndytemolekyyleja vain vdhén, kun taas kovat ionisaatio-
menetelméit pilkkovat molekyylin lukuisiin osiin. Edelld mainituista tekniikoista kemial-
linen ionisaatio on pehme#d menetelmé verrattuna esimerkiksi elektroni-ionisaatioon.
Mita useampaan osaan molekyyli pilkkoutuu, sen tyoladmpéaéd massaspektrin tulkinta

on.

Ionisaation jélkeen ionisoidut molekyylit erotellaan massan ja varauksen suhteen
perusteella suodattimessa. MyoOs suodattimia on paljon erilaisia, joista kédytetyimpia
ovat lentoaikasuodatin (engl. time-of-flight, TOF) ja kvadrupolisuodatin (engl. quadru-
pole, QD) [27]. Lentoaikasuodattimessa ioneja kithdytetdin sihkokentéssé ja aika, joka
ioneilta kuluu ilmaisimen saavuttamiseen, mitataan. Aika riippuu ionin massan ja va-
rauksen suhteesta. Kvadrupoli-massasuodatin puolestaan koostuu neljistd sauvasta,

joista kahden vastakkain olevan sauvan jannitteet ovat vakioita ja kahden jénnitetta
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voidaan saatéd. Ionit ohjataan sauvojen keskelle ja niiden lentorata sauvojen vélissa
riippuu ionin m/z-suhteesta ja sdddettdvistd jannitteestd. Jannitettd muunnellaan
véhitellen siten, ettd jokainen m/z-suhde saapuu ilmaisimelle eri aikaan. Ilmaisime-
na voidaan kayttaa elektroni- tai valomonistinputkia. Massaspektrometrin suodatin ja
ilmaisin vaativat ldhes aina tyhjion. Tyhjion padtehtdvina on kasvattaa molekyylien

vilistd keskiméaaraistda vapaata matkaa.

Massaspektrometri voi toimia erillisend mittalaitteena tai esimerkiksi erotussys-
teemin ilmaisimena. Se voi olla universaali tai selektiivinen ilmaisin ja sen avulla voi-
daan saada seké kvalitatiivista ettd kvantitatiivista tietoa néytteestd. Kvantitatiivi-
seen analyysiin vaaditaan kuitenkin kalibrointi tunnetuilla standardeilla. Néayte voi-
daan syottdd massaspektrometriin joko suoraan tai sumuttamalla kromatografisesta
kolonnista [27]. GC-MS (engl. gas chromatography mass spectrometry) yhdistda kaa-
sukromatografian ja massaspektrometrian hyvét ominaisuudet: kaasukromatografialla
nayte saadaan jaettua eri yhdisteryhmié edustaviin osiin ja massaspektrometri antaa
tietoa néistd osista. Tadmé mahdollistaa yhdisteiden tunnistamisen monimutkaisista

seoksista.

GC-MS on hengitysanalyysin vanhin ja kéytetyin menetelmé. Se on samalla
my0s aikaavievin menetelmé. Kaasukromatografiassa ndyte erotellaan eri yhdisteryh-
mid edustaviin osiin kolonnissa [27]. Kolonnissa on tutkittavien yhdisteiden perusteella
valittava stationéérifaasi ja kantajakaasuna toimiva liikkuva faasi. Erotus tapahtuu
ndytemolekyylin ja stationddrifaasin viélisen vuorovaikutuksen avulla: mitd voimak-
kaammin néyte vuorovaikuttaa stationddrifaasin kanssa, sitd pidempéén se pidéattyy
kolonnissa ja sen hitaammin se eluoituu kolonnista. Kaasukromatografia sopii parhai-

ten haihtuville ja lammonkestéville yhdisteille.

Kaasukromatografin kolonnin loppupéésté erottuneet nédytemolekyylit voidaan
ohjata suoraan massaspektrometriin [27]. Lopullinen nédytemolekyylien tunnistaminen
tehdédén siis kaasukromatografin eluutioaikojen ja massaspektrometrin lohkeamisten
avulla. Tunnistaminen perustuu siihen, ettd kunkin yhdisteen lohkeaminen on aina sa-

manlainen samoissa olosuhteissa. Massaspektristd ndhdéédn ionien moolimassat. Mas-
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saspektrissd kunkin ionin suhteellinen osuus esitetédén m/z-suhteen funktiona. Spektri
normitetaan usein siten, ettd runsaimmin esiintyvan ionin intensiteetti on 100 ja mui-
den ionien intensiteetit suhteutetaan siihen. Syntyvien ionien méiéra on verrannollinen

yhdisteen pitoisuuteen néaytteessa.

Néytteensyotto on kaasukromatografian ongelmallisimpia alueita [27]. Ennen kaa-
sukromatografia hengitysnéytteet kerdtadan useimmiten kemialliseen, kryogeeniseen tai
adsorptiiviseen loukkuun. Injektointi kolonniin voidaan tehd&d usealla erilaisella ta-
valla ja injektointimenetelmén valinta riippuu monesta asiasta. Néytteen kerdykseen
puolestaan liittyy tarkkuus- ja toistettavuusongelmia. Toistettavimmaksi esikésittely-
menetelméksi on osoittautunut kiintedfaasimikrouutto (engl. solid phase microextrac-
tion, SPME) [28], jossa ndyte konsentroidaan kuituun ja josta se voidaan esimerkiksi
lampdodesorptiolla ohjata kaasukromatografin kolonniin. Sen etuna on muun muassa
eri vaiheiden ja liuottimien vahaisyys, miké sdastdd huomattavasti kustannuksia ja ai-
kaa verrattuna muihin esikésittelymenetelmiin. Kiintedfaasimikrouuttoa kéytettiessa
on kuitenkin varmistuttava, ettd nédyte irtoaa kuidusta ja on ldmmonkestava. Lam-

monkestavyytta vaaditaan, koska kaasukromatografin uunin lampdétila on korkea.

GC-MS ei sovellu reaaliaikaiseen hengityskomponenttien méaarittdmiseen (off-line
tekniikka). Monet ndytematriisit vaativat vield kiintedfaasimikrouuton liséksi esikésit-
telynéd esimerkiksi johdoksen muodostuksen tai esikonsentroinnin. Johdos muodoste-
taan esimerkiksi, jos yhdiste ei kesta lampoa. GC-MS on herkké menetelmé, silld sen
avulla voidaan mitata jopa ppt-pitoisuuksia. Uloshengitysilman suuri vesipitoisuus voi
kuitenkin olla ongelma, silld herkimmét kolonnit saattavat vaurioitua. GC-MS vaatii
lisdksi sddnnollisen kalibroinnin puhtaiden aineiden eluutioaikojen avulla. Menetelméa
soveltuu lisdksi vain hyvin lampéé kestéville suhteellisen poolittomille ja haihtuville

yvhdisteille.

Kun hengitysanalyysissé kidytetddn pelkkdd massaspektrometrié erillisend mitta-
laitteena, suositaan useimmiten pehmeité ionisaatiomenetelmié, joita ovat esimerkiksi
kemialliseen ionisaatioon perustuvat tekniikat. Ndin suurimmat GC-MS-menetelmén

hankaluudet voidaan ratkaista. Hengitysanalyysissé yleisid kemialliseen ionisaatioon
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perustuvia massaspektrometrisia menetelmié ovat protoninsiirtoreaktio-massaspektro-
metri (engl. proton transfer reaction mass spectrometry, PTR-MS) ja valitun ionin
seurantaan perustuva massaspektrometri (engl. selected ion flow tube mass spect-
rometry, SIFT-MS). Kaasukromatografian yhdistdmistd SIFT-MS -menetelmiédn on
myo6s kokeiltu [29]. SIFT-MS ja PTR-MS ovat melko uusia tekniikoita, jotka soveltuvat
myos sellaisenaan ilman ja hengityksen reaaliaikaiseen mééarittdmiseen. Ne perustuvat
reagenssi-ionien H3O", NOT ja OF aikaansaamaan kemialliseen ionisaatioon. SIFT-MS
-menetelméan yksityiskohdista ja lddketieteellisistd sovelluksista kerrotaan tarkemmin

muualla [30].

SIFT-MS +-menetelmésséd kolmesta edelld mainitusta reagenssi-ionista yksi va-
litaan kvadrupoli-massasuodattimen avulla ja syotetéédn virtausreaktoriin [31]. Reakto-
rissa virtaa millibaarin paineessa heliumia, joka toimii kantajakaasuna. Valittu reagenssi-
ioni ionisoi kantajakaasuun syotetyn hengitysnéaytteen molekyylejé, jotka vievit reak-
torin tilavuudesta vain muutamia prosentteja. Naméa ionisaation tuotteet tunniste-
taan ja kvantifioidaan kvadrupoli-massaspektrometrilld. Reagenssi-ionin valinta riip-
puu néytteessi olevista yhdisteistd ja niiden tuottamista tuotteista reagenssi-ionin
kanssa. Esimerkiksi helposti protonoituville yhdisteille valitaan useimmiten H3O1, misté
kerrotaan myohemmin PTR-MS -menetelmén yhteydessi. Kalibrointi on tehtavéa joka

laitteelle ja jokaiselle mitattavalle yhdisteelle erikseen.

H30%:m ollessa reagenssi-ionina tapahtuu protoninsiirtoreaktio. NO* ja OF ovat
téssd mielessd erilaisia [31]. NOTm ja néytteen valilld voi tapahtua ainakin kolmea
erilaista reaktiotyyppid: 1) varauksen vaihto, jolloin ndytteestd muodostuu radikaali-
kationi, 2) hydridin abstraktio ja 3) addukti-ionin muodostuminen. Varauksen siirto
tapahtuu vain, jos naytteen ionisaatiopotentiaali on suurempi kuin typpimonoksidilla
(esimerkiksi useimmat amiinit). Hydridin siirto tapahtuu useimmilla alkoholeilla ja al-
dehydeilléd, kun taas adduktin muodostus useimmiten ketoneilla ja karboksyylihapoilla.
O3 -reagenssi puolestaan reagoi useimmiten varauksen siirron kautta, jolloin molekyvylit
hajoavat moneen osaan. Siksi O5 on epikiytinnéllinen. Se on kuitenkin hyédyllinen

pienten molekyylien, kuten typpimonoksidin ja ammoniakin, maarittamisessa.
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Seka SIFT-MS ettda PTR-MS pystyvét erottamaan yhdisteet, joilla on sama moo-
limassa (esimerkiksi asetoni ja propanaali), kun kiytetddn eri reagenssi-ioneja. Veden
konsentraatio hengitysilmassa on helppo laskea hydratoituneiden hydroniumionien sig-
naaleista. TAma toimii samalla niytteenottosysteemin sisaisen kalibraationa [31], silla
absoluuttinen uloshengitysilman vesipitoisuus on aina noin 6 %. Reagenssi-ionit eivit
kuitenkaan reagoi nopeasti ilman ja hengitysilman paikomponenttien No, Oo, H5O,
CO; ja Ar kanssa. Lisidksi hydratoituneet reagenssi-ionit voivat edelleen toimia eril-
lisind reagenssi-ioneina muodostaen hydratoituneita tuotteita ndytemolekyylien kans-
sa. Spektrin tulkinnassa myts ndmé on otettava huomioon. Herkkyys maaraytyy seka
SIFT-MS ettd PTR-MS -tekniikoissa sen mukaan, kuinka suuria reagenssi-ionien ker-

tomanopeuksia voidaan havaita [31].

PTR-MS perustuu useimmiten protoninsiirtoreaktioon, jossa H3O" protonoi néy-
temolekyylin reaktiokammiossa. Jos kaksi eri molekyylid antavat protoninsiirtoreak-
tiossa saman m/z-suhteen, voidaan kiyttid NO™ ja OF -reagenssi-ioneja, kuten STFT-
MS -menetelméssi. Protoninsiirtoreaktio on pehmeé ionisaatiomenetelmé, mikéa joh-
tuu siitd, ettd protoninsiirtoreaktio on vain lievésti eksoterminen. Lohkeamaton tuo-
teioni havaitaan siis massaspektrissi massa-varaussuhteella, joka vastaa yhden atomi-
massayksikon verran suurempaa moolimassaa kuin alkuperédinen molekyyli. Jos mole-
kyylissd on kuitenkin esimerkiksi fluoriatomi, tapahtuu lohkeaminen, jossa vapautuu
vetyfluoridia. My6s kokonainen tai osittainen lohkeaminen tapahtuu joillakin alkoho-

leilla, aldehydeilla ja estereill. [31]

Yhdisteiden kvantifiointi perustuu protoninsiirtoreaktion kinetiikkaan:

M) = M [1,0°], )

missd M on tutkittava yhdiste ja ky télle yhdisteelle ominainen nopeuskerroin [32].
Kvantifiointi vaatii siis, ettd yhdisteen nopeuskerroin tunnetaan, miké puolestaan vaa-
tii yhdisteen tuntemisen. Toisinaan voidaan kayttdd yhtd nopeuskerrointa kaikille yh-
disteille, mutta talloin kvantitatiivisuus kérsii. PTR-MS ja SIFT-MS -menetelmien

etuja ovat reaaliaikaisen mittaamisen mahdollisuus jopa hengityssyklid pienemmélla
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erotuskyvylld ja médritysrajat ovat jopa ppt-tasoa riippuen mittausajasta [33].

PTR-MS -menetelmén keskiméardinen herkkyys (ppt) on parempi kuin SIFT-
MS -menetelmén (ppb) [31]. Tama johtuu siitd, ettd PTR-MS kéyttaa kantajakaasuna
niytekaasua ja samaa painetta kuin SIFT-MS. Siksi ndyte ei laimene ja se vie reakto-
rin tilavuudesta suuremman osan kuin SIFT-MS -menetelméssa. Lisdksi, jos kidytetéadn
vain hydroniumionia reagenssi-ionina, ei tarvita massasuodatinta reagenssi-ionin valit-
semiseen ja voidaan kasvattaa reagenssi-ionien virtausnopeutta ja herkkyys paranee.
Myds reaktorin pitkittéisen sdhkokentén vuoksi pienempi osa reagenssi-ionista mene-
tetddn reaktorin seindmille kuin SIF'T-MS -menetelméssd. PTR-MS -menetelmén etuna
on myo0s se, ettd protonaation tapahduttua kerran, reaktio takaisin hydroniumionik-
si ja alkuperiiseksi molekyyliksi ei useimmiten ole mahdollinen. Syyna tédhédn on se,
ettéd ldhes kaikkien haihtuvien yhdisteiden protoniaffiniteetti on suurempi kuin veden.
On joitakin yhdisteitéd, kuten formaldehydi ja vetysyanidi, joiden protoniaffiniteetti on
ldhelld vettd, mink& vuoksi reaktio takaisin alkuperiiseksi yhdisteeksi on mahdollinen.

[32]

3.2.2 Ionmiliikkuvuusspektrometria, IMS

Toniliikkuvuusspektrometriassa (engl. ion mobility spectrometry, IMS) tutkitaan ioni-
soitujen niytemolekyylien liikkkuvuutta [32]. Naytemolekyylit ionisoidaan yleensé tor-
miyttamilli niitd radioaktiivisessa lihteessii (esimerkiksi ®3Ni) muodostettujen io-
nien kanssa. Positiivinen ionisaatio tapahtuu protoninsiirtoreaktiossa ja negatiivinen
joko elektroninsieppauksessa tai reaktiossa O, :n kanssa. Siten ionisaatio tapahtuu
nidytemolekyylien protoniaffiniteetin ollessa riittdvéin suuria eli kevyitéd alkaaneja ei
voida maarittdda. Néytemolekyylejid vastaavat ionit liikkuvat ilmanpaineessa heikon
sahkokentédn vaikutuksesta. Séhkokentéssé erilaiset ionit kasautuvat yhteen ja erottu-
vat avaruudellisesti ja ajallisesti riippuen yhdisteen massasta ja geometriasta. Nédiden

erilaisten ionien kasautumien kulkuajat mitataan.

IMS -menetelmén etuna on sen kyky erottaa isomeereji, suuri herkkyys, nopeus,

kompakti koko ja melko alhaiset kayttokulut. Yhden spektrin mittaaminen kestda ai-
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noastaan muutamia kymmenié millisekunteja [32]. Haittana on kuitenkin, etté se sovel-
tuu huonosti tuntemattomien yhdisteiden méérittdmiseen, koska ioni-molekyylireaktiot
ovat monimutkaisia ja menetelmén massaresoluutio on melko huono. IMS voidaan toi-
saalta yhdistdd kaasukromatografin kolonneihin tai SIFT-MS -laitteeseen auttamaan
yhdisteiden tunnistuksessa. Menetelmélld on esimerkiksi tutkittu Pseudomonas aeru-

ginosa -bakteerin infektoimien ihmisten uloshengitysilmaa [34].

3.2.3 Elektroniset sensorit

Elektronisten sensorien ero edelld mainittuihin laitteisiin on se, ettd mittaustulos il-
moitetaan joukkoina samankaltaisia yhdisteitd, eikd niinkd&n listana erilaisia yhdis-
teitd ja niiden konsentraatioita. Niiden mahdollisina etuina hengitysanalyysin kannal-
ta mainittakoon halpuus, nopeus ja helppokéyttoisyys [18]. Elektronisia sensoreita on
monia erilaisia, kuten metallioksidisensorit, kvartsikide- tai akustiset sensorit ja johta-
vat polymeerisensorit [35]. Metallioksidisensoreissa eli puolijohdesensoreissa metalli on
kerrostettu keraamiseen pohjaan. Lammitetty sensori reagoi nédytteen kanssa vapaut-
taen elektroneja, jotka johtavat sdhkod ja laskevat sensorin resistanssia. Namé sen-
sorit ovat hyvin herkkié, kestdvia ja resistantteja kosteudelle ja ikddntymiselle mutta
epéaselektiivisid. Niiden selektiivisyyttd voidaan muuttaa kdyttdmalla erilaisia méadria

jalometalleja tai vaihtamalla toimintalampdétilaa.

Kvartsisensorit koostuvat puolestaan péillystetyisté tai paéllystaméttomista kvart-
silevyistd, joiden vardhdystaajuus muuttuu altistettaessa niytteelle [35]. Vardhdystaa-
juuden muutos on verrannollinen tutkittavan yhdisteen massaan ja selektiivisyys riip-
puu pééllysteen paksuudesta. Johtavat polymeerit ovat muoveja, jotka johtavat sahkoa
(esimerkiksi polypyrroli). Tutkittavana olevat haihtuvat yhdisteet kiinnittyvéit poly-
meerin pintaan muuttaen resistanssia. On myo6s olemassa optisia sensoreita, joissa
ndyte virittyy valon vaikutuksesta ja siitd aiheutuvaa reflektanssia, fluoresenssia tai
kemiluminesenssia mitataan. Siahkokemialliset sensorit puolestaan siséltdavét elektro-
din ja elektrolyyttiliuoksen. Niiden vaste riippuu tyoelektrodilla hapetettavan tai pel-

kistettdvan molekyylin séhkokemiallisista ominaisuuksista.

Sensorikokonaisuudessa on yleensé rivi useita sensoreita, jotka reagoivat erilais-
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ten yhdisteryhmien kanssa osittain limittaisilla herkkyyksilla [18]. Kaikkien sensorien
toiminta perustuu kolmeen vaiheeseen: tutkittava kaasu kulkeutuu sensoririvin yli, sen-
sorin jokin fysikaalinen ominaisuus muuttuu ja syntyy signaali [35]. Ndyte on saatettava
sensorille oikeassa muodossa, jotta tutkittavien yhdisteiden vuorovaikutus sensoririvin
kanssa olisi optimaalista. Néyte tdytyy siis tuoda sensorille aina samalla tavalla, jotta

kosteus, lampdtila ja nidytteen koko on standardisoitu tulosten vertailemiseksi.

Sensoreita on sovellettu runsaasti mikrobiologisten infektioiden mééarittamisessé
[35]. Mikro-organismin erittamien haihtuvien yhdisteiden laatuun ja méadraan vaikut-
tavat tutkittavan viljelmén tyyppi ja ika seké laji. Tavanomaiset bakteeriviljelmémene-
telmét kestavit 24 - 48 tuntia, minké vuoksi elektronisten nenien kehittdminen on ollut
tarpeen. Elektronisten nenien kéayttod on ehdotettu muun muassa erottamaan erilaiset
taudinaiheuttajat toisistaan [36]. Ta4ma tutkimus pohjautui terpeenien, trimetyyliamii-
nin ja ketonien tuotantoon. Elektronisia neniéd on kaytetty myos muiden kuin infektio-
sairauksien médrittdmisesséd. Esimerkiksi erdédssa tutkimuksessa onnistuttiin tunnista-
maan kaikki keuhkosyopia sairastavat ja 94 % kontrolleista mittaamalla hengityksessa
olevia alkaaneja ja aromaattisia yhdisteita. [37] Myos diabeteksen méaérittamiseksi on
ehdotettu silikoniin péaéllystettyd tinadioksidi-sensoria, joka on erittédin selektiivinen

asetonille [38].

3.2.4 Laserspektroskopia

Yksinkertainen laserspektroskopinen systeemi siséltaéd ndytekyvetin, jonka ldpi heréte-
siateilyné toimiva lasersdde johdetaan, ja ilmaisimen, joka mittaa nédytteen ldpéisseen
lasersdteen intensiteetin muutoksia. Lasereita kaytetddn herdtesiteilynd niiden mo-
nokromaattisuuden ja koherenttiuden vuoksi. Sateilyn absorptio molekyylin johtuu
useasta eri ilmiosta [15]. Molekyylin kokonaisenergia koostuu elektronisesta, varahdys-
, pyOrimis- ja etenemisenergioista. Jokaisella molekyylilla on sille ominainen spektri eli
niin sanottu sormenjélki, jota voidaan kayttda molekyylin tunnistamiseen ja pitoisuu-
den madrittdmiseen néytteestd. Spektri kuvataan tavallisesti séteilyn intensiteettina

aallonpituuden funktiona.
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Valo eli sahkémagneettinen séteily on aaltoliikettd. Sdhkomagneettinen spektri
voidaan jakaa osiin séteilyn ja aineen vuorovaikutuksien perusteella [15]. Se muodostaa
néaistd spektrialueista koostuvan jatkumon, joka on koottu taulukkoon 1. Sdhkomag-
neettinen spektri jaotellaan erilaisiin osiin ldhinné siksi, etté osittelulla halutaan ilmais-
ta, ettd eri alueissa tapahtuu erilaisia vuorovaikutuksia aineen ja séteilyn vililla. Laser-
valon aallonpituuden ollessa infrapuna-alueella tarkastellaan molekyylien vérdhdys- ja
pyorimissiirtymid, joita tutkitaan laserabsorptiospektroskopiassa. Infrapuna-alue jae-
taan vield kauko-, keski- ja ldhi-infrapuna-alueisiin. Néakyvéan valon ja ultraviolettiva-
lon alueella ndhdéaén puolestaan elektronien virittymistéd. Mikroaaltoalueella tapahtu-

vat molekyylien pyorimiset.

Sateilytyyppi Aallonpituus | Taajuus / Hz | Vuorovaikutusmekanismi aineen
/ m kanssa
Radioaallot 10 - 10° 1-10% Ydinmagnetismi (NMR)
Mikroaallot 109 - 1073 108 - 103 Molekyylien pyériminen
Infrapunasiteily | Kauko-IR: 1 | 10% - 10 Molekyylien virahtelyt
mm - 100 pm,
Keski-IR: 100
pm - 10 pm,
Lahi-IR: 10
pm-1 pm
Nékyvé valo 700 - 400 nm | noin 10 Valenssielektronien virittyminen
Ultraviolettisi- | 107° - 107° 10t Valosdhkdinen ilmi6, molekyylien
teily ja atomien valenssielektronien vi-
rittyminen
Rontgensateily 1078 - 10" 1016 - 102 Sisempien elektronien irtoaminen
ja virittyminen
Gammasiteily 1071 - 1071 | 10% - Atomien ytimien virittyminen,
raskasmetallien sisempien elekt-
ronien irtoaminen

Taulukko 1: Sahkdomagneettisen spektrin séteilytyypit, aallonpituusalueet, taajuudet
ja vuorovaikutusmekanismit aineen kanssa eri alueilla [15].

Kun néytteeseen kohdistetaan infrapunaséteilyé, séteily absorboituu néytteeseen

molekyylien kvantittuneiden vardhdysenergiatilojen kautta. Séateilyn taajuuden v (yk-

sikké Hz) ja aallonpituuden A (yksikké nm) vélilla on yhteys:




missd ¢ on valon nopeus. Aallonpituutta vield yleisempi yksikko spektroskopiassa on

aaltoluku (yksikkoé cm™1), joka on kéifintden verrannollinen aallonpituuteen:

5 1
V= (7)

Valofotoni, jonka energia madrdytyy yhtéalosta

E = hv, (8)

missé h on Planckin vakio, absorboituu néytteeseen siis silloin, kun energia E vastaa

molekyylin kvantittuneiden vardhdystilojen vilisté energiaa.

Viardhtelevian molekyylin sidoksia kuvataan usein vérdhtelevind jousina, joiden
voimavakio kuvastaa sidoksen voimakkuutta [15]. Mitd vahvempi sidos ja suurempi
voimavakio, sitd enemmaén sidos vaatii energiaa véirdhdelldkseen ja sitd lyhyempié aal-
lonpituuksia tarvitaan yhtaliden (6) ja (8) mukaisesti. Huoneenlammossé suurin osa
molekyyleistd on perusvardhdystilalla. Perusvardhdykset tapahtuvat keski-infrapuna-
alueella. Todennédkoisimpien perusvarahdyksien lisdksi pienelld todennédkoisyydella ta-
pahtuu myos heikkoja ylivardahdyksia ja kombinaatiovéirahdyksié lahi-infrapuna-alueella
(>4000 cm ™). Kombinaatiovydt syntyvit, kun useampi molekyylin virdhdys tapah-
tuu samaan aikaan. Kaukoinfrapuna-alueella tutkitaan esimerkiksi metallikompleksien

vardhdyksid sekd joidenkin molekyylien pyorimisliikkeité.

Molekyylit ovat huoneenlammossé jatkuvassa liikkeessd. Varahdysliikkeiksi lue-
taan molekyylissé olevien atomien vélisten sidosten venytykset ja kulmataivutukset.
Kuvassa 4 on kuvattu vesimolekyylin sidosten symmetrinen ja epdsymmetrinen ve-
nytys [39]. Kuvassa 5 puolestaan on C-H-ryhmén kulmataivutukset [39]. Jokainen
vardhdysliike vastaa tiettyéd absorptiopiikkid molekyylin infrapunaspektrissa. N-atomi-
sella molekyylilla on yhteensd 3N kappaletta virdhdys-, pyorimis- ja etenemismoode-
ja, jotka vastaavat siis jokaisen molekyylissé olevan atomin karteesisia koordinaatteja.

Epélineaarisessa molekyylissa ndista kolme vastaa pyorimisia ja kolme etenemisliiketta.
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Lineaarisella molekyylilla puolestaan kolme vapausastetta liittyy etenemisliikkeeseen
ja 2 pyorimiseen. Siksi lineaarisella molekyylilld on yhteensd 3N-5 perusvarahdysté
ja epélineaarisella 3N-6. Kuvan 4 epélineaarisessa vesimolekyylissd on kolme atomia
ja siten 3x3-6=3 vardhdymoodia. Kuvan 4 venytysvérdhdysten lisdksi veden H-O-H-

sidokulma voi muuttua, mikd on kolmas néistd veden virdhdysmoodeista.

H H H

PN "?O%H

Symmetrinen venytys Epasymmetrinen venytys

Kuva 4: Vesimolekyylin symmetrinen ja epdsymmetrinen venytys.

Kuva 5: CH-ryhmén kulmataivutukset, missd + tarkoittaa taivutusta katsojaan péin
ja - katsojasta poispéain.

Molekyylin on infrapuna-aktiivinen silloin, kun sen dipolimomentissa tapahtuu
véardhdyksen aikana muutos [15]. Dipolimomentti on vektorisuure ja riippuu siksi mo-
lekyylin asennosta. Heteronukleaarisessa kaksiatomisessa molekyylissé elektronit ovat
jakautuneet epétasaisesti atomien vilille elektronegatiivisuuseron vuoksi. Sidosveny-
tyksessé elektronijakauma ja siten dipolimomentti muuttuvat. Kaksiatomisia homo-
nukleaarisia molekyylejd, kuten happea tai typped, ei puolestaan voida tunnistaa ta-

vanomaisella IR-spektroskopialla.

Néytemolekyylien tunnistaminen eli kvalitatiivinen analyysi tehddén esimerkiksi
erilaisten molekyylissé olevien funktionaalisten ryhmien ominaisten véarahdysten avul-
la. Monesti apuna kéytetdédn erilaisia spektrikirjastoja tai laskennallisia malleja, joita
verrataan naytespektriin. Kvantitatiivisessa analyysissé kaytetdan puolestaan Lamber-

tin ja Beerin lakia:
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T(L,D) = — e @)L (9)

misséd T'(L, 7) on transmittanssi (yksikoton), Io(7) on heréteséteilyn intensiteetti en-
nen niytettd, I(7) on séteilyn intensiteetti ndytteen ldpéaisyn jdlkeen, a(#) on ab-
sorptiokerroin (yksikké cm™!) ja L néytteen paksuus (yksikkoé cm) [15]. Intensiteet-
ti ja absorptiokerroin riippuvat herédteséteilyn aallonpituudesta ja siten aaltoluvusta.
Absorptiokerroin voidaan liittda molekyylin absorptiopoikkipinta-alaan o(v) (yksikko

cm? /molekyyli) yhtalolla:

a(v) = o(D)n, (10)

missé n on ndytteen konsentraatio.

Transmittanssin sijaan kdytetdan myos absorbanssia A (yksikoton), joka on suo-

raan verrannollinen yhdisteen pitoisuuteen:

1 oo
A =log TL.7) =i — nL/O o(v)dv = SnL, (11)

missi S on viivan voimakkuus (yksikké cm™!/(molekyyli cm™2)) ja integrointi suo-
ritetaan koko absorptioviivan yli. Yhtdlostd (11) nédhdddn, ettd mitd voimakkaampi
siirtymaé, sitd alhaisempia konsentraatioita voidaan maéaarittda. Herkkyyttd voidaan
parantaa myos kasvattamalla signaali-kohinasuhdetta ja absorptiomatkaa. Vahvim-
mat absorptioviivat sijaitsevat yleensé keski-infrapuna-alueella, mutta talld alueella la-
serldhteissé ja optiikassa on usein puutteita. Absorptiomatkaa voidaan kasvattaa joko
pidentamélla naytekyvettia tai heijastamalla heréteséteily useita kertoja nédytteen lapi.
[40] Jos néytteessé on monia absorboivia yhdisteitd, kokonaisabsorbanssi méaaritetaan

kaikkien yhdisteiden absorbanssien summana.

Joissakin tapauksissa voidaan kayttdd myoOs niin sanottuja epésuoria absorp-
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tiotekniikoita, kuten esimerkiksi laserséteilyn virittaméé fluoresenssia (engl. laser in-
duced fluoresence, LIF) tai valoakustista spektroskopiaa (engl. photoacoustic spect-
roscopy, PAS). Tarkeimpié laserspektroskooppisia tekniikoita hengitysanalyysin kan-
nalta ovat kuitenkin muun muassa TDLAS, CRDS, ICOS, CEAS, CALOS ja OFC-
CEAS [41]. Naistd TDLAS (engl. tunable diode laser absorption spectroscopy) yh-
distdd perinteiseen absorptiospektroskopiaan sdddettéavit diodilaserit, joiden aallon-
pituutta sdddetddn néytekaasun absorptioviivan yli. Ontelovaimenemisspektroskopia
(engl. cavity ring-down spectroscopy, CRDS) on ontelovahvisteinen muunnos normaa-
lista laserabsorptiospektroskopiasta ja siitd kerrotaan tarkemmin seuraavassa kappa-
leessa. ICOS (engl. integrated cavity output spectroscopy), CEAS (engl. cavity en-
hanced absorption spectroscopy) ja CALOS (engl. cavity leak-out absorption spect-
roscopy) ovat muunnoksia ontelovaimenemisspektroskopiasta hieman eri nimityksilla.
OFC-CEAS (engl. optical frequency comb cavity enhanced absorption spectroscopy)
yvhdistda ontelovahvisteiseen spektroskopiaan optisen taajuuskamman, joka sopii laa-

jemman spektrialueen médrittdmiseen [41].

Laserspektroskopian etuna on suuri herkkyys yhdisteille, jotka esiintyvit hengi-
tyksesséd pienind pitoisuuksina (jopa pptv). Lisdksi sen avulla voidaan reaaliaikaisesti
mitata uloshengitysilmaa, ja laitteista voidaan tehd& kannettavan kokoisia. Myoskéaan
aikaa vievad ndytteen esikésittelyd ei tarvita, vaan kaasumainen nédyte voidaan ohjata
suoraan laitteeseen (on-line). Aikaa sééstyy myos siksi, ettd suurin osa laserspektro-
skooppisista menetelmisté ei vaadi kalibrointia jokaista mittausta varten. Ongelmia voi-
vat kuitenkin tuottaa hengitysilman suuret vesipitoisuudet varsinkin, jos veden absorp-
tiovy6 on padllekkdin maaritettdvin yhdisteen absorptiovyon kanssa. Eduksi voidaan
ajatella myos se, ettd laserspektroskopiassa hengitysniyte ei tuhoudu, kuten esimer-
kiksi massaspektrometrisissd menetelmissi. Siten nédyte voitaisiin ohjata mittauksen

jéilkeen toiseen laitteeseen analysoitavaksi.

Haittapuolena voidaan mainita, ettd laserspektroskopia sopii ainoastaan melko
pienille molekyyleille (vertaa GC-MS), silld isojen molekyylien absorptiovyot ovat niin
leveité, ettd yksittaisia molekyylejéd on vaikea tunnistaa niisté. Isojen molekyylien seos-

spektrejd on usein vaikea tulkita, minké vuoksi niitd voidaan mitata lahinné vain kvali-
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tatiivisesti. Suurien molekyylien spektrit ovat monimutkaisia, koska molekyylien koon
kasvaessa vardhdysvapausasteiden lukuméira kasvaa. Kun viardhdysvapausasteita on
paljon, niitd vastaavat spektriviivat sulautuvat vaikeasti erotettavaksi yhdeksi levedksi

vyoksi ja tunnistaminen ja pitoisuuden madrittdminen hankaloituvat.

Laserspektroskopia on vield melko uusi menetelmé hengitysanalyysin kaytossé,
ja sen kehittdminen sairaalakédyttoon sopivaksi vaatii yhteistyotd spektroskopistien,
insinoorien ja ladkédreiden kanssa. Sen haasteita ovat esimerkiksi laitteiden hinnat
ja spektriviivojen péadllekkéisyydet. Monet valonldhteet ovat kalliita. Lahi-infrapuna-
alueella toimivat diodilaserit ovat edullisia, mutta talla spektrialueella on ldhinné vain
heikkoja molekyylien yliviarahdyksia. Toisaalta MIR-alueen laserit ovat kalliita, eivéitka
sovellu vield kenttatutkimuksiin. Kvanttikaskadilaserit ovat vieneet kehitysté eteenpéin,
koska ne ovat pienikokoisia ja edullisia, vaikkakin niihin pohjautuvat sensorit ovat viela
liian kalliita kenttatutkimuksiin. Laitteen hankinnan jilkeiset yllapitokustannukset ovat
kuitenkin melko edullisia verrattuna esimerkiksi kaasukromatografiaan. Spektriviivojen
padllekkéisyydet voidaan usein vélttaa valitsemalla tutkittavan yhdisteen tunnistami-

seen kaytettdava absorptiovyd oikein.

3.2.5 Ontelovaimenemisspektroskopia, CRDS

Ontelovaimenemisspektroskopiassa (engl. cavity ring-down spectroscopy, CRDS) [41]
tarkastellaan herateséiteilyné toimivan lasersidteen intensiteettid ajan funktiona. Kaa-
sumainen nayte suljetaan onteloon, jonka péissé on erittdin voimakkaasti heijastavat
peilit, joiden heijastavuus on tyypillisesti vahintaan 99,9 %. Lasersidde johdetaan onte-
loon toisen peilin ldpi. Joutuessaan vastakkaisessa pédssi olevalle peilille sdde heijas-
tuu takaisin lukuisia kertoja peilien vililla. Lasersédteen intensiteetin eksponentiaalista

vaimenemista peilien vililld voidaan kuvata yhtdlon (12) mukaisesti:

I(t) = Tpe "7, (12)

missé t on aika, T aikavakio, /(t) intensiteetti ja Iy heréteséteilyn intensiteetti. Vaimene-

misaika 7 kuvaa aikaa, jolloin laserin intensiteetti on pudonnut é -osaan alkuperaisesta.
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Téallaisella ontelovahvisteisella menetelmélld saadaan kasvatettua absorptiomatkan pi-
tuutta jopa kilometreihin. Ontelovaimenemisspektroskopian yksinkertaistettu periaate

on esitetty kuvassa 6.
0
5% °°°°o° ‘?o T
Laser —_— o - % S 0
o o 0% \
o +] °° 00 °° " r \\m_
A
Aallonpituu-
den siito

Kuva 6: Ontelovaimenemisspektroskopian perusperiaate.

Lasersédteen intensiteetin heikkenemisen ontelossa méaraavét haviot, jotka johtuvat esi-
merkiksi peilien ddrellisestéd heijastavuudesta, optisesta absorptiosta ja sironnasta [41].
Absorptiospektri saadaan sddtdmalli laserin aallonpituutta ja mittaamalla valon inten-
siteetin vaimenemisaikaa jokaisella aallonpituudella néytteen ollessa ontelossa. Tyhjéan

ontelon vaimenemisaika 7y méaéritellddn yhtalolla:

L

i) "

T0 =

misséd L on ontelon pituus, ¢ valonnopeus ja R peilien heijastavuus. Kun ontelossa
on kaasumainen néyte, valon intensiteetti vaimenee nopeammin absorption vuoksi ja

vaimenemisaika saadaan yhtalosté:

1
TS =R+ o@)nl) (14)

missd o(7)n on yhtdlon (10) absorptiokerroin. Kokeellisesti mitataan siis vaimenemi-

saikaa ilman absorptiota ja absorption kanssa. Absorptiokerroin saadaan yhtalosta:
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Edell4 selitetty kuva CRD-spektroskopiasta (niin sanottu ”pulssitettu kuva”) on
hieman yksinkertaistettu, silld siitd saa késityksen, ettei laserin taajuudella ole merki-
tysta. Se ei nimittdin huomioi laservalon interferenssié ontelossa. Laserséiteen taytyy
kulkea ontelossa siten, ettd se muodostaa onteloon seisovan aallon [41]. Thanteellinen
tilanne saavutetaan silloin, kun laservalo heijastuu ontelossa peilien vililld siten, ettéa
perikkiisten aaltojen solmukohta osuu peileille ja télloin lasersédteen intensiteetti kas-
vaa. Puhutaan niin sanotusta vahvistavasta interferenssista. Seisovan aallon edellytyk-

sené on, ettd ontelon pituus on aallonpituuden puolikkaan monikerta:

missd L on ontelon pituus, A aallonpituus ja n kokonaisluku. Jos yhtélo (16) ei toteu-

du, aallonpituudet vaimentavat toisiaan ja intensiteetti heikkenee.

Ontelon moodit saattavat aiheuttaa ongelmia, jos hyvin kapea absorptio on on-
telon moodien vilissd, jolloin se puuttuu mitattavasta spektristd. Ontelossa on seka
pitkittéis- ettd poikittaismoodeja. Pitkittdismoodien véli eli niin sanottu vapaa spekt-

rialue (engl. free spectral range, FSR) médraytyy yhtalostéa:

C
FSR=Av = o, (17)

missé ¢ on valon nopeus ja L ontelon pituus. Siten ontelossa séilyvat vain ne moodit,

jotka vastaavat ontelon moodeja.

Niin sanottu TEMgp-poikittaismoodi on poikkileikkaukseltaan Gaussin funktion
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muotoinen. Korkeamman kertaluvun poikittaisia moodeja merkitd&n symbolilla TEM,,,,,
jossa alaindeksi n viittaa radiaalisiin solmukohtiin ja m kulmallisiin solmukohtiin.
Kun poikittaismoodien suhde pitkittdismoodeihin on irrationaalinen, saavuttaa ontelon
moodirakenne jatkumon. Jokainen virittynyt moodi vaimenee ontelossa omalla nopeu-
dellaan ja jokaiseen moodiin liittyva valonsédde vaikuttaa interferenssiin. Poikittaismoo-
dien virittymistd voidaan vidhentdd moodisovituksella eli muokkaamalla lasersddetté

ennen onteloa siten, ettd sen koko ja side ovat ldhelld ontelon TEMgg-moodeja [42].

CRDS on suora absorptiotekniikka, joka mittaa absorptiota absoluuttisessa mit-
takaavassa ja on epdherkkéd valonldhteen intensiteetin vaihteluille. Pitkét laserin ja
néytteen viliset vuorovaikutusmatkat mahdollistavat vahvojen siirtymien mittaami-
sen erittain pienilld pitoisuuksilla tai heikkojen siirtymien mittaamisen. CRDS-laite on
kohtuullisen helppo rakentaa ja sitd voidaan soveltaa UV-alueelta IR-alueelle, kunhan
peilien heijastavuus on riittavé, ilmaisimen vasteaika lyhyt ja lasereita on saatavilla.
Herkkyyttda voidaan parantaa hankkimalla entistd paremmin heijastavat peilit, silld,
mitd parempi heijastavuus peileissi on, sitéd pidempi vuorovaikutusmatka laserséteen
ja néytemolekyylien vélilla on. Ontelovaimenemisspektroskopian heikkoudet hengity-

sanalytiikassa ovat suunnilleen samoja kuin aiemmin laserspektroskopiassa mainitut.

Taulukossa 2 on vield vertailtu eri menetelmié. Siitd voidaan huomata, ettd jokai-
sella menetelmalld on omat heikkoutensa ja vahvuutensa. Hengitysanalyysin kannalta
paras laite on herkkd, edullinen, kannettava, helppokayttoinen seké sopii reaaliaikai-
seen ja on-line mittaamiseen kaikille yhdisteille. Vaatimukset ovat siis melko kattavat,
eikd néditd kaikkia ominaisuuksia tayttavia laitetta valttamaéatta ole mahdollista edes
kehittaa. Erilaisten laitteiden voidaan kuitenkin ajatella tdydentédvén toisiaan - jokai-
nen omilla hyvilld ominaisuuksillaan. Seuraavassa kappaleessa esitelldén joitakin yleisia

hengitystestejé, joista osa jollakin tavalla soveltaa edelld kuvattuja laitteistoja.

4 Kliinisid hengitystesteja

Hengitysanalyysiin liittyvia julkaisuja on lukuisia, mutta vain muutamat hengitysil-

man testit ovat vakiintuneessa kidytossid. Hengitystestit voidaan jakaa kahteen luok-
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kaan: 1) kokeet, joissa mitataan jonkin merkkiaineen vaikutusta elimistéon ja siten
uloshengitysilmaan ja 2) kokeet, joissa mitataan elimiston normaalin tai epdnormaalin
fysiologian seurauksena hengitykseen erittyvid yhdisteitd. Merkkiaineen seurauksena
uloshengitykseen erittyvé yhdiste voidaan tunnistaa esimerkiksi kdyttamaélla isotoop-
pimerkittya yhdistettéd, mutta edellytyksené on, ettd merkkiaineen aineenvaihdunta ja
erittymismekanismi tunnetaan tarkasti. Toisinaan myos esimerkiksi veren, virtsan tai
bakteeriviljelmien ylapuolinen héyrytila-analyysi (engl. headspace) tai ihon erittdmien

kaasujen mittaaminen luokitellaan hengitysanalyysiksi.

Biomerkkiaine méaéritelldadn veressd, muissa kehon nesteissd tai kudoksissa ole-
vaksi molekyyliksi, joka on merkki normaalista tai epdnormaalista prosessista, tilasta
tai sairaudesta [43]. Biomerkkiaineen avulla voidaan seurata, kuinka hyvin keho vastaa
sairauden tai tilan hoitoon. Sitd voidaan kutsua myo6s molekyylimarkkeriksi tai merk-
kimolekyyliksi. Vuoteen 2007 mennessa hyviksyttyja uloshengityksen biomerkkiaineita
(United States Federal Drug Administration, FDA) ovat etanoli (lain toimeenpano),
vety (hiilihydraattien aineenvaihdunta), typpioksidi (astma), hiilimonoksidi (vastasyn-
tyneen keltatauti), *COy (Helicobacter Pylori -infektio) ja haarautuneet hiilivedyt

(sydénsiirrdnnéisen hylkimisreaktio) [44].

Ehk& kaikkein menestyksellisin hengityskoe on hengityksen ureatesti [2]. Ureates-
tid on kaytetty Helicobacter Pylori- bakteerin aiheuttamien infektioiden tutkimiseen.
Helicobacter Pylori on yksi yleisimmistd ihmisten infektioiden aiheuttajista. Ureatesti
perustuu Helicobacter Pylori -bakteerin kykyyn hajottaa ureaa ureaasientsyymin ka-

talysoimana seuraavan reaktion mukaisesti [45]:

H. Pyloritureaast

OMC(NH,), (urea)
kot)

» NH} + H“COj (verenkierto) — **CO; (keuh-

Ureaa syntyy elimistossdmme yliméaérdisestd typestd. Ureatestissd koehenkild nielai-
see kapselin, joka sisiltdd hiilen isotoopilla 3C tai *C merkittyd ureaa. Jos baktee-
ria on vatsassa, se muuttaa urean isotooppimerkityksi hiilidioksidiksi, joka kulkeutuu
verenkierron mukana keuhkoihin. Siten téta isotooppimerkittyéa hiilidioksidia voidaan

mitata uloshengityksestéd. Hiilen isotooppisuhde voidaan mitata massaspektrometrial-
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la tai infrapunaspektroskopialla. Hiilen isotooppi 13 on kuitenkin melko yleinen myos
luonnossa, miké rajoittaa menetelméan herkkyyttd. Menetelmén edellytyksené on, ettéa

hiilidioksidin erittymisté seurataan tiiviisti ja méaarétyissa olosuhteissa.

Toinen térked ruuansulatushéiricihin liittyvé hengitystesti on vetytesti [46]. Hen-
gityksen vetytestit perustuvat siihen, ettd ihmisessd syntyva vety on peréisin ainoas-
taan bakteerien hiilihydraattiaineenvaihdunnasta. Néissd testeisséd tutkittavalle hen-
kilolle annetaan suun kautta erilaisia hiilihydraatteja, minka jélkeen uloshengityksen
vetyd mitataan. Kun sokerien imeytyminen on héiriintynyt, imeytyméttoméat sokerit
ovat ruuansulatuselimiston bakteerien saatavilla ja bakteerit muuttavat sokerit vedyk-
si, joka vapautuu verenkierron kautta uloshengitykseen. Vetytestia on kédytetty muun
muassa suoliston laktaasientsyymin puutoksen aiheuttaman laktoosi-intoleranssin to-

teamiseen.

Kapnografia on my6s yleinen hengitysanalyysin sovellus [47]. Kapnografilla seu-
rataan hiilidioksidin konsentraatiota tai osapainetta, mikéd voidaan tehd&a usealla eri
tavalla. Kapnografi piirtda hiilidioksidin konsentraation hengityssyklin aikana graafi-
sesti, kun taas kapnometrilla konsentraatiota seurataan numeerisesti hengityksen ai-
kana. Kapnografin avulla saadaan tietoa esimerkiksi hiilidioksidin tuotosta kudoksissa
nukutuksen aikana ja siten keuhkojen tuulettumisnopeudesta. Suurin osa hiilidioksidin
konsentraatiota seuraavista tekniikoista perustuu hiilidioksidin absorptioon infrapuna-
alueella, mutta myos massaspektrometrejé kéytetddn. Hiilidioksidia voidaan mitata
joko suoraan hengitysteistd intubaatioputkessa sijaitsevan sensorin avulla tai sitten
hengitysnéytteestd voidaan mitata vain osa ohjaamalla ndyte monitorin sisélla olevaan
sensoriin. Kapnografia kiytetddn esimerkiksi muiden hengitystestien yhteydessa var-
mistamaan, ettd potilas hengittdd oikealla tekniikalla hyper- tai hypoventiloimatta.

Silld voidaan seurata myo6s hengitystilavuutta ja -tiheytta.

Keuhkosairauksien tunnistamisessa hengitysanalyysi on ldhes ainutlaatuinen. Ylei-
sin hengitysanalyytikkojen tutkima keuhkosairaus on astma. Sen tunnistamisessa kéy-
tetddn monesti typpimonoksidia [48]. Astma on krooninen hengitysteiden tulehdus,

jonka oireita ovat muun muassa hengityksen vinkuna, yskd ja hengen ahdistus. Ko-
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honnut typpimonoksidi ei ole spesifinen astmalle, mutta sen avulla voidaan kuiten-
kin erotella astma muista kroonisista yskistd. Typpimonoksidia syntyy L-arginiinista
kolmen erilaisen entsyymin vaikutuksesta [48]. Typpimonoksidi voi olla merkki myos
monesta muusta hengitysteihin liittyvéastd ongelmasta. Se on peréisin ldhinna yla- ja
alahengitysteisté, ei niinkdén verenkierrosta. Joitakin kaupallisia typpimonoksidiana-
lysaattoreita on nykyéddn saatavilla. Ne kaikki perustuvat samaan kemiluminesenssi-
tekniikkaan, joka on herkka ja selektiivinen, mutta laite on suuri ja kallis. Liséksi laite
vaatii vakuumipumpun, myrkyllisen otsonin kéayttod, suuria jannitteitd ja valomonis-

tinputken.

Uloshengityksen hiilivetyjd on mitattu lukuisissa erilaisissa olosuhteissa. Hiili-
vetyja voidaan pitdd epéspesifisend merkkind monityydyttyméttomien rasvahappo-
jen peroksidaatiosta, mikéd on seurausta esimerkiksi elimistossd muodostuvista hap-
piradikaaleista [49]. Hapettavasta stressisté (engl. oxidative stress) on kyse, kun eli-
miston vapaiden radikaalien tuotto ja antioksidanttisysteemi ovat epétasapainossa.
Se on seuraus esimerkiksi elimiston ikddntymisestd tai jostakin sairaudesta. Esimer-
kiksi etaanin ja pentaanin kohonneita pitoisuuksia on havaittu rintasydpépotilailla,
sydénsiirrannéisen hylkimistapauksissa ja astmaatikoilla ([50] - [52]). Muun muassa
Phillips et al. méarittivit rintasyopépotilaiden uloshengitysilmaa sorbenttien ja kaa-

sukromatografian avulla [53].

Kaikkialla maailmassa liikenteen lainvalvonnassa kaytettdvé alkometri on he-
rattanyt keskustelua hengitysanalyytikkojen keskuudessa. Kuten edelld on kerrottu,
erittdin vesiliukoiset kaasut vaihtuvat ldhinnéd hengitysteissi. Siten esimerkiksi vesiliu-
koisen etanolin kohdalla tehty oletus, ettd uloshengityksen loppuosan konsentraatio on
sama kuin keuhkorakkuloissa oleva konsentraatio, on véérd. Uloshengityksen aikana
etanolin konsentraatio laskee liuetessaan hengitysteiden kudoksiin. Siksi yhden hen-
gityskerran aikana ei saada todellista etanolin pitoisuutta méaritettya ja hengityksen
loppuosan etanolipitoisuus on aina pienempi kuin keuhkorakkuloissa oleva pitoisuus.
Hlastala ja Anderson havaitsivat tutkimuksissaan myos, ettd yhteen hengityskertaan
perustuva hengitystesti riippuu keuhkojen koosta ja aiheuttaa virheen henkiléille, joi-

den keuhkot ovat pienet [54]. Tutkimuksen mukaan pienikeuhkoisien naisten hengi-
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tyksen alkoholipitoisuus on 5,6 % suurempi kuin miehilli. Siten alkoholitesti yliarvioi

pienikeuhkoisten ihmisten veressé olevan alkoholin masaraa.

Kuten edelld mainituista vakiintuneimmista hengitystesteistd kdy ilmi, on hengi-
tysanalyysin parissa tehtdavéa vield paljon toita. Testeissd nousi ongelmaksi esimerkiksi
puutteet laitteissa: ne ovat vield liian kalliita, vaikeakéyttoisid ja suuria kenttéatutki-
mukseen (esimerkiksi typpimonoksidi). Toisaalta hengitysilman alkoholitesti on edulli-
nen, nopea ja helppokéyttoinen, mutta sen kayttoa ihmisten tuomitsemisessa on kriti-
soitu, silla sen epéilldén yliarvioivan pienikeuhkoisten ihmisten veren etanolin m&araa.
Fysiologian lisdksi on myos vaikeaa kartoittaa, mistd yhdisteet ovat padatyneet hengi-
tysilmaan. Suurinta osaa ehdotetuista biomerkkiaineista havaitaan myos ympéaroivissa
ilmassa, ruuissa, juomissa ja osa yhdisteistd saattaa liittyé eri elimien toimintaan (esi-

merkiksi typpimonoksidi).

Hengitysanalyysin kehittdminen on kannattavaa elimistoon kajoamattomuutensa
ja miellyttavyytensd vuoksi. Sen etuna on myos se, ettd hengitystia voidaan seurata no-
peasti ja reaaliaikaisesti toisin kuin esimerkiksi verta analysoitaessa. Hengitysanalyysi
voisi olla toimiva muun muassa tilanteissa, joissa tarvitaan vilitonta tietoa potilaan
terveyden tilasta ennen verikokeiden tuloksia. Téllainen tilanne voi olla mahdollinen
esimerkiksi tulipalo-onnettomuuksissa, joissa savulle altistuneet ihmiset ja eldimet vaa-
tivat valitontad hoitoa jo onnettomuuspaikalla. Seuraavissa kappaleissa ja tutkielman
kokeellisessa osuudessa ehdotetaan vetysyanidia uudeksi biomerkkiaineeksi Pseudomo-
nas aeruginosa -bakteerin infektoimien diabeetikoiden maérittdmiseen. Tutkielmassa
halutaan korostaa erityisesti ontelovaimenemisspektroskopiaa yhtené tulevaisuuden lu-

paavimmista hengitysilman mittaamiseen soveltuvista tekniikoista.
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5 Vetysyanidi hengitysilmassa

Vetysyanidi (HCN) on vériton kaasu tai sinisenvalkoinen neste, joka tuoksuu hieman
mantelille. HCN on heikosti hapan pK, arvon ollessa 9,22 huoneenlampdétilassa, ja se
liukenee helposti veteen ja alkoholeihin [55]. Osa ihmisista pystyy haistamaan sen 0,2 -
5 ppm pitoisuuksilla [56]. HCN on erittdin myrkyllinen yhdiste ja tappaa muutamissa
sekunneissa tai minuuteissa riittavan korkeilla pitoisuuksilla. Vetysyanidimyrkytyksen
oireisiin kuuluvat esimerkiksi heikkouden tunne, padnsarky, sekavuus ja oksentaminen
[57]. Syanidimyrkytystd hoidetaan erilaisilla vasta-aineilla, mutta myrkytyksen totea-

miseen tarvitaan verikoe.

Vetysyanidia esiintyy periaatteessa kaikkialla luonnossa. Sitd vapautuu ilmakeh&én
esimerkiksi biomassan poltossa, tulivuorista ja luonnollisista biogeenisista prosesseis-
ta ([58] - [61]). Syanidia esiintyy luonnostaan syanogeenisessa glykosidimuodossa, jota
lukuisat kasvit sisdltdvét, esimerkkind mainittakoon kassava (tapioka, maniokki), ba-
taatti, maissit ja linssit ([62] - [64]). Sitd voidaan 16ytd4 myos manteleista. Yhdesta
tupakasta ilman suodatinta saa keskim&érin 500 mikrogrammaa vetysyanidia ja suo-
dattimen kanssa 100 mikrogrammaa [65]. Ilmassa olevasta syanidista suurin osa on
perdisin muun muassa liikenteen padstoistd, kemikaalien valmistuksesta, prosessiteol-
lisuudesta (esimerkiksi metallurgiasta) ja joidenkin materiaalien poltosta (esimerkiksi

polyuretaani ja akrylonitriili) ([58], [65], [66], [67]).

Vetysyanidia on 16ydetty myos monien rakennusmateriaalina kiytettdvien syn-
teettisten polymeerien palamiskaasuista [68]. Tamén vuoksi vetysyanidi saattaa olla
tarked tekija tulipalokuolemissa hiilimonoksidin liséksi, koska uhrit menettavét helpos-
ti tajuntansa altistuessaan tulipalojen suurille HCN-pitoisuuksille. Hengitysanalyysia
on ehdotettu uudeksi, nopeaksi ja turvalliseksi tyokaluksi tulipaloissa vetysyanidille al-
tistuneiden diagnosointiin, mutta se vaatii vield lisdé tutkimusta. Téstd motivoituneena
esimerkiksi K. Stamyr et al. tutkivat vetysyanidin poistumisnopeutta ihmiselimistosté,
kun koehenkil6ité altistettiin minuutin ajan vetysyanidiseokselle, jonka pitoisuus oli
10 ppm [69]. Kokeissa paljastui, ettd hengitysteistd huuhtoutuvan vetysyanidin kes-
kiméa#rainen puoliintumisaika on 16 s ja ekstrapolointi suuremmille veren konsentraa-

tioille osoitti, ettd HCN voisi olla potentiaalinen merkki myrkytyksesta. Siksi Stamyr
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ehdottaa, ettd hengitysilman vetysyanidia voitaisiin kayttaa tulipalon uhrien mahdol-

lisen vetysyanidimyrkytyksen toteamiseen verikokeiden sijaan.

Tian et al. ehdottavat vetysyanidimyrkytyksen saaneiden nopeaan diagnosointiin
kertakdyttoistd verisyanidisensoria [70]. Sensori perustuu syanidin ja hydroksosyano-
kobinamidin (OH(CN)Cbi) véliseen nopeaan reaktioon. Sensorissa on kaksi sisékkéin
olevaa erikokoista petrimaljaa ja kansi, joka sopii ulomman maljan péaélle. Kannes-
sa on péainvastaisesti pujotettu huokoinen polypropyleeni membraaniputki, joka on
taytetty nestemdéiselld hydroksosyanokobinamidilla. Putken toisessa pédssd on valo-
diodi, joka emittoi 583 nm:n valoa ja toisessa pédssid on optinen suodatin ja ilmaisin.
Osa verindytteesta laitetaan sisempéddn petrimaljaan, kansi suljetaan ja kannen kautta
syotetdan happoa. Haihtuva HCN diffundoituu huokoisen membraanin ldpi ja muuttu-
vaa absorbanssia mitataan. Mittaustulos voidaan lukea esimerkiksi tietokoneelta. Sen-
sorin vaitetddn soveltuvan veren syanidipitoisuuden mittaamiseen kenttéolosuhteissa

alle neljassd minuutissa.

Vetysyanidi on poolinen yhdiste, mink& vuoksi se liukenee sisddnhengitettiessa
vettd muistuttavien keuhkojen limakalvojen pinnoille. Uloshengityksessé limakalvoille
liuennut vetysyanidi voi diffundoitua takaisin hengitysilmaan. Téata ilmiota K. Stamyr
et al. tutkivat edelld mainitussa kappaleessa. [71] K. Stamyr ja G. Johanson ovat myos
mallintaneet vetysyanidia ihmisen hengitysilmassa fysiologiaan perustuvan toksikoki-

neettisen mallin (engl. physiologically based toxicokinetic modeling, PBTK) avulla [71].

PBTK-mallissa kehoa kuvataan jakamalla se erilaisiin lokeroihin. Jokainen lokero
kuvaa yhté elinté, elimen osaa tai elinten ryhméé. Lokerointiin vaikuttaa muun muassa
tutkittava kemikaali. Jos elimiston jokaista elintd kohden kaytetddn omaa lokeroa, saa-
daan monimutkainen, mutta elimistod parhaiten kuvaava malli. PBTK-mallissa olete-
taan usein, ettd kemikaali jakautuu tasaisesti ja vélittomaésti kuhunkin lokeroon. Loke-
roinnin jilkeen mallinnukseen laaditaan differentiaaliyhtdloité ja arvioidaan yhtéloisséa

kéytetyt parametrit. Lopulta yhtélot ratkaistaan ja mallin soveltuvuutta testataan [71].

K. Stamyrin ja G. Johansonin PBTK-malli vetysyanidille hengitysilmassa jakaa
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kehon kuuteen lokeroon: plasmaan, punasoluihin, lihaksiin, maksaan, muihin kudoksiin
ja rikkilokeroon [71]. Vetysyanidin aineenvaihdunnasta suurin osa koostuu tiosyanaatin
muodostumisesta. Syy siihen, ettd punasolut ovat oma lokeronsa, on niiden sisaltdmé
methemoglobiini. Methemoglobiini on hemoglobiinin hapettunut muoto, joka sitoo it-
seensé syanidia. Soluhengityksessd sytokromi-C-oksidaasi muuttaa hapen vedeksi. Sa-
malla syntyy solujen energian lihteend kiytettdvad adenosiinitrifosfaattia (ATP). Ve-
ressd oleva syanidi heikentdd prosessia sitoutumalla sytokromi-C-oksidaasin rautaioni-
osaan, miké voi aiheuttaa solukuoleman. Syanidimyrkyksessé siis solujen kyky sitoa
veren happea heikkenee. Samalla veren plasman laktaattipitoisuus kasvaa ja solujen

anaerobinen aineenvaihdunta kiihtyy [73].

Stamyr ja Johanson havaitsivat PBTK-mallinsa avulla, ettd syanidimyrkytyksen
saaneilla syanidipitoisuus oli 1 - 2 kertalukua suurempi kuin taustatasot. [71] He ha-
vaitsivat, ettd syanidin kulkeutuminen elimistossa oli myos voimakkaasti riippuvainen
fyysisen rasituksen méérasta. Toisaalta taas aineenvaihdunnan merkitys oli pieni. Ai-
ka, joka johtaa kuolemaan, oli mallin mukaan riippuvainen plasmaan ja punasoluihin
sitoutuneen osuuden méaarastd. Punasoluihin sitoutuminen selittyy luultavasti veresséa
olevalla methemoglobiinilla. Mallin ongelma on kuitenkin se, etté kidytettyja paramet-
reja ei ole saatavilla ihmisille ja siind oletettiin, ettd vetysyanidi vaihtuu vain keuhko-
rakkuloissa. Todellisuudessa vetysyanidi absorboituu jo yldahengitysteiden limakalvoille

sisddnhengitettiessa ja desorboituu limakalvoilta uloshengitysilmaan.

HCN-pitoisuuksia on tutkittu jonkin verran aiemmin terveiden ihmisten uloshen-
gitysilmassa. Esimerkiksi Schmidt et al. mé&rittivit CRDS-menetelmélld 19:sta ihmi-
sen suun ja nendn kautta otettejun hengitysnéytteiden vetysyanidipitoisuuksia seka
ihon erittdmié vetysyanidipitoisuuksia [22]. Tutkimukset osoittivat, ettd suun kautta
hengitettdessi HCN-pitoisuus oli korkeampi kuin nenén kautta hengitettdessa (kes-
kiarvo 4,65 ja 1, 57 ppb). Samassa tutkimuksessa seurattiin myos HCN-pitoisuuden
péivittéistd vaihtelua, mistd huomattiin, ettd esimerkiksi kahvin juominen ja ruokailu

kasvattavat HCN-pitoisuuksia tilapaisesti.

Edelld kuvatun tyyppisen tutkimuksen tekiviit myos Spanél et al. tutkiessaan
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eri-ikdisten ihmisten asetoni, ammoniakki ja HCN-pitoisuuksia hengitysilmassa STFT-
MS menetelméilld [9]. He havaitsivat, ettd HCN-pitoisuus ei vaihtele merkittévésti idn
myotéa ja arvot vaihtelivat vililla 1 - 60 ppb. Néytteet oli otettu suun kautta ja he
kayttivat pienempéad hengitysnopeutta, miké saattaa selittdd korkeammat pitoisuudet
kuin CRDS-menetelmélla mitatut. Motivaationa tutkimukselle oli, etté kystisté fibroo-
sia sairastavilla ihmisilld on monesti keuhkot ja hengitystiet kolonisoituneet Pseudo-

monas aeuriginosa -bakteerilla (PA).

Pseudomonas aeruginosa on gram-negatiivinen bakteeri, jonka aiheuttaman in-
fektion riskitekijoiksi mainitaan esimerkiksi hemodialyysi, syopé, elimensiirto, sydén-
sairaus, HIV-infektio ja diabetes [7]. Se aiheuttaa esimerkiksi virtsa- ja hengitystiein-
fektioita. PA on erityisen haitallinen, koska se on resistantti monille antibiooteille ja
tunnetaan niin sanottuna sairaalabakteerina. Bakteeri on siis luonnostaan resistantti
antibiooteille gram-negatiivisuudestaan johtuen, koska gram-negatiivisilla bakteereilla
on antibiooteilta suojaava ulkokuori. Lisdksi PA:lla on taipumus kolonisoitua kalvoina

infektoituihin kudoksiin, mink& vuoksi antibioottien on vaikea lapéista sité.

Pseudomonas aeruginosa on mielenkiintoinen hengitysanalyysin kannalta, silla
joidenkin kantojen on tiedetty jo pitkdén erittdvan vetysyanidia [72], jota voitaisiin
ehké tulevaisuudessa kayttad biomerkkiaineena PA-infektion médrittdmisessé. Carroll
et al. havaitsivat SIFT-MS -menetelmilléd, ettd HCN-pitoisuudet ovat merkittavasti
suurempia PA-positiivisten bakteeriviljelmien ylla kuin muissa bakteeri-néytteissa [72].
Vuonna 2009 Enderby et al. tutkivat lasten, joilla on seké kystinen fibroosi ettd PA-
infektio, uloshengitysilmaa [74]. Tutkimukset osoittivat, ettd HCN-pitoisuudet olivat
korkeampia niiden lasten uloshengitysilmassa, joilla oli kystinen fibroosi kuin niiden,
joilla oli vain astma. Lechner et al. havaitsivat PTR-MS -menetelméalld myos, ettd He-
licobacter Pylori -bakteerin infektoimilla potilailla HCN- ja HNOg-pitoisuudet olivat
kontrolliryhméén nihden suurempia [75]. Tdmén bakteerin ei kuitenkaan tiedetd tuot-
tavan vetysyanidia, mink&d vuoksi he arvelivat, ettd kohonnut pitoisuus voisi syntya

kroonisessa tulehduksessa neutrofiilien tuottamana [76].
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6 Diabetes

Diabetes mellitus eli diabetes on krooninen aineenvaihdunnan héirio, jossa haima ei
pysty tuottamaan insuliinia tai keho ei pysty kidyttdméan tuotettua insuliinia tehok-
kaasti [5]. Insuliini on hormoni, joka auttaa veren glukoosia siirtyméén soluihin, jolloin
verensokeri laskee. Glukoosi puolestaan toimii soluissa energian ja kasvun lidhteena. Ko-
honnut verensokeri (engl. hyperglycaemia) on merkki diabeteksesta ja hoitamattomana
se voi pahimmassa tapauksessa johtaa kuolemaan. Maailman terveysjérjesto WHO:m [5]
mukaan 347 miljoonalla maailman ihmiselld on diabetes. Sen mukaan vuonna 2004 3,4
miljoonaa ihmistéd kuoli korkean verensokerin aiheuttamiin seurauksiin. Lisdksi WHO
ennustaa diabeteskuolemien kaksinkertaistuvan vuosien 2005 ja 2030 vélisend aikana.
Suomen Diabetesliiton [6] mukaan Suomessa on puolestaan noin 40 000 tyypin 1 dia-
beetikkoa ja 250 000 tyypin 2 diabeetikkoa. Diagnosoimattomia tyypin 2 diabeetikoita

Diabetesliitto arvioi olevan noin 200 000.

Diabetesta on kolmea eri tyyppié: tyypin 1 diabetes, tyypin 2 diabetes ja raskau-
teen liittyvi diabetes [5]. Tyypin 1 diabeteksesta kdytetddn myos nimitysta lapsuus-
tyypin diabetes, jossa elimisté tuhoaa omat insuliinia tuottavat betasolunsa. Tyypin 1
diabeetikko joutuu siis paivittdin pistdméén insuliinia itseensé. Tyypin 2 diabeteksessa
puolestaan insuliinin tuotto on vdhentynyt elimistossé tai insuliinin toiminta on hei-
kentynyt (niin sanottu insuliiniresistenssi). Téllainen diabetes johtuu suurimmalla osal-
la liikalihavuudesta ja se voi parantua ldhes kokonaan, jos liikunnan mé&araa lisdtdan
ja ruokavaliota muutetaan véhéhiilihydraattisemmaksi. Raskauteen liittyva diabetes

muistuttaa tyypin 2 diabetesta ja diagnosoidaan useimmiten raskauden aikana.

Hoitamattomana diabetes voi johtaa lukuisiin muihin vakaviin sairauksiin. Naihin
lukeutuvat esimerkiksi munuaissairaudet ja -vauriot, sydéansairaudet, ddreisverenkierron
sairaudet, hermosairaudet ja silmdongelmat [6]. Siksi veren glukoositason seuraaminen
on tehtédva lukuisia kertoja péivassd omaseurannan periaatteella, esimerkiksi aina en-
nen ruokailua ja sen jéilkeen. Seuraaminen tehdéén glukoosimittarilla, johon vaaditaan
joka kerta verindyte esimerkiksi sormen pédstd. Osa diabeetikoista kokee pistdmisen
epamiellyttavana ja pahimmassa tapauksessa kammoaa neuloja. Neulakammo saattaa

parantua ajan myo6té, mutta joillakin se voi johtaa hoitamattoman diabeteksen vuoksi
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jopa kuolemaan. Témén vuoksi neulattomalle veren glukoositason méaéritysmenetelmaélle
on kysyntdd. Liséksi vield diagnosoimattomien diabeetikoiden tunnistamiseen kaiva-
taan yksinkertaista menetelméa. Myos diabeteksen aiheuttamien komplikaatioiden maa-
rittdmiseen tarvitaan lisda tutkimusta. Yksi ndiden ongelmien ratkaisuista saattaa tule-
vaisuudessa 16ytyé hengitysanalyysisté, joka on verikokeisiin verrattuna kivuton, help-

po ja elimistoon kajoamaton menetelmaé.

6.1 Diabetes ja hengitysanalyysi

Edelld mainituista syistd hengitysanalyysistd on haettu vaihtoehtoista menetelméé ve-
ren glukoositasojen méarittdmiseen. Diabeteksen tutkimiseen liittyvéaa hengitysanalyy-
sid onkin viime aikoina kaytetty ldhinné uusien veren glukoosipitoisuuden kanssa kor-
reloivien biomerkkiaineiden etsimiseen. Diabeteksen on ehdotettu vaikuttavan muun
muassa uloshengityksen hiilimonoksidi-, hiilidioksidi-, alkaani-, etanoli- ja asetonipitoi-
suuksiin ([4], [77] - [80]). Hengitysanalyysi ei ole kuitenkaan vield korvannut jo kym-
menié vuosia kiytettyéd veren entsymaattista glukoosipitoisuuden maarittamista. Testi
on tarkka, nopea ja glukoosimittarit ovat nykyéén ldhes taskukokoisia. Siksi korvaavaa

menetelmid on vaikea loytaa.

Tutkielman kaltaisia tutkimuksia, joissa tarkastellaan johonkin diabeteksen kompli-
kaatioon liittyvia uloshengitykseen erittyvid biomerkkiaineita on vihén. Ehka eniten on
tutkittu diabeteksen komplikaatioksi mainittavaa hapettavaa stressié ja siihen liittyvia
biomerkkiaineita. Hapettavan stressin ajatellaan olevan yksi diabeteksen puhkeamiseen
laukaisevista tekijoistd ja yksi diabetekseen liittyvistd komplikaatioiden aiheuttajista.
Hapettavan stressin aiheuttajia ovat mitokondrioista vapautuvat reaktiiviset happiyh-
disteet (engl. reactive oxygen species, ROS), jotka hyokkddvit solujen lipideihin, pro-
teiineihin ja nukleiinihappoihin. Se, miten diabetes puhkeaa n&iden yhdisteiden vai-
kutuksesta, on monimutkainen prosessi. Hapettavan stressin syyksi diabeetikoilla aja-
tellaan ROS-yhdisteiden pitoisuuden kasvaminen tai antioksidanttipuolustuksen hei-
kentyminen. Hapettavan stressin ja diabeteksen biomerkkiaineiksi on ehdotettu muun

muassa vetyperoksidia ja hiilimonoksidia. ([81], [77])
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Aineenvaihdunnallisiin héiriéihin kuuluvat kaikki prosessit, jotka héiritsevét eli-
mistén normaalia ruuan késittelyd kehon terveend pitdmiseen. Diabetes luokitellaan
aineenvaihdunnalliseksi hairioksi. Diabetekseen liittyva insuliinituotannon heikkenemi-
nen aiheuttaa veren glukoositason nousemisen ja rasvahappojen pilkkoutumisen. Kos-
ka glukoosia ei voida kayttda elimiston normaaliin energian saantiin, maksa muodos-
taa erilaisia ketoneita ja kdyttda niitd toisarvoisena energian ldhteend. Téata elimiston
tilaa kutsutaan ketoosiksi. Ketoosissa siis hiilihydraattien aineenvaihdunta muuttuu
rasvahappojen aineenvaihdunnaksi. Tila voi syntyd hoitamattomassa diabeteksessa,
pitkédkestoisessa rasituksessa ja paastoamisessa. Ketoneiksi diabeteksen yhteydesséa luo-
kitellaan asetoasetaatit, 3-4-hydroksibutyraatit ja asetoni [82]. Asetonia syntyy asetoa-

setaatin dekarboksylaatiossa ja isopropanolin dehydrogenaatiossa [83].

Diabeettisen ketoosin vuoksi hoitamattoman diabeetikon uloshengitysilmasta voi-
daan usein tunnistaa asetonin hedelméinen haju. Siksi monissa tutkimuksissa on ehdo-
tettu myos uloshengitysilman asetonia diabeetikon tunnistamiseen [4]. Asetonin pitoi-
suutta uloshengitysilmassa ja sen korrelaatioita veren glukoosipitoisuuden kanssa onkin
tutkittu laajasti, mutta tulokset ovat ristiriitaisia. Esimerkiksi Greiter et al. havaitsi-
vat, ettd asetonin méédra on suurempi diabeetikoiden uloshengitysilmassa kuin terveilla
[84]. He kuitenkin kritisoivat sen kéyttod biomerkkiaineena, silld sen kohonnut pitoi-
suus hengitysilmassa voi liittyd muun muassa valkosipulin tai hedelmien syomiseen tai
intensiiviseen kuntoiluun. Toisaalta Galassetti et al. havaitsivat asetonin ja etanolin

korreloivan veren glukoosipitoisuuden kanssa [80].

Diabeetikoilla iho- ja pehmytkudosinfektiot ovat useimmiten paljon vakavam-
pia kuin muilla ihmisilla [6]. Monet diabetekseen liittyvit komplikaatiot voivat joh-
taa ndihin infektioihin. Kuten edelld mainittiin, on diabetes yksi PA-infektioon aja-
vista riskitekijoistd. Koska Enderby et al. havaitsivat PA-bakteerin infektoimien kys-
tisté fibrioosia sairastavien lasten uloshengitysilmassa kohonneita vetysyanidipitoisuuk-
sia [74], voisi olla mahdollista havaita myts PA-bakteerin infektoimien diabeetikoiden
uloshengitysilmassa kohonneita HCN-pitoisuuksia. Jos néin olisi, voitaisiin vetysyani-
dia kayttda tulevaisuudessa PA-infektioiden toteamisen apuna verikokeiden rinnalla.

Siksi taman tutkielman kokeellisessa osiossa paadyttiin tutkimaan diabeetikoiden ulos-
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hengitysilman vetysyanidipitoisuuksia.

7 Kokeelliset menetelméit

Tamén tutkielman kokeellinen osuus tehtiin Helsingin yliopiston fysikaalisen kemian la-
boratoriossa vuosina 2011 ja 2012. Kokeellinen osuus tehtiin osana Helsingin yliopiston
FinnDiane- tutkimusta (Finnish Diabetic Nephropathy Study) ja tutkimuksen tarkoi-
tuksena oli selvittdd vetysyanidin soveltuvuutta uloshengitysilman biomerkkiaineeksi
munuaisvauriosta kérsiville diabeetikoille. Hengitysnéytteiden mittaamiseen kéytettiin

itse rakennettua ontelovaimenemisspektrometria.

7.1 Koehenkilot
7.1.1 Kontrollit

Kontrollindytteet henkil6ilta 1 - 20 keréttiin Helsingin yliopiston fysikaalisen kemian la-
boratorion henkilékunnalta ja opiskelijoilta. Kontrollihenkilot 21 - 25 olivat Meilahden
FinnDiane-projektin tutkimushenkilokuntaa. Kaikki osallistujat antoivat tutkimukseen
kirjallisen suostumuksensa, ja heilla oli halutessaan mahdollisuus keskeyttéda tutkimus.
Kontrollindytteet keréttiin, jotta voitiin selvittdd vetysyanidin pitoisuus nenén kautta

pussiin hengitetystd ilmasta terveilld ihmisilla.

Henkiloille annettiin ohjeeksi olla syoméatta ja tupakoimatta aamiaisen jélkeen.
Naytteet kerdttiin useimmiten aamiaisen ja lounaan vélissd. Tutkittavia oli siis yh-
teensd 25, ja tarkemmat tiedot heistd on koottu taulukkoon 3. Henkildiden keski-ik&
oli 33,3 vuotta ja heistd 10 oli naisia ja 15 miehié. Ik& vaihteli valilla 21 - 62 vuotta.
Suurin osa heistéa oli tupakoimattomia. Henkilo 10 kertoi tupakoineensa mittauspéivin
aamuna noin kaksi tuntia ennen mittausta puolikkaan tupakan. Henkilot 15 ja 17 ker-
toivat tupakoineensa mittausta edeltdvana iltana. Kuten edelld kerrottiin, jokaisella
tupakointikerralla vetysyanidia joutuu elimistéon, minké vuoksi tieto tupakoinnista oli

tutkimuksen kannalta tarkeai.

Suostumuslomakkeessa kysyttiin myo6s olivatko henkil6t syoneet kassavaa, ma-

niokkia, passionhedelméé, bambunversoja, manteleita/mantelimassaa tai puuvillansie-
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menid/puuvillansiemendljyé, silld nédiden tiedetédén siséltavin vetysyanidia. Henkilot
25 ja b ilmoittivat sydneenséd passionhedelméé ldhiaikoina, henkil6 6 bambunversoja
kolme paivéaa sitten, henkild 7 passionhedelméd kolme péivaé sitten ja manteleita edel-
lisené péaivénd, kuten myos henkilo 9. Lisdksi henkilo 21 ilmoitti syoneensd manteleita

edellisend paivana.

Henkil6 Ikd / vuosi | Sukupuoli | Tupakoin- | Aika edellisestéa
tistatus ruokailusta / h
1 35 M E 2,75
2 21 N E 4
3 49 M E 2,5
4 35 M E 3,75
5 21 M E 2,5
6 23 N E 3
7 22 N E 4
8 21 M E 13,25
9 55 M E 1,5
10 23 M K 13
11 34 M E 1
12 25 N E 17
13 40 M E 3
14 24 M E 12
15 62 M K 2,5
16 25 N E 9
17 35 M K 2,75
18 24 M E 16
19 44 N E 3
20 43 M E 2,5
21 40 N E 2,5
22 26 N E 2,25
23 23 M E 2,5
24 26 N E 2,25
25 57 N E 2,5
’ Keskiarvo \ 33,3 \ - \ - \ 5,2 ‘

Taulukko 3: Yhteenveto kontrollihenkilistd. Selitykset merkinnoille: M=mies,
N=nainen, E=ei ja K=kylla.

7.1.2 Diabeetikot

Diabeetikoiden hengitysnéytteiden otto oli osa suurta Helsingin yliopistossa vuonna

1998 alkanutta FinnDiane -tutkimusta (Finnish Diabetic Nephropathy Study), jonka

48



tavoitteena on 1oytaéd diabetekseen liittyvélle munuaisvauriolle eli diabeettiselle nefro-
patialle ja muille diabeteskomplikaatioille altistavia geneettisié tekijoita [85]. Néytteet
ja suostumuslomakkeet diabeetikoilta kerdsivit FinnDiane-projektin sairaanhoitajat,
joita opastettiin ndytteiden otossa ennen tutkimusyhteistyon aloittamista. Néytteet
haettiin mitattavaksi Meilahdesta potilaalle tehdyn FinnDiane-tutkimusprotokollan
paatyttyd. Taulukossa 4 on tiedot diabeetikoiden viimeaikaisesta ruokailusta, tupa-
koinnista, munuaisvaurion asteesta, idstd ja sukupuolesta. Tutkituista 10 oli naisia ja
11 miehié. Heidan keski-ikdnsé oli 56 vuotta ja iké vaihteli vélilla 39 - 73. Henkil6t 5 ja
7 kertoivat tupakoivansa. Kumpikin arvioi polttavansa 10 tupakkaa paivéssa. Henkilon
5 edellisestd tupakoinnista oli kulunut noin 2,5 tuntia ennen néytteenottoa ja henkilon

7 noin 13 tuntia.

Henkilo Ik&a / vuosi | Sukupuoli | Tupakoin- | Aika edellisestd | Munuais-
tistatus ruokailusta / h | luokitus
1 44 N E 3,5 D
2 46 M E ? 1
3 66 N E 4,75 1
4 63 M E 4 3
5 48 M K ? 3
6 73 M E 1,25 2
7 39 N K 3,25 1
8 49 M E 4,25 1
9 55 M E 2,25 1
10 66 M E 4,75 3
11 51 M E 3 3
12 53 M E 3,25 1
13 46 N E 3,75 1
14 52 N E 16 2
15 43 M E 3,25 3
16 69 N E 4.5 ?
17 65 N E 4,75 1
18 58 N E 2,5 1
19 59 N E ? 1
20 66 M E 2.5 1
21 55 N E 4 1
’ Keskiarvo ‘ 56 ‘ - ‘ - ‘ ? ‘ - ‘

Taulukko 4: Yhteenveto diabeetikoista. Selitykset merkinnoille: M=mies, N=nainen,
E=ei, K=kyll4, 1= normaali albumiinieristys, 2=mikroalbuminuria, 3=makroalbumi-
nuria, 4=dialyysi, 5=munuaissiirto ja 7=tietoa ei saatavilla
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Diabeetikoista henkilé 8 oli syonyt mittausta edeltdvana paivand papuja ja viisi
péivad aikaisemmin manteleita. Liséksi henkilot 11, 17 ja 18 kertoivat syoneensd mante-
leita 0 - 4 paivaa ennen mittausta. Taulukossa 4 on my6s luokiteltu se, kuinka pitkélle
diabeetikoiden munuaisvaurio oli edennyt. Albumiini on valkuainen, jonka kasvanut
erittyminen virtsaan kertoo munuaisen hairiintyneestd toiminnasta. Diabeetikoilla jo
pienikin albumiinin lisdys virtsassa kertoo varhaisesta munuaisvauriosta. Taulukossa
on kéytetty luokitusta 1=normaali albumiinieristys, 2=mikroalbuminuria, 3=makroal-
buminuria, 4=dialyysi ja 5=munuaisensiirto. Mikroalbuminuria viittaa lievésti kohon-

neeseen ja makroalbuminuria runsaaseen albumiinin eritykseen.

FinnDiane-tutkimuksen protokollaan kuului myoés HbA,., sKOL, sTG, sHDL,
sKREA ja hsCRP tasojen analysointi veresti. Sen suorittivat FinnDiane-projektin sai-
raanhoitajat. HbA.:n avulla mitataan veren punasolujen hemoglobiinin sokeroitunut
osuus. Tésta testistd kdytetddn myos nimitysta veren ”pitkésokeri”. sKOL viittaa ve-
ren kokonaiskolesteroliin, sTG mittaa veren triglyseridejé, sHDL (engl. high-density
lipoprotein) on niin sanottu hyvé kolesteroli, sSKkREA mittaa munuaisten toimintaa ve-
ren kreatiniin pitoisuuden avulla ja hsCRP:n avulla voidaan tunnistaa tulehdustiloja.

S-etuliite tarkoittaa, ettd ndytteet on mitattu veren seerumista.

7.2 Néaytteenotto

Jokainen koehenkil6, diabeetikot mukaan lukien, antoi yhden hengitysnédytteen lammit-
taméattomiin alumiinipiillysteiseen niytepussiin, jonka tilavuus on 1300 cm?®. Hengi-
tysndyte otettiin nenén kautta kidyttden nendmaskia ja siihen vélikappaleen avulla lii-
tettya kertakayttoista ja yhdensuuntaista suukappaletta. Henkiloille annettiin ohjeeksi
hengittdd yhden kerran normaalisti suun kautta siséén ja sen jilkeen tayttaa pussi yh-
delld hengityskerralla. Naytteenoton ongelmana on, etté siind kerédtéddn sekéd hengitys-
teistéd ettd keuhkorakkuloista tuleva ilma. Taméa laimentaa ndytetta ja alentaa tutkit-
tavan yhdisteen konsentraatiota. Esimerkiksi aiemmista tutkimuksista voidaan selvésti
havaita, ettd hiilidioksidipitoisuus on néytepussien kautta mitattaessa pienempi kuin
on-line-mittauksissa, miké kertoo keuhkorakkuloista tulevan ilman laimenemisesta [22].
Néytepussien annettiin kumpienkin koehenkildiden tapauksessa olla huoneenlammdéssa

noin kaksi tuntia ennen mittausta, koska diabeetikoiden naytteiden haku vei monesti
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melkein kaksi tuntia aikaa.

Vetysyanidin ollessa adsorptiivinen molekyyli, menetetdédn osa hengitysnéyttees-
td ndytepussiin. Vetysyanidin adsorption vuoksi ndytteenoton ja mittauksen vélinen
aika oli oltava suunnilleen sama kaikkien néytteiden kohdalla. Schmidt et al. ovat
médrittineet, ettd noin 15 % alkuperiisestd médrastd menetetdén heti naytteenoton
alussa, minké jilkeen vetysyanidin adsorptio pussin seindmille hidastuu [22]. Osa vety-
syanidista menetetdén, koska hengitysilman veden kondensoituessa pussin seindmalle,
myo0s vesiliukoinen HCN kondensoituu veden mukana. Veden kondensaatio johtuu hen-
gitysilman ja pussin seindmén valisesté ldmpotilaerosta. Lisdksi osa vetysyanidista saat-

taa diffundoitua pussin lapi.

Gilchrist et al. tutkivat erilaisten nédytepussien, lammittdmisen ja siilytysajan
vaikutusta vetysyanidin niytehévikkiin [86]. He mittasivat PA-bakteerin infektoimien
kystisté fibroosia sairastavien lasten hengitysilmaa. Jokainen potilas hengitti suoraan
SIFT-MS-laitteeseen, kahteen 25 um:n paksuiseen Nalophan pussiin, kahteen 70 pym:n
Nalophan pussiin ja kahteen Tedlar pussiin. Nalophan pussi on valmistettu etyleeni-
tereftalaatin polymeerista ja Tedlar polyvinyylifluoridista. Ne ovat kaupallisia merk-
kejé, joita kédytetddn usein kaasundytteiden kerdyksessd. Pusseja siilytettiin 20 ja
37 °C lampotiloissa, ja HCN-konsentraatio mitattiin 1, 6, 24 ja 48 tunnin jéilkeen
nédytteenotosta. He havaitsivat, ettd pussien lammittdminen ruumiinlampoén vahensi
ndytehavikkid ja paransi off-line ja on-line mittauksien vélistd korrelaatiota. Liséksi
Tedlar ja 70 pm:n Nalophan pussien havaittiin olevan parhaita, silld niissé séilytetyt

néytteet korreloivat hyvin vield 24 tunnin jédlkeen on-line nédytteen kanssa.

Alustavissa mittauksissa kokeiltiin voidaanko edelld mainittua naytehavikkia pie-
nentdd ndytepusseja lammittamaélla tai jadhdyttaméalla. Kummastakaan ei koettu kui-
tenkaan olevan merkittavad hyotyéd, minka vuoksi niistd luovuttiin. Naytteet ohjattiin
CRDS-laitteistoon virtauttamalla niytettd pussista 500 cm? /min nopeudella minuutin
ajan massavirtaussdatimen avulla. Sen jalkeen ndytekyvetti suljettiin ja ndytteet mitat-
tiin. Heti ndytepussin jalkeen kéytettiin Nafion-putkea veden poistamiseen, jotta veden

voimakas absorptioviiva ei héiritsisi spektrissd. Nafion-putki koostuu sulfonihapporyh-
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mia sisaltavista polymeeristé, joka lapaisee voimakkaasti vettd, mutta on muuten ylei-

sesti kemiallisesti inertti, eiké se alustavien testien mukaan vaikuta HCN-pitoisuuksiin.

Ympéaroivéssé ilmassa olevan vetysyanidin osuuden varmistamiseksi mitattiin sil-
loin talloin potilaiden tutkimushuoneesta kasipumpun avulla pussiin otettu huoneil-
mandyte. Lisdksi mitattiin aina ennen néytettd laboratorion ilmasta yksi nédyte. Pi-
toisuudet olivat ldhes madritysrajalla, minkd vuoksi niitd ei voitu varmuudella aina
edes mitata ja siten ne olivat selvasti hengitysnaytteitd alhaisempia. Lisédksi varmis-
tettiin aiemmin tehtyjen mittauksien vuoksi, ettei ontelon seinédmille jadnyt HCN ai-
heuta kontaminaatioita néytteisiin. Tutkimuksissa havaittiin, ettd suljetusta ontelosta
perdakkédin mitattujen neljin spektrin HCN-pitoisuuksien ero oli mitéatén, mutta mi-
tattaessa 20 spektrid havaittiin, ettd vetysyanidin pitoisuus kasvoi huomattavasti en-
simmaisiin ndhden, miké selittyy silld, ettd ontelosta vapautuu hiljalleen vetysyanidia.
Néissd mittauksissa se ei kuitenkaan haitannut merkittavésti, silla hengitysnaytteista

mitattiin ja keskiarvoistettiin nelja spektrié.

7.3 Ontelovaimenemisspektrometri

Ontelovaimenemisspektroskopiasta kerrottiin tarkemmin edelld. Naytteet mitattiin it-
serakennetulla ontelovaimenemisspektrometrilld, jonka yksityiskohdista kerrotaan esi-
merkiksi viitteessi [87]. Erona viitteessd kerrottuun spektrometriin on, ettd ndytepussin
jalkeen kéytettiin edelld mainittua Nafion-putkea. Kaaviokuva laitteistosta on kuvassa
7. Lahi-infrapuna-alueen valonldhteend kdytettiin ulkoisen ontelon diodilaseria (engl.
external cavity diodelaser, ECDL), jonka toiminta-alue on 6350 - 6575 cm™! ja teho
noin 25 mW. Lasersdde johdettiin ensin optisen eristimen ldpi (engl. optical isolator,
OI), jottei laserséde heijastu takaisin diodilaserille. Osa lasersiteesté johdettiin aal-
lonpituusmittarille, ja suurin osa akusto-optiseen modulaattoriin (engl. acousto-optic
modulator, AOM). Akusto-optista modulaattoria kiytetdan optisena kytkimena sulke-

maan sdteen kulku, kun ontelossa on riittavasti valoa.

Tamén jéalkeen sidde ohjattiin moodisovitusoptiikkaan, jonka avulla valittiin on-
telon TEMg-moodit. Laserin aallonpituuden hienosééto tehdéén peiliin kytketyn piet-

sosihkoisen elementin avulla. InGaAs -valodetektorilla mitattiin ontelon ldpaissytta
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valoa. Signaali ohjattiin tietokoneelle, jossa LabVIEW-ohjelma sovitti eksponenttifunk-
tiota mittausaineistoon ja ohjasi muutenkin mittauksia. Ontelo, jossa néyte mitattiin,
on valmistettu ruostumattomasta teriksesté, jonka sisdpinnat ovat paillystetty kvart-
silla kemiallisen inerttiyden takaamiseksi. Mittauksissa kaytettiin kahta erilaista onte-
loa, joista toisen sisdtilavuus oli 40 cm?® ja toisen 500 cm?, koska laitteistolla tehtiin
myo0s muita tdhédn tutkimukseen kuulumattomia mittauksia. Ontelon péissd olevien
peilien etdisyys toisistaan oli 517 mm. Tamé& peilien vélinen etéisyys antaa yhtédlon

(17) mukaisesti vapaaksi spektrialueeksi 290 MHz.

_I_@ Moodisovitusoptiikka
Komparaattori
oL B T \
'

ECDL

Aallonpituusmittari —- e
Ontelo

ﬂ I . il

Pieiso v |_ _' Y, f\/\NI Pietso

Painemittari MFC

E \ Suodatin

Pumppu

e

nivtepussi

Nafion

Kuva 7: Kaaviokuva koelaitteistosta. OI on optinen eristdja, BS sédteenjakaja, AOM
akusto-optinen modulaattori, V viittaa hanaan ja MFC massavirtaussditimeen.

Ontelon lampdétila sdddettiin noin 37 asteeseen lampotilasdatimelld ja lammitys-
nauhoilla. Paine hengitysnéytteitd mitattaessa oli noin 50 Torr ja huoneilmaa mitat-
taessa 76 Torr. Pumppuna kaytettiin kuivakierukkapumppua. Naytepussin jélkeen oli
kytketty Nafion-putki. Tyhjén ontelon aikavakio oli noin 166 us. Spektrit mitattiin aal-
tolukualueella 6504,5 - 6504,3 cm™?, jossa on hiilidioksipiikki kohdassa 6504,38 cm™*
ja HCN piikki kohdassa 6504,41 cm~!. Lopulliseen spektriin keskiarvoistettiin nelji
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spektrid, joista jokaiseen mitattiin 60 pistettd ja jokaista pistettéd kohti 50 vaimenemis-
ta. Yhden néytteen mittaus kesti noin 3,5 minuuttia. Tyypillinen spektri sovituksineen

on kuvassa 8.

8 T | T T y | T T T
Voigtin funktiot
Sovitus

* Mittauspisteet

7 | €O,:6504,373 cm’

HCN: 6504,408 cm™

Absorptiokerroin / 10° cm™
|

| ! | ! | 4 | ! | 4 | !
6504,33 6504,36 6504,39 6504,42 6504,45 6504,48
Aaltoluku / cm

Kuva 8: Esimerkkispektri sovituksineen. Spektri on mitattu diabeetikon numero 8 an-
tamasta néytteestd. Taustakorjattuun spektriin on sovitettu kaksi Voigtin funktiota
(vksi vetysyanidille ja yksi hiilidioksidille), jotka nékyvit kuvassa punaisella. Lisdksi
sininen funktio vastaa ndiden summafunktiota. Alempi kuvaaja on mitatun spektrin ja
sovitetun summafunktion vélinen erotus, josta nékee selvin w-kirjaimen muodon hiili-
dioksidipiikin kohdalla, mik johtuu spektrin sovitukseen kéytettdvan Voigtin funktion
ongelmista. Spektrin vetysyanidin pitoisuus on 2,92 ppb ja hiilidioksidin pitoisuus 3,40
%.

o4



7.4 Spektrometrin herkkyys

Absorptiokerroin voidaan laskea ontelon ominaisuuksista kaavalla

1—-RAT
- = 1
o= 1 HET (18)

missd R on peilien heijastavuus, L ontelon pituus ja 7 aikavakio nédytteen ollessa onte-
lossa. Jos 1y on tyhjian ontelon aikavakio, voidaan kirjoittaa AT = 19 — 7. Jérjestamalla

termejé ja kdayttaméalla yhtalod (13) saadaan:

O e R R "
=

Siten pienin havaittavissa oleva absorptio on se, jonka aiheuttama aikavakion muutos
AT on pienin mitattavissa oleva. Pienin mitattavissa oleva absorptio yhdelld vaimene-
misella (engl. minimum detectable absorption loss in a single shot, MDALg) voidaan

siis ilmaista yhtalolla:

1 1 1
Qpin — — - ]. (21)
C To — O T0

Keskipoikkeama oy vaimenemisaikojen jakaumasta on jokaiselle laitteelle omi-
nainen ja riippuu monista eri tekijoistd, kuten laserin tyypistd ja viivanleveydesté,
kohinasta detektorilla ja ndytteen virtauksessa tapahtuvista vaihteluista. Eli kaikki ko-
hinaa lisddvit tekijit kasvattavat keskipoikkeamaa [94]. Sovittamalla taustakorjattuun
absorptiokerroin spektriin Voigtin funktiot, saadaan residuaali, joka kertoo laitteiston
signaali-kohina-suhteen. Residuaalin yhden keskipoikkeaman arvo laskettuna kuvassa
8 olevalle esimerkkispektrille on =2,45 -1071! em™!. Spektrin HCN-konsentraatio on
2,92 ppb ja vastaava absorptiokerroin 9,49 -1071° cm ~!. Lasketun signaali-kohina-

suhteen avulla saadaan méaéaritysrajaksi noin 300 ppt:ta.
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7.5 Mittaustulosten analysointi

Spektriviivat eivit koskaan ole dédrettomén kapeita, vaan virittyneelld tilalla on dédrellinen
elinaika, joka aiheuttaa spektriviivan levenemisen. Tété niin sanottua luonnollista le-
venemé&d kuvataan Lorentzin funktiolla [88]. Kun viivan keskikohdan #, absorbanssi on

Ay, on absorbanssi aaltoluvulla v:

~\N ’yc
Ap)=A - - (22)

missi 7. = (277)~! on spektriviivan puolikorkeuden leveys. Luonnollisen levenemiin
merkitys on kuitenkin melko pieni verrattuna Doppler- ja painelevenemiin. Doppler-
levenemé& on ilmio, jossa absorption tai emission taajuus riippuu atomin tai molekyy-
lin nopeudesta suhteessa lasersiteeseen. Doppler-ilmié on epadhomogeeninen eli kaikki
atomit tai molekyylit nidytteessi eivit kayttdydy samoin. Kun viivan keskikohdan

absorbanssi on Ay, on absorbanssi aaltoluvulla r:

(23)

A(P) = Agexp (_‘Hfl?(ﬂ - 170)2> |

V3

missi, Ay = —=4/22 ja yp = 2(

2kT1n2)1/2 v
D ™ m

2, missd k on Boltzmannin vakio, T
lampotila Kelvineissd, v siirtymén taajuus, ¢ valon nopeus ja m massa. Suure vp ku-
vaa viivan puolikorkeuden leveytti. Kaasufaasissa tapahtuvat torméykset molekyylien
ja atomien valilla lyhentéavat virittyneen tilan elinikdd ja leventéavat myos spektriviivo-
ja. Tamé& niin sanottu painelevenemé on luonnollisen levenemén kaltainen ja tuottaa

Lorentzin-funktion muotoisen viivanleveyden.

Voigtin profiilia kaytetdan spektroskopiassa silloin, kun yhdistetdan Doppler-
ja painelevenemit keskenddn [88]. Sitd voidaan kéyttédd tapauksissa, joissa Doppler-
levenemén puoliarvoleveys on verrattavissa Lorentzin funktion puoliarvoleveyteen. Nor-
mitettu Voigtin funktio on yksinkertaisesti normitettujen Lorentzin ja Dopplerin pro-
fiilien konvoluutio. Voigtin funktiolle ei ole analyyttistd muotoa, mutta arvio sen puo-

likorkeuden leveydelle on:
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o=\ () + o @1

missé v, ja yp ovat vastaavat Lorentzin ja Doppler levenemien viivan puolikorkeuden
leveys. Voigtin profiilin ongelmana on kuitenkin, ettei se ota huomioon molekyylien no-
peuksien ja torméyksellisten prosessien vilisid korrelaatioita. Ongelma ilmenee monesti
spektriviivojen sovituksessa mitatun spektrin ja siihen sovitetun funktion erotuksessa
nikyvani w-kirjaimen muotona (katso kuva 8). Kirjallisuudesta 16ytyy lukuisia erilaisia
malleja kuvaaman todellisia viivan leveyksié, esimerkkind mainittakoon niin sanottu

Galatryn profiili [89].

CRDS-laitteistolla mitatut spektrit analysoitiin sovittamalla vetysyanidin ja hii-
lidioksidin absorptiopiikkeihin Voigtin funktiot Fityk-ohjelmalla [90]. Voigtin funktioi-
den liséiksi spektreihin sovitettiin sinifunktio korjaamaan ontelosta johtuvaa niin sa-
nottua etalonilmictd. Voigtin funktioita sovitettaessa kdytettiin vetysyanidin ja hiili-
dioksidin viivan levenemaille kirjallisuudesta laskettuja arvoja. Spektriviivaa voidaan
kuvata piikin paikan, korkeuden, leveyden ja pinta-alan avulla. Yhtélon (23) mukai-
nen Doppler-leveneméaé vastaavan spektriviivan puolikorkeuden leveys vetysyanidille on
0,0156 cm ™! ja hiilidioksidille 0,0122 ecm~!. Lorentzin funktion muotoisen spektriviivan
puolikorkeuden leveys vetysyanidille on 0,0159 cm ™! ja hiilidioksidille 0,00935 cm ™. Ve-
tysyanidin viivan painelevenemén laskemiseen kaytettiin HITRAN-spektritietokantaa
[91] ja hiilidioksidille kiytettiin Geisa-tietokantaa [92]. Doppler-levenemét voidaan las-

kea.

Voigtin funktion sovituksesta saadaan piikin pinta-ala ja sitd kautta konsentraa-

tio. Konsentraatio absorboivalle yhdisteelle voidaan laskea yht&losta:

- NLAI / o) v, (25)

missi C' on konsentraatio yksikdissd mol cm™, Ny on Avogadron vakio, I on absorp-

tioviivan intensiteetti yksikoissd cm molekyyli™!, 7 on siirtyméi vastaava aaltoluku ja
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« integroidaan yli koko absorptioviivan. Siirtymén voimakkuudet saadaan kirjallisuu-
desta. Konsentraatiot muutettiin ppb-yksikoihin jakamalla konsentraatio ideaalikaasun
moolisella tilavuudella tutkittavassa lampotilassa ja paineessa [93]. Virhearvio tehtiin
laskemalla tuloksista keskiarvot, mediaanit ja keskipoikkeamat. Liséksi laskettiin SPSS-
ohjelmalla HCN, CO, ja HCN/CO,- konsentraatioiden viliset korrelaatiot ién, suku-
puolten, munuaisvaurion tyypin, diabeteksen keston, painoindeksin (engl. body mass
index, BMI), ruokailun, HBA1C:n, sKOL:n, sTG:n, sHDL:n, sKkREA:n ja hsCRP:n
kanssa. Vertailu tehtiin kdyttamalld Spearmanin korrelaatiotestid ja Kruskal-Wallis-

testia.
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8 Tulokset

Taulukoissa 5 ja 6 on esitetty kontrollihenkiloiden ja diabeetikoiden HCN-pitoisuudet
ppb-yksikoissé ja hiilidioksidipitoisuudet prosentteina sekéd ndiden suhde. Taulukois-
sa on myos kummallekin yhdisteelle laskettu keskiarvo, mediaani ja keskipoikkeama.
Lisiiksi HCN-pitoisuuksista on piirretty kummankin henkil6joukon osalta histogram-
mit kuvissa 9 ja 10. Kontrollihenkil6iden HCN-pitoisuuden mediaani oli 1,54 ppb ja
diabeetikoiden 1,50 ppb. HCN-konsentraation vaihteluvéli kontrollihenkil6illa oli 0,83
- 5,74 ppb ja diabeetikoilla 0,32 - 2,92 ppb.

Henkilo | HCN / ppb [ CO; / % | HCN / CO, |
1 1,55 4,60 0,34
2 1,21 3,73 0,32
3 1,43 4,21 0,34
4 1,54 4,50 0,34
5) 3,30 2,91 1,13
6 2,02 4,07 0,50
7 1,21 3,24 0,37
8 5,74 3,33 1,72
9 1,19 3,61 0,33
10 2,11 3,58 0,59
11 1,46 3,81 0,38
12 2,40 4,49 0,53
13 0,83 4,59 0,18
14 4,13 4,17 0,99
15 1,37 3,58 0,38
16 3,46 3,73 0,93
17 2,00 3,80 0,53
18 1,53 2,69 0,57
19 1,33 3,32 0,40
20 1,88 3,28 0,57
21 1,40 4,20 0,33
22 1,62 4,19 0,39
23 1,37 4,16 0,33
24 2,84 3,57 0,80
25 1,53 3,12 0,49
Keskiarvo 2,02 3,78 0,55
Mediaani 1,54 3,73 0,40
Keskipoikkeama 1,11 0,53 0,23

Taulukko 5: Kontrollihenkiloiden HCN- ja hiilidioksidipitoisuudet ppb- ja %-yksikoissé
sekd ndiden suhde. Taulukossa on myos keskiarvo, keskipoikkeama ja mediaani.
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Hiilidioksidin avulla normitettujen arvojen vaihteluvéili kontrollihenkil6illd on
0,18 - 1,72, mediaani 0,40, keskiarvo 0,55 ja keskipoikkeama 0,23. Diabeetikoilla nor-
mitettu pitoisuus vaihteli vélilla 0,08 - 0,93, mediaani on 0,45, keskiarvo 0,50 ja keski-
poikkeama 0,20. Tuloksia katsomalla voidaan huomata, ettei tupakointi tai syanidipi-
toisen ruuan viimeaikainen nauttiminen vaikuttanut tuloksiin. Hiilidioksidipitoisuuk-
sien mediaani kontrollihenkilsilld oli 3,73 % ja vaihteluvali 2,69 - 4,60 %, kun taas
diabeetikoilla mediaani oli 3,50 % ja vaihteluvéli 2,10 - 4,22 %. Tulosten normalisointi
hiilidioksidin pitoisuudella mahdollistaa erikokoisten ihmisten tulosten vertailun. Nor-
mittamisen avulla voidaan myos ottaa huomioon keuhkorakkuloista tulevan ilman ja

kuolleen tilavuuden valistd suhdetta.

| Henkilo | HCN / ppb [ CO, / % | HCN / CO, |

1 1,78 3,45 0,52

2 2,48 2,85 0,85

3 2,19 4,01 0,53

4 2,41 3,54 0,65

5 2,51 2,71 0,93

6 2,28 3,50 0,08

7 0,32 3,22 0,86

8 2,92 3,40 0,70

9 1,71 3,78 0,45

10 1,93 2,98 0,65

11 1,01 3,46 0,29

12 1,88 2,10 0,90

13 1,36 3,88 0,35

14 1,41 2,98 0,47

15 0,73 3,67 0,20

16 0,87 3,89 0,22

17 1,30 4,22 0,31

18 1,50 3,52 0,43

19 1,18 3,61 0,33

20 1,31 3,14 0,42

21 1,33 3,56 0,37
Keskiarvo 1,64 3,40 0,50
Mediaani 1,50 3,50 0,45
Keskipoikkeama 0,66 0,49 0,20

Taulukko 6: Diabetes-potilaiden HCN- ja hiilidioksidipitoisuudet ppb- ja %-yksikoissa.
Taulukossa on myos keskiarvo, keskipoikkeama ja mediaani.

Kun laskettiin diabetespotilaiden korrelaatiot HCN-, CO2- ja HCN/CO2- kon-
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Kuva 9: Kontrollihenkil6iden HCN-konsentraatiojakauma.
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Kuva 10: Diabetespotilaiden HCN-konsentraatiojakauma.

sentraatioiden ja ifn, sukupuolten, munuaisvaurion tyypin, diabeteksen keston, pai-

noindeksin (engl. body mass index, BMI), HbA;.:n, sKOL:n, sTG:n, sHDL:n, sKkREA:n

ja hsCRP:n vililla, havaittiin selva negatiivinen korrelaatio ién ja HCN-konsentraation
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valillda kummassakin henkil6joukossa (R=—0,370 ja merkittavyys 0,011). Tulos tarkoit-
taa sitd, ettd korkeimmat pitoisuudet mitataan nuorilta henkil6iltd. Eri sukupuolten
vélilla ei ollut merkittdvaa eroa HCN-konsentraatioissa, mutta hiilidioksin pitoisuus
oli naisilla pienempi kuin miehilla. Poistamalla diabetespotilaiden joukosta henkilon
numero 15, jonka HbA;.-arvo poikkesi muista potilaista, havaittiin negatiivinen korre-
laatio i&n ja HCN-konsentraation vililld (R=—0,520, merkittavyys 0,019) sekda sHDL:n
ja HCN-konsentraation vélilla (R= —0,486, merkittdavyys 0,035). Liséiksi havaittiin po-
sitiivinen korrelaatio HCN-konsentraation ja HbAj.:n vélilla (R=0,529, merkittavyys
0,020). Munuaisvaurion tyypilli ei puolestaan ollut yhteyttd HCN-konsentraatioihin.
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9 Yhteenveto ja johtopaitokset

Hengityksen mittaaminen on turvallista sekéd potilaalle ettd néytteenottajalle ja se on
veri- tai virtsandytteiden ottamiseen verrattuna miellyttava ja helppo; potilaalta ei
vaadita muuta kuin hengittdmistd. Hengitysnédytteen kerd&éminen on niin helppoa, ettéa
sen voi tehdé esimerkiksi kokematon sairaanhoitaja potilaan huoneessa tai jopa poti-
las itse. Hengitysanalyysia voidaan kédyttdd sairauksien méarittdmiseen, sairauden ete-
nemisen seurantaan tai ladkehoidon seurantaan. Helppoutensa vuoksi voidaan tutkia
suuria méarid potilaita kerralla. Se ei ole kuitenkaan saavuttanut laajempaa kayttoa

monista syistéd johtuen.

Vaikka hengitysnédytteenotto on helppoa, on laitteissa vield paljon puutteita. Pa-
ras laite ainakin sairaalakédytt6on on kannettava, mahdollisimman pieni, helppokéyt-
toinen, edullinen ja reaaliaikaiseen mittaamiseen kykeneva. Toisaalta, kuten edelld kavi
ilmi, hengityksen mittaamisessa on otettava huomioon paljon erilaisia asioita. N&itéa
ovat esimerkiksi ympéroivin ilman aiheuttama kontaminaatio, tupakointi ja muiden
molekyylien aiheuttamat hairiét. Myo6s sopivien sairauksiin viittaavien biomerkkiai-
neiden loytdminen ja nédiden biokemiallisen alkuperédn ymmértdminen hidastavat hen-
gitysanalyysin kehittymistd. Hengitysanalyysid mainostetaan usein kehoon kajoamat-
tomana menetelméné, mutta myos virtsan, syljen tai hiusten kerdédminen eivit kajoa
elimistoon. Hengitystéd voidaan kuitenkin kerdté ldhes rajattomasti, toisin kuin esimer-

kiksi hiuksia tai virtsaa.

Téssé tutkielmassa mitattiin terveiden ihmisten ja diabeetikoiden uloshengitysil-
man HCN-pitoisuuksia CRDS-laitteistolla. Tutkimus on tiettédvésti ensimmaéinen, jos-
sa tutkitaan diabeetikoiden uloshengitysilman HCN-pitoisuuksia. Diabeetikoiden pitoi-
suudet eivit erityisemmin poikenneet terveiden ihmisten pitoisuuksista, silld osa ter-
veiden ihmisten pitoisuuksista on jopa korkeampia kuin diabeetikoilla ja kummankin
tutkimusryhmén mediaanit ovat kidyténnossa lahes samoja (1,50 ja 1,54 ppbv). Tu-
loksissa on kuitenkin huomioitava, ettéd kontrolliryhméssd oli enemmén nuoria kuin
diabeetikoiden joukossa. Nuorilla henkil6illa nayttdisi tulosten mukaan olevan van-
hempia korkeammat HCN-pitoisuudet uloshengitysilmassa. Tulokset ovat verrattavissa

alempiin tutkimuksiin, joissa on mitattu terveiden ihmisten uloshengitysilman HCN-
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pitoisuuksia. Esimerkiksi Schmidt et al. maarittivat tutkimuksessaan, ettd nenén kaut-
ta hengitettdessi HCN-pitoisuus vaihtelee vililla 0,7 - 3,2 ppbv mediaanin ollessa
1,3 ppbv. Toisaalta tuossa tutkimuksessa niytteet mitattiin suoraan laitteeseen hen-

gittamalld, eikd nadytepussista. [22]

Veren seerumista mitattu HbA . korreloi negatiivisesti HCN-konsentraation kans-
sa silloin, kun poistetaan henkilé 15 diabetespotilaiden joukosta. Lisédksi seerumin
sHDL korreloi positiivisesti HCN-pitoisuuden kanssa. Tulos voisi olla mielenkiintoi-
nen, silld FinnDiane-tutkimuksissa on havaittu, ettd kohonneet veren rasvat (triglyse-
ridit ja HDL) ja glykohemoglobiini HbA;. ennustavat tulevaa munuaistautia, varsinkin
miehilla. Lisdksi HbA1. on tarked diabeteksen omahoidon seurannassa, silld sen arvo
kertoo omahoidon onnistumisesta [85]. Ongelmana on kuitenkin, etté iké korreloi myos
negatiivisesti HCN-pitoisuuden kanssa (R=—0,370 ja merkittavyys 0,011) ja se selittda
ehké siksi téllaiset tulokset. Munuaisvaurion tyypilla ei myoskadn ollut vaikututusta

HCN-pitoisuuksiin.

Vaikka oma tutkimukseni antaa viitteita siité, etta diabeetikoiden HCN-pitoisuudet
eivit poikkea erityisemmin terveiden ihmisten pitoisuuksista, on kuitenkin syytéa huo-
mata, ettd esimerkiksi Enderby et al. ovat havainneet kohonneita HCN-pitoisuuksia
lapsilla, jotka sairastavat kystista fibroosia [74]. Néisté lapsista kaikilla paitsi kahdella
oli PA- bakteerin aiheuttama infektio hengitysteissd ja HCN-pitoisuuden vaihteluvili
oli 0 - 68 ppb. Toisaalta nédytteet on otettu suun kautta, miké saattaa selittda tutki-
mustamme korkeammat pitoisuudet. Lisdksi lasten infektio on hengitysteissd, kun taas

omaan tutkimukseeni osallistuneilla diabeetikoilla PA-infektio on munuaisissa.

Tutkimuksessani potilaita oli vain 21, joista vain yhdelle oli tehty munuaissiir-
to. Myoskéadn siksi ei voida varmasti sanoa, soveltuuko HCN biomerkkiaineeksi PA-
infektoituneiden diabeetikoiden maarittamiseen. Jotta lopullinen johtopaétos voidaan
tehd4, on tutkittava huomattavasti useampaa infektoitunutta diabeetikkoa ja vanhem-
paa kontrollihenkilod. PA- bakteeri infektoi useita kudostyyppejé, kuten esimerkik-
si ihoa. Diabeetikoilla ihoinfektiot ovat melko yleisid, minka vuoksi CRDS-laitteiston

avulla voitaisiin myos mitata PA-bakteerin infektoiman ihon pinnalta ndytteita vetysy-
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anidin toteamiseksi samaan tapaan, kuin esimerkiksi Schmidt et al. mittasivat tervei-
den ihmisten iholta vetysyanidipitoisuuksia [22]. Kéytdnnossa tdmé vaatisi vield kan-
nettavan laitteen puuttuessa diabeetikoiden saapumista laboratorioon, miké voi olla

mahdotonta esimerkiksi vuodepotilaiden osalta.
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