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THVISTELMA

Ihmisten toimesta ympéristoon joutuvien vierasaineiden vaikutukset hormonitoimintaan
ovat viime vuosina herattaneet paljon keskustelua. Yksi alan tutkituimmista aihealueista on
estrogeenin kaltaisesti vaikuttavien aineiden eli ymparistoestrogeenien aiheuttamat
lisadntymis- ja kehityshairiét. Estrogeenisia vaikutuksia voidaan tutkia monella tapaa,
alkaen solutason vasteista populaatiokehitykseen. Yksi paljon kéaytetty molekyylimarkkeri
on kalojen vitellogeniinitason mittaus. Vaikka normaalioloissa vain naaraat tuottavat
vitellogeniinid, estrogeenialtistuksen vaikutuksesta myds Kkoiraat ja nuoret yksilot voivat
sitd tuottaa. Tassa opinndytetyodssa tutkittiin kolmen ymparistoestrogeenin, bisfenoli A:n,
nonyylifenolin ja oktyylifenolin vaikutusta 20 dpf ikdisten eli hedelmdityksesté lukien 20
vuorokauden ikaisten seeprakalojen (20dpfZF) vitellogeniinin  mRNA:n tuottoon.
Viisipaivéiset altistuskokeet veteen lisatyilld aineilla tehtiin sekd yksittdin ettd kolmen
aineen NOEC-arvojen seoksena. Tavoitteena oli myods selvittdd 20dpfZF-mallin
tehokkuutta kaytettiessé vitellogeniinivastetta.

Tulosten  perusteella  20dpfZF-malli  sopii  ympéristOestrogeenien  testaamiseen
vitellogeniinivasteen avulla, silla positiivisena kontrollina kéytetty etinyyliestradioli
aiheutti selkedn annos-vasteriippuvuuden. Bisfenoli A lisasi vitellogeniinin mRNA:n
tuottoa korkeimmalla altistetulla pitoisuudella 2000 pg/l, mutta nonyylifenolilla tai
oktyylifenolilla ei ollut yksittdin vaikutusta. Yksittdisten annos-vastekokeiden sek&
kirjallisuusarvojen perusteella yhteisvaikutuskokeessa kaytettiin bisfenoli A:n 500 pg/l,
nonyylifenolin 50 pg/l ja oktyylifenolin 20 pg/l pitoisuuksia. Kolmen aineen NOEC-
arvojen seoksen vaikutus oli pienempi kuin bisfenoli A:n vaikutus yksittain.

Ympéristoestrogeenien aiemmissa tutkimuksissa on yhteisvaikutuksen todettu suurin
piirtein  noudattavan  konsentraatioihin  perustuvaa summavaikutusmallia, mutta
poikkeuksiakin siitd on, kuten osoitti my6s tdman tyon tulos. Silti kemikaalivalvonnan
lainsdddanndssa péaédsaantoisesti huomioidaan aineiden vaikutukset yksittéin, vaikka
ymparist0ssé aineet esiintyvat monen aineen seoksina. Riskinarvioinnissa tulisi huomioida
my0s tama.
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ABSTRACT

The effect that natural and synthetic chemicals might have on endocrine system has evoked
much discussion in past few years. One of the most studied subjects in this field has been
the action of environmental estrogens on reproduction and development. Estrogenic
potencies can be studied by several means starting from cell level responses to effects on
population structure. Vitellogenin (vtg) induction of fish is a well-known biomarker for
estrogenic responses. In normal conditions only females produce vitellogenin, but under
the influence of estrogenic substances also males and juveniles may show this response. In
this thesis work the effects of three environmental estrogens, bisphenol A, nonylphenol and
octylphenol, were investigated using vitellogenin mRNA induction by 20dpfZF zebrafish
as the endpoint. The work was carried out as five-day exposures in water, first as single
substance dose-response exposures and afterwards as a mixture exposure for the NOEC-
values of the single substances. The aim was also to study if the 20dpfZF model is
qualified to use in environmental estrogen studies with vtg-induction as an endpoint.

According to the results, the 20dpfZF model was appropriate for estrogenic studies since
the positive control, ethinylestradiol, caused a clear dose-related response. Bisphenol A
affected vtg mRNA induction in concentration 2000 ug/l, but nonylphenol and octylphenol
didn’t have statistically significant effect. Based on the results of single dose-response
exposures and literature values, a joint exposure using the NOEC-values of the three
chemicals (500 pg/l bisphenol A, 50 pg/l nonylphenol and 20 g/l octylphenol) was
conducted. In this mixture composition the effect of bisphenol A alone was greater than the
joint effect.

The mixture effect of environmental estrogens often deviates from sum effect. In previous
studies made with estrogenic mixtures it has been observed them to follow the
concentration addition model, although not exclusively, as was also evident in this work.
The current practices of risk assessment and regulation of chemicals are based on tests
made with single substances. In the environment, chemicals exist always as a part of a
mixture, and this should also be noted in legislation.
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LYHENNELUETTELO

20dpfZF = seeprakalan 20 dpf ajankohdan kehitysvaihe

BCF = biokertymisen kerroin (bioconcentration factor)

BPA = bisfenoli A (bisphenol A)

DNEL = johdettu ei-vaikuttava pitoisuus (derived no-effect concentration/level)
dpf = pdivaa hedelmoittymisen jélkeen (days post fertilization)

dph = péivaa kuoriutumisen jalkeen (days post hatching)

E, = estradioli-17f

EE, = 17a-etinyyliestradioli

EDC = hormonitoimintaa héiritseva aine (endocrine disrupting compound)
ER = estrogeenireseptori

hpf = tuntia hedelmoittymisen jalkeen (hours post fertilization)

LOEC = alin vaikuttava pitoisuus (lowest observed effect concentration)
NOEC = ylin ei-vaikuttava pitoisuus (no observed effect concentration)

NP = nonyylifenoli

OP = oktyylifenoli

PNEC = ennustettu ei-vaikuttava pitoisuus (predicted no-effect concentration)

VTG/vtg = vitellogeniini (proteiini/geeni)



1 JOHDANTO

Viime vuosisadan puolivalista lahtien keskustelu kemikaalien ymparistdongelmista on
lisddntynyt jatkuvasti. Erddnlaisena ympdristOajattelun heréttdjana pidetddn Rachel
Carsonin kirjaa Adneton kevat (1962), joka toi keskusteluun ihmisten toimesta
ymparistoon paatyvien kemianteollisuuden aineiden ongelmat. Kirja, joka Kkasitteli
hyonteismyrkkyjen aiheuttamia selkdrankaisten lisdéantymisongelmia, herétti ajattelemaan,
miten ihmisen toiminnalla voi olla kauaskantoisia vaikutuksia my6s muihin
eliopopulaatioihin.  Samoihin aikoihin nousi esiin  myds muita ympdristouhkia
6ljyonnettomuuksien ja pienentyneiden villieldinpopulaatioiden saadessa huomiota
julkisessa keskustelussa. 1960-lukua pidetadnkin ymparistdajattelun herd&misen kautena
(Botkin & Keller 2010).

1970-luvulla keskusteluun nousi erityisesti luonnonvarojen riittdvyys oljykriisin ja
Rooman klubin ”Kasvun rajat” -kirjan myo6td. 70-luvulla my6s kansainvélinen
ymparistopolitilkka kaynnistyi kunnolla kansainvélisten sopimusten muodossa, ja
esimerkiksi vuonna 1972 perustettiin YK:n ymparistoohjelma UNEP. Sama trendi jatkui
1980-luvulla, jolloin varsinkin laajat globaalit ongelmat, kuten otsonikato, olivat
keskustelun keskipisteessa (Hakala & Valimaki 2003). Sen sijaan hieman yllattden
keskustelu vierasaineiden aiheuttamista ongelmista hiljeni muiden ympéristdongelmien
noustessa esiin. 1990-luvulla vierasaineiden vaikutus hormonitoimintaan ja siten
mahdollisiin lisd&ntymisongelmiin nousi taas yleiseen keskusteluun mm. Theo Colbornin
kirjan ”Our Stolen Future” ilmestyessd 1996 (Mills & Chichester 2005). Vaikka
ilmastonmuutos ja luonnonvarojen riittdvyys ovatkin hallinneet ymparistokeskustelua
2000-luvulla, on vierasaineiden vaikutus erityisesti  ihmisten  kehitys- ja

lisddntymisongelmiin herattanyt runsasta huolta ja pohdintaa.

Tastd seuraten viime vuosikymmenind my0s tutkimus lisé&antymiskykyad ja
hormonitoimintaa hairitsevien aineiden (EDC, endocrine disrupting chemical)
vaikutuksista on lisd&ntynyt (Witorsch 2002, Mills & Chichester 2005). EDC-aineet voivat
olla joko luonnollisia tai synteettisia hormoneja, tai niiden kaltaisesti vaikuttavia aineita.
Monien yhdisteiden kuten Kklooridioksiinien, polykloorattujen bifenyylien (PCB,
polychlorinated  biphenyls), DDT:n  (dikloori-difenyyli-trikloorietaani) ja  sen



johdannaisten, ftalaattien, alkyylifenolien seka fytoestrogeenien on havaittu vaikuttavan
EDC:n tavoin (Witorsch 2002, Segner 2008). Vierasaineet voivat vaikuttaa normaaliin
hormonitoimintaan joko matkimalla luonnollisia hormoneja, héiritsemalla luonnollisten
hormonien toimintaa, muuttamalla niiden synteesid tai metaboliaa, tai vaikuttamalla
reseptorien lukumé&araén. Usein tdysikasvuisilla yksil6illda ndamé vaikutukset ovat
valiaikaisia ja kestavat niin kauan kuin altistus itse aineellekin kestda. Sen sijaan vaikutus
nuorilla yksil6illa, varsinkin elinten kehitysvaiheessa, voi olla pysyvé ja ilmetd vasta
vuosia altistuksen jalkeen (Sonnenschein & Soto 1998).

Nykyinen EU:n kemikaalilainsdadantd kasittelee myds hormonitoimintaa mahdollisesti
hairitsevid aineita. REACH (Registration, evaluation, authorisation and restriction of
chemicals) -asetus sisallyttdd luvanvaraisten aineiden listaan artiklan 57 kohdan f mukaan
my0s aineet, joilla on hormonitoimintaa hdiritsevid ominaisuuksia. Lupaa ei kuitenkaan
vaadita mikali ei uskota tapahtuvan sellaista altistusta, mika ylittdisi aineelle maaritellyt
PNEC (predicted no effect concentration) tai DNEL (derived no-effect level) -arvot
(Asetus EY/1907/2006). REACH myo0s késittelee vain aineita, joiden valmistus- tai
maahantuontimé&éra ylittdd yhden tonnin rajan. Asetus on talta osalta vield kehitystilassa, ja
vuonna 2013 ollaan ko. kohtaa arvioimassa uudelleen uuden tieteellisen tiedon valossa,
jolloin arviointikriteerien muuttaminen on mahdollista. Hormonitoimintaan vaikuttavien
aineiden vaikutuksen arviointia vaikeuttavat mm. niiden mahdolliset vaikutukset jo pienina
konsentraatioina (pg/l tai ng/l) sekd mahdollinen seosten vaikutusten eroaminen
yksittéisten aineiden ennustamista vaikutuksista. On myds keskusteltu siitd, onko pelkka
vaikutus hormonitoimintaan sindnsé laskettava haitalliseksi, vai pitéisiko sitd pitd4 vain
mekanismina, joka saattaa johtaa mm. lisd&ntymis- tai kehityshairidihin tai sy6pien
kehitykseen. Hormonijarjestelmd on normaali fysiologinen ilmié sek& ihmisilla ettd
elaimillg, ja vierasaineiden ylimaaréista vaikutusta tah&n jarjestelmaan voi olla vaikea
arvioida (Matthiessen & Johnson 2007).

Toistaiseksi eniten tutkittu alue EDC-aineista on estrogeenien tavoin vaikuttavien aineiden
eli ympéristoestrogeenien tai ksenoestrogeenien toiminta (Witorsch 2002). P&dasiallinen
luonnollinen estrogeeni selkarankaisilla, estradioli-17, on rakenteeltaan kolmesta kuuden
ja yhdesta viiden hiilen renkaasta koostuva steroidi, jolla on kaksi hydroksyyliryhmaa, yksi

molekyylin  kummassakin paassa (Kuva 1). Estradiolin synteesi lahtee liikkeelle



kolesterolista, joka muutetaan ensin sukurauhasten teekasoluissa Cypllal-entsyymin
(P450scc) avulla pregnenoloniksi; tdmd on hormonisteroidien synteesissa rajoittavana
vaiheena. Pregnenoloni muunnetaan progesteroniksi ja sitten 17a-hydroksiprogesteronin ja
androstenedionin kautta testosteroniksi. Testosteroni eritetddn teekasoluista ja se siirtyy
diffuusion avulla granulosyytteihin, joissa se muunnetaan estradioli-17f:ksi Cyp19a

aromataasin avulla (Clelland & Peng 2009) (Kuva 2).

Useat ymparistéestrogeenit muistuttavat rakenteeltaan estradiolia (Kuva 1). Niissa esiintyy
usein fenolirakenne, joka auttaa sitoutumista estrogeenireseptoriin (ER) (Kuva 2) (Blair
ym. 2000, Witorsch 2002). Yhdisteet, joissa tata rakennetta ei ole, joko muuttuvat
elimistdssa aromaattisiksi, tai siséltavat vastaavasti kayttdytyvéan rakenteen. Estradiolista
eroava rakenne vaikuttaa monin tavoin sitoutumisen tehokkuuteen, ja siksi useiden
ymparistoestrogeenien vaikutus on paljon heikompi kuin estradiolin (Witorsch 2002).
Ymparistoestrogeenin sitoutuessa estrogeenireseptoriin  vaste riippuu paitsi aineen

rakenteesta, myos reseptorityypisté seké sitoutumiselimesta.
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Kuva 1. Selkdrankaisten elainten luonnollinen estrogeeni, estradioli-17f, E;, (A), seka
joitakin ympéristoestrogeenejd (B: etinyyliestradioli, EE;; C: genisteiini; D: bisfenoli A; E:
p-nonyylifenoli (yksi mahdollisista rakenteista); F: 0,p-DDT; G: metoksikloori.)
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Kuva 2. Vitellogeniinisynteesi. Ulkoiset ja sisdiset signaalit saavat aivolisakkeen
tuottamaan gonadotropiineja, jotka puolestaan ohjaavat sukupuolirauhaset tuottamaan
estrogeenejd. Estrogeenien vaikutuksesta maksa tuottaa vitellogeniiniproteiinia, joka
siirtyy verenkierron mukana oosyytteihin (Hiramatsu ym. 2006, Clelland & Peng 2009).

Aineiden estrogeenistd vaikutusta voidaan mitata monella tavalla. Perinteisilla
eldinkokeilla on usein mitattu aineiden vaikutusta koe-eldinten sukuelinten kasvuun;
nisékkailla (mm. jyrsijat) tehdyilla kokeilla yritetddn mallintaa mahdollisia vaikutuksia
ihmiselle. Ympéristdestrogeenien on havaittu vaikuttavan naarailla mm. maitorauhasten,
kohdun sekd muiden sukuelinten kasvuun ja kehitykseen sekd koirailla vastaavasti
eturauhaseen. Erityisesti kohdussa tapahtuva altistus lisdd myds myéhempien hairididen,
kuten syovén, riskid (Diamanti-Kandarakis ym. 2009). Koska ympadristestrogeenit
paatyvat usein jatevesien kautta vesiymparistoon, on paljon kokeita tehty myos
vesieldimilla kuten esimerkiksi nilvidisilla, &yridisilla ja muilla selk&rangattomilla
(Matozzo ym. 2008) sekd sammakkoel&imilld (Cheek 2006). Yhdysvalloissa on havaittu
altistumisen  ympdristOestrogeeneille lisédvdn mm. sukuelinten epa@muodostumia

sammakkopopulaatioissa ja johtavan mahdollisesti ndin populaatioiden pienenemiseen



(Cheek 2006). Eri kalalajeilla tehdyt lisdantymis- ja molekyylivastekokeet ovat myds yha

yleistymassa.

Eldinkokeiden vélttamiseksi on kehitetty my6s solutason kokeita, jotka usein perustuvat
estrogeenien indusoimien geenien ilmentymisen mittaamiseen. Aineiden estrogeenisuutta
mittaavissa kokeissa on kaytetty biomarkkerina mm. prolaktiinin ja ovalbumiinin
syntetisointiin vaikuttavia geeneja seké& progesteroni-reseptorin geeneja (Sonnenschein &
Soto 1998). Yhtend hyvand menetelménd pidetd&n estrogeenireseptoriin sitoutumista ja
reseptorin  transkription aktivoimista mittaavaa ER-TA-koetta (estrogen reseptor
transactivation assay), jossa mitataan aineiden sitoutumista joko ihmisen tai eldinten
estrogeenireseptoriin. Taméa on mm. yksi OECD:n suosittelemista menetelmista (Dang ym.
2011a). Solukokeissa voidaan kayttad joko koe-eldimisté eristettyja erikoistuneita soluja
(esim. maksasoluja) tai tiettyja vaikutuksia varten kehitettyja solulinjoja. Tunnettu aineiden
estrogeenisyyttd mittaava testi on E-SCREEN, jossa kaytetddn kloonattuja ihmisen
rintasyopasoluja (MCF7): estrogeenisesti vaikuttavat aineet kumoavat seerumin
syOpéasolujen kasvua estédvéan vaikutuksen ja aiheuttavat ndin syopéasolujen lisdantymisen
(Soto ym. 1995). In vitro tehdyt kokeet eivét kuitenkaan voi taysin korvata in vivo kokeita,
silla vaikutukset koko yksilossa, kuten jalkeldisten tuotto, ovat solutason vasteita

monimutkaisempia.

OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) on myods kehitellyt
menetelmid aineiden hormonitoimintaa hairitsevien vaikutusten havaitsemiseksi; EDC-
aineiden seulomiseen voidaan k&yttdd mm. 21-pdivan kalakoetta (21-day fish assay) tai
alemmin mainittua estrogeenireseptoriin sitoutumista (ER-TA), mutta NOAEL (nho
observed adverse effect level) tai NOEC (no observed effect concentration) -arvojen
madrittdmiseen tarvitaan vaikutuksia koko elinkiertoon tai useampiin sukupolviin mittaavia
testeja (OECD 2010, Dang 2011b).

Vitellogeniini (vtg) on munasolun ruskuaisen tuottamiseen tarvittava proteiini, jota
syntetisoidaan kalan maksassa estrogeenien, padasiassa 17p-estradiolin, vaikutuksesta.
Luukaloilla lajista riippuen joko lutenisoiva hormoni (LH) tai follikkeleita stimuloiva
hormoni (FSH) saa munarauhaset tuottamaan estradioli-17p:a, joka muiden hormonien

(esim. estronin) avulla kaynnistad vitellogeniinin tuoton maksassa. Synteesin jalkeen



vitellogeniini vapautuu verenkiertoon, josta se siirtyy vtg-reseptorien avulla oosyyttien
(munasolun emosolu) sisalle. Oosyyteissa vitellogeniini hajotetaan ruskuaisproteiineiksi eli
lipovitelliiniksi, fosvitiiniksi, f’-komponentiksi ja C-terminaalipeptidiksi (Hiramatsu ym.
2006) (Kuva 2).

Vaikka normaalioloissa vain naaraat syntetisoivat vitellogeniinid, myds koirailla ja nuorilla
eli juveniileilld elaimilla on geneettinen kyky vtg-synteesiin, mikali ymparistosta 10ytyvét
oikeat arsykkeet (Hiramatsu ym. 2006). Lisédantymiskykyisilla naarailla vitellogeniini-
pitoisuus voi plasmassa olla kymmenid milligrammoja millilitrassa kalalajista ja
lisadntymissyklin ajankohdasta riippuen. Sen sijaan koirailla ja nuorilla yksildilla
kohonneet vitellogeniinitasot viittaavat ympariston siséltdvan estrogeenin Kaltaisesti
vaikuttavia aineita eli ymparistoestrogeeneja (Sumpter & Jobling 1995). Vitellogeniinin
kayttd ympéristoestrogeenien biomarkkerina perustuu sen spesifisyyteen estrogeenisesti
vaikuttaville aineille seké vasteen herkkyyteen pienilldkin annosméaarilla (Hutchinson ym.
2006). Vitellogeniinin tuoton on havaittu vastaavan hyvin muita estrogeenialtistuksen
aiheuttamia lisddntymiseen tai histologiaan liittyvia vasteita. Se on siis biomarkkerina
luotettava ja sen antamia tuloksia voidaan verrata populaatiotason vasteisiin, kuten mm.

jalkeldisten tuottoon (Dang ym. 2011b).

Seeprakala (Danio rerio) on pieni, trooppinen kalalaji, joka luonnossa elaa Etelé- ja Ita-
Intiassa. Se on suosittu koe-eldimend, silld pienikokoisena se vie véhéan kasvatustilaa, sen
kasvatus- ja lisddntymisolosuhteet tunnetaan varsin hyvin ja se tuottaa kerralla paljon
jalkeléisia. Se myos saavuttaa sukukypsyyden verrattain nopeasti (3—4 kk), joten koko
elinkiertoa on helppo tutkia (Hill ym 2005). Liséksi seeprakalan koko genomi tunnetaan ja

siitd on olemassa tunnettuja mutanttikantoja (Segner 2009).
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Kuva 3. Seeprakalan elinkierto hedelmdittymisesta aikuisuuteen. Alkiovaiheen (zygootti ja
hedelmoittynyt munasolu) sekd 72 hpf -poikaskuvat ovat artikkelista Kimmel ym. 1995.
Aikuiset kalat ovat Jyvékylan yliopistosta, kuvan ottanut Tarini Sahoo.

Seeprakalojen kehitysvaiheet tunnetaan hyvin (Kuva 3). Noin kymmenen paivén ikaisissa
kaloissa alkavat kehittyd munasarjan kaltaiset ovarioaiheet, jotka noin kahdenkymmenen
paivan jalkeen jatkavat joko kypsymista tdysiksi munarauhasiksi naarailla tai alkavat
vastaavasti muuttua siittiorauhasiksi koirailla. Erikoistuminen muna- tai siittiérauhasiksi
paattyy noin neljankymmenen péivan kuluttua hedelmoittymisestd ja noin
kuudenkymmenen péivén ikaisind sukuelimet ovat tdysin kypsyneet (Takahashi 1977).
Toisaalta ensimmaéisen 60 paivan aikana tapahtuvan sukusolujen siirtymévaiheen (gonadal
transition stage) tarkka ajankohta vaihtelee riippuen sek& seeprakalakannasta etta
kasvatusolosuhteista. Takahashi (1977) havaitsi sukuelinten erikoistumisen ajoittuvan
jaksolle 20-40 dpf (days post fertilization), kun taas mm. Maack’n ja Segnerin (2004)
kayttdmassa kannassa erikoistuminen tapahtui paivien 40 ja 70 valilla. Sukukypsyyden
seeprakalat saavuttavat hyvissd kasvatusoloissa noin 90 pdaivan ikdisind. Tata
sukukypsymisen koko jaksoa pidetdan herkkand elinkierron vaiheena ja alttiina ympariston

antamille signaaleille.



Estrogeenireseptoreita seeprakalalta on 16ydetty kolmea tyyppid, ERa, ERB1 ja ER[2
(Bardet ym. 2002). Néista ERo vastaa nisdkkdiden samanlaista reseptoria, kun taas
nisakkadiden ER B:a vastaava reseptori nayttéisi kahdentuneen kahdeksi erilliseksi geeniksi
jossain vaiheessa kalojen evoluutioita. Seeprakalan alkionkehityksessa eri reseptorityypit
ilmenevit eri lailla. Tingaud-Sequeira ym. (2004) havaitsivat rakkula-asteella (3 hpf, hours
post fertilization) olevilla seeprakalan alkioilla emolta perdisin olevaa ERB1 ja ER[2
reseptoreiden mRNA:ta ja alkaen segmentaatiovaiheesta (10-12 hpf) kaikkien kolmen
reseptorigeenin mRNA:ta. On todenn&kdistd, ettd ERo on pédasiallinen vitellogeniinin
tuottamisesta vastaava tekija aikaisissa kehitysvaiheissa (Muncke & Eggen 2006). 72
tunnin kohdalla ERa:n ilmentyminen alkaa kasvaa voimakkaasti samoin kuin B-tyyppien,

joskin a-tyyppia pienemmassa maarassa.

Eri ikdryhmien soveltuvuudesta ympéristestrogeenien vaikutuksien mittaamiseen on tehty
tutkimuksia (Henry ym. 2009, Jin ym. 2009). Jin ym. (2009) havaitsivat alkioiden ja
alkiopoikasten (4-11 dpf) olevan herkempia (alhaisempi LOEC) ymparistoestrogeeneille
kuin aikuisten ja nuorten (17-24 dpf) kalojen, mutta vasteen mitattuna vitellogeniinil:n
mRNA:n tuottona olevan suurempi nuorilla ja sukukypsillda koirailla kuin alkioilla ja
alkiopoikasilla. Sen sijaan Henry ym. (2009) havaitsivat tutkiessaan Ez:n ja EEj:n
vaikutusta vtg-geenien ilmentymiseen vtg-trasnskriptien méaardn olevan suurempi
alkiopoikasvaiheen (3—7 dpf) seeprakaloilla kuin mitattuna aikuisten koiraiden maksoista.
Joka tapauksessa vaikuttaisi siltd, ettd myods alkiot ja juveniilit yksilot ovat alttiita
ymparistoestrogeenien vaikutuksille. Kaytettaessa alkio- ja alkiopoikasvaiheen yksildita, ei
voida kuitenkaan sulkea pois maternaalisen mRNA:n vaikutusta, silla mm. Tingaud-
Sequeira ym. (2004) havaitsivat rakkula-asteella (3hpf) olevilla seeprakalan alkioilla
emolta perdisin olevaa ERB1 ja ERB2 reseptoreiden mRNA:ta. On my0s kyseenalaistettu,
pystyvétkd alkiot vastamaan ollenkaan estrogeenidrsykkeeseen kahden ensimmaisen
elinvuorokauden aikana estrogeenireseptorien puutteen takia (Bardet ym. 2002), tosin tasta
on olemassa myos vastakkaisia todisteita (Muncke & Eggen 2006). Varsinainen
seeprakalojen sukupuolinen erikoistuminen tapahtuu usein noin 20 dpf alkaen (Takahahi
1977, Uchida ym. 2002). Tata ik&vaihetta voidaan siis pitd4 tarke&na paitsi yksiléiden
myds populaation kannalta. Siksi on tarke&& tutkia estrogeenin vaikutuksia varsinaista

alkiopoikasvaihetta myohdisemmillakin ikaryhmilla.



Nonyylifenoli (NP, Ci5H,40) ja oktyylifenoli (OP, C14H2,0) ovat alkyylifenoleja, jotka
syntyvét vastaavien alkyylifenolietoksylaattien hajotessa esimerkiksi
jatevedenpuhdistamoissa.  Alkyylifenolietoksylaatteja  kdytetddn pinta-aineina  mm.
pesuaineissa, tekstiili- ja paperiteollisuudessa seka hygieniatarvikkeissa (Sonneschein &
Soto 1998). Noin 55 % kaytosta on teollisuuden tarpeisiin, 30 % siivousalan ja 15 %
kuluttajien siivous- ja hygieniatuotteisiin. Ympdristossé alkyylifenolit sitoutuvat usein
orgaaniseen ainekseen, kuten sedimentteihin ja orgaanisiin partikkeleihin, mika voi
merkittadvasti hidastaa niiden hajoamista. Alkyylifenolit voivat myds bioakkumuloitua
elainten lipidiainekseen, mikali niille altistutaan ravinnon tai ympaériston kautta.
Alkyylifenolien on havaittu olevan alkuperdisia etoksylaatteja myrkyllisempid, ja
esimerkiksi nonyylifenoli vaikuttaa mm. soluhengitykseen, kalsiumin liikkumiseen
lihassoluissa ja hermosolujen kehitykseen (Soares ym. 2008). Tunnetuin alkyylifenolien
vaikutus lienee hormonitoiminnan hairitseminen, erityisesti estrogeenireseptorin kautta
(Ying ym. 2002).

Alkyylifenolien toksisuus riippuu mm. hiiliketjun pituudesta ja haarautumisesta, jotka
vaikuttavat niiden Kow arvoihin  ja siten my0s  bioakkumuloitumiseen.
Bioakkumuloituminen riippuu myos lajista: nonyylifenolille on mitattu kaloista BCF
(bioaccumulation concentration factor) -arvoja 271-344 rasvapadmudulla (Pimephales
promelas, 20 pdivan altistus ja 7 pdivan puhdistumisaika) ja 24-110 kirjolohella
(Oncorhynchus mykiss) (Servos 1999). Koska logKow-arvo nonyylifenolille on 4,48 ja
oktyylifenolille 4,12, on oktyylifenolin bioakkumuloituminen oletettavasti nonyylifenolia
pienempdd. Tsuda ym. (2001) saivat kuitenkin hieman poikkeavasti medakalla (Oryzias
latipes) 168 tunnin altistuksen aikana BCF-arvoksi (x keskihajonta) nonyylifenolille
167+23 (tuorepaino) ja oktyylifenolille 261+62 (tp).

Bisfenoli A (BPA, 4,4'-dihydroksi-2,2-difenyylipropaani, CisH160,) on monomeeri, jota
kéaytetddn polykarbonaattimuovien ja epoksihartsien valmistamiseen ja sitd vastaavasti
vapautuu ymparistoon ndiden hydrolyysituotteena. BPA:n runsas kayttd on aiheuttanut
paljon  keskustelua sen mahdollisista  vaikutuksista  ihmisen  kehitys- ja
lisddntymishairioihin, silla BPA:ta kdytetddn paljon mm. elintarvikkeiden pakkauksissa.
Ympéristoon BPA:ta padsee pééasiassa jatevedenpuhdistamoiden kautta, kaatopaikkojen

suotovesissa sekd muovien hajoamisen luonnossa seurauksena. Vedessa BPA hajoaa
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suhteellisen nopeasti (puoliintumisaika noin 4,5 vuorokautta), mutta silld on taipumusta
sitoutua sedimentteihin, mik& hidastaa hajoamista. BPA voi vaikuttaa elédimilla seka
teratogeenisesti ettd vaikuttamalla ymparistoestrogeenin tavoin mm. sukupuolen
madraytymiseen, sukuelinten toimintaan seké& vitellogeniinin tuottoon (Sonnenschein &
Soto 1998, Crain ym. 2007).

Vaikka yksittéisten ymparistoestrogeenien vaikutukset ovat fysiologisiin estrogeeneihin
verrattuna heikompia (Blair ym. 1999, Zhang ym. 2010), ymparistossd aineet esiintyvat
usean aineen seoksena. Lahtokohtaisesti seosten vaikutukset voivat olla additiivisia, jolloin
vaikutus on yksittdisten aineiden summa, synergistisid eli selvasti osiensa summaa
suurempi tai antagonistisia, jolloin vaikutus on pienempi. Tehdyissa kokeissa (Rajapakse
ym. 2004, Brian ym 2005, Lin & Janz 2006, Zhang ym. 2010) on osoitettu
yhteisvaikutuksen usein kuitenkin eroavan pelkastd summavaikutuksesta, joten aineiden
haitallisuuden arvioiminen ja saately yksittdin saattaa johtaa ymparistolle koituvien riskien

aliarvioimiseen (Matthiessen & Johnson 2007).

IImididen mittaaminen luonnossa ja kontrolloiduissa laboratorio-olosuhteissa voi erota
paljon. Laboratorio-oloissa sek& altistusolosuhteita  (aineet, pitoisuudet) ettd
ymparistotekijoita (lampdtila, ravinto) pystytaan kontrolloimaan tarkasti. Ymparistossa sen
sijaan olosuhteet saattavat vaihdella jatkuvasti. Elaimet altistuvat eri aineiden sekoituksille
ja altistuspitoisuudet vaihtelevat koko ajan. Esimerkiksi Kolpin ym. (2002) tutkivat eri
orgaanisten haitta-aineiden esiintymistd Yhdysvaltojen jokivesissa ja havaitsivat
mediaanimadran aineita naytteissa olevan seitseman ja maksimimaaran yhdessé néytteessa
38. Aineiden esiintyminen seoksina ndin ollen vaikeuttaa merkittdvasti ymparistdssa
esiintyvien aineiden vaikutuksien arvioimista. Usein pitk&aikaisten vaikutusten
arvioimiseen kaytetddn ympadristdsta mitattuja aineiden keskiarvoa tai mediaania, mutta
myo6s lyhytaikaiset korkeat altistukset saattavat vaikuttaa elidihin pysyvasti (Crain ym.
2007). Laboratorioissa tehdyt kontrolloidut kokeet ovat siis tarkeitd yksittdisten aineiden

tai tunnettujen aineseosten vaikutusten ja vaikutusmekanismien selville saamiseksi.
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Tyodn tavoitteet

Etinyyliestradiolia kaytettiin tassa tutkimuksessa sekd positiivisena vertailuaineena etta
ympaéristoon joutuvana kemikaalina, jonka vaikutus vélittyy ER-reseptorin kautta. Lisaksi
tutkittiin - kolmea estrogeenisesti vaikuttavaa teollisuuskemikaalia: bisfenoli A:ta,

nonyylifenolia seké oktyylifenolia.

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd, eroaako ndiden kolmen ymparistéestrogeenin
yhteisvaikutus yksittaisten aineiden vaikutuksesta nuorilla (n. 20 dpf), sukuelinten
erikoistumisvaiheessa olevilla seeprakaloilla eli 20dpfZF-mallilla. Kaikilla yksittéisilla
aineilla suoritettiin ensin annos-vaste kokeet ylimmaén vaikuttamattoman pitoisuuden (no-
observed effect concentration, NOEC) selvittdmiseksi. Yhteisvaikutuskoe suoritettiin
naiden NOEC-pitoisuuksien seoksella. Vasteena tutkimuksessa mitattiin vitellogeniinil:n
lahetti RNA:ta (messenger RNA, mRNA). Lisaksi tehtiin my0s alustavia mittauksia vtg-

geeniekspression heijastumisesta vastaavan proteiinin pitoisuuteen.

2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Koe-eldinten yllapito

Altistuskokeissa kéytettiin 20 vuorokauden ikéisid seeprakalan varhaispoikasia. Kokeissa
kaytetyt kalat olivat villimuodon sekakantaa, jota on vuodesta 2008 pidetty Tampereen
yliopistollisessa sairaalassa professori Mika Réametin laboratoriossa. Emokaloja oli
séilytetty Jyvéskylan yliopiston kalakoetiloissa (Ambiotica) talvesta 2009-2010 asti, ja
yhden aineen altistuskokeisiin poikasia tuottaessaan niiden ik oli vuodesta puoleentoista
vuotta. Emokaloja sailytettiin jaoteltuina sukupuolen mukaan eri 30-45 litran akvaarioissa
Ambiotican kalakoetiloissa. Kaloja ruokittiin seka hiutaleruoalla (esimerkiksi TetraMin®
Granuler, Tetra GmbH, Saksa) ettd ennen lisddntymistd ja sen jalkeen pakastetuilla
surviaisséasken toukilla. Akvaarioiden veden lampétila vaihteli valilla 25-28 °C:n ja pH
7,5-7,6. Veden kovuus mitattuna Tetratest KH/GH -liuskoilla (Tetra GmbH, Saksa) oli
14,3 mg/l karbonaattikovuutena ja 28,6 mg/l Ca/Mg?* -suoloina.

Lisdantymiseen kaytettiin erillisia muovisia lisddntymisakvaarioita (Kuva 4), joihin
akvaarion koon (3-6 1) mukaan laitettiin kerrallaan 2-5 yksil6d kumpaakin sukupuolta.

Akvaarioiden pohjat peitettiin - marmorikuulilla (lapimitta n. 15 mm) emojen
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muniensyonnin  estamiseksi sekd lisdttiin - muutamia hyvin  pestyja muovisia
akvaariokasveja lisdantymisen stimuloimiseksi. Lisadntymisakvaarioiden lampdtila

saadettiin alueelle 27—-28 °C ja kalojen annettiin olla niissa yon yli eli noin 18-20 tuntia.

Kuva 4. Seeprakalojen lisdédntymisakvaarioita. Akvaariot ovat Techniplastin (ltalia) Zb70
(A) ja Zb30 (B) -akvaarioita. Zb60:n tilavuus noin kuusi litraa ja Zb30:n noin kolme litraa.
Molemmissa akvaarioissa on pohjalla marmorikuulia ja muovisia akvaariokasveja.

Aamulla kalat siirrettiin takaisin alkuperdisiin akvaarioihinsa, marmorikuulat ja kasvit
poistettiin, ja hedelmdittyneet munat poimittiin ns. alkioveteen lasisille litran tai
puolentoista litran tarjottimille, joissa niitd kasvatettiin noin 0,5-0,8 litrassa alkiovetta
riippuen yksilomaarista (kuva 5). Tarjottimet peitettiin l&pindkyvilla muovilevyilld ja
siirrettiin noin 900 luxin valaistukseen (36 W, Philips TLD36W/33) kehittymaan.
Kasvatusvetend kaytetty alkiovesi valmistettiin sekoittamalla 20 litraan tislattua vetta 320
ml 60x E3 kantavettd. Valmista kasvatusvetta sailytettiin huoneenldmmaossa ilmastettuna.
Kantavesi valmistettiin Nisslein-Volhardit ja Dahm’n (2002, kuten siteerattu Lom Lab
Protocols -sivulla) ohjeiden mukaan liuottamalla kahteen litraan tislattua vettd 34,4 ¢
NaCl:a (100 %, VWR International, Belgia), 1,52 g KCl:a (> 99,5 %, Merck, Saksa), 5,8 ¢
CaCl; - 2 H,0:néd (> 98 %, Merck, Saksa) sekéd 9,8 g MgSQ, - 7 H,0O:né (99 %, J.T.Baker,
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Hollanti). Valmista 60x 3E:ta sdilytettiin 4 °C:ssa. Ohjeeseen ei sisaltynyt pH:n saatoé,

joten valmiin E3 kantaveden pH oli 5,7.

Kuva 5. Seeprakalan poikasten (0-20 dpf) Pyrex kasvatustarjottimia. Edessd ja takana
vasemmalla olevien isojen tarjottimien (Pyrex 230, 200 * 255 mm) tilavuus noin 1600 ml
ja takana oikealla olevan pienemmaén (Pyrex 242, 165 * 215 mm) noin 1000 ml.

Noin vuorokauden kuluttua munien siirrosta tarjottimilta poistettiin  lopullisesti
hedelmoittymattoméat munat. Poikaset kuoriutuvat noin kolmen péivan kuluttua
hedelmoittymisesta ja alkoivat liikkua itsendisesti noin viiden paivén ikaisina, jolloin myds
ulkoinen ruokinta aloitettiin SDS100-kuivamuonalla. Ruokinnan aloittamisen jalkeen
akvaarioista poistettiin paivittdin ylijadényt ruoka seka vaihdettiin tarpeen mukaan 300-500
ml vetta.

Poikasia kasvatettiin lasitarjottimilla (noin 150 yksil6a per tarjotin) 20 péivan ikaisiksi eli
kemikaalialtistukseen asti. Puhtaan kasvatusveden lampdtila vaihteli vélilla 25-29 °C ja
pH 5,8-5,9. Veden kovuus oli 14,3 mg/l mitattuna karbonaattikovuutena ja 28,6 mg/ml
Ca®*/Mg®* -suoloina. Veden ammoniumpitoisuutta mitattiin Tetratest NHa/NH," -liuskoilla
(Tetra GmbH, Saksa), ja se vaihteli kasvatustarjottimilla valilla 0-3 mg/I, kun taas puhtaan
kantaveden ammoniumpitoisuus oli valilla 0-0,25 mg/l. Veden happipitoisuus vaihteli
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mitattaessa ennen ja jalkeen vedenvaihdon valilla 89,5-95,5 % ASV. Happipitoisuus
mitattiin VWR DO 2000 Portable Dissolved Oxygen Instrument -mittarilla (Pennsylvania,
USA) ja pH pHenomenal (VWR, Belgia) -mittarilla. Molemmat mittarit kalibroitiin aina

ennen mittausta.

2.2 Koeasetelmat

Kaikki kokeet (Taulukko 1) suoritettiin 20 péivan ikaisilla seeprakalan varhaisilla
alkiopoikasvaiheen jalkeisill& nuorilla poikasilla eli 20dpfZF-mallin kaloilla. Tutkittavista
aineista valmistettiin varastoliuokset metanoliin, joista lopulliset altistuskonsentraatiot
laimennettiin 250 ml:ksi alkioveteen. Kokeet suoritettiin noin 300 ml:n lasipurkeissa
(Kuva 6).

Taulukko 1. Kaikki 20 dpf seeprakaloilla eli 20dpfZF-mallilla  suoritetut
ymparistoestrogeenialtistukokeet. Taulukossa esitetty aine, tekstissa kaytetty lyhenne,
kaytetyt pitoisuudet, yksilomaarat osakokeissa seka lopullisissa naytteissa ja toistojen
lukumaara kokeissa.

Pitoisuusalue  Yksiloméaara Yksilomaara  Toistojen

Aine Lyhenne (ug/ osakokeessa naytteessa maara
Etinyyliestradioli EE, 0,001-0,1 30 25 2
Bisfenoli A BPA 125-2000 35 25 3
Nonyylifenoli NP1 12,5-200 35 25 3
NP2 1-100 30 25 2
Oktyylifenoli OoP 5-100 30 25 2
Yhteisvaikutuskoe 500 + 50 + 20 30 25 2

Jokaiseen purkkiin laitettiin 25-35 (jokaisessa kokeessa yksiloméaarat purkeissa samat)
hyvdkuntoista poikasta. Altistukset kestivdt 120 tuntia (117-122) ja ne pyrittiin
aloittamaan ja lopettamaan paivittain samaan aikaan. Kokeen paatyttya jokaisesta purkista
kerattiin sama méaara yksiloitd yhdeksi néytteeksi 1,5 ml:n Eppendorf-putkeen. Putket
jaadytettiin heti nestetypessa ja niita séilytettiin —80 °C:ssa analyysien suorittamiseen asti.
Kaikista altistuskonsentraatioista otettiin 8 ml:n vesindytteet LC—MS:lla analysoitavaksi
sekd juuri ainetta sekoittaessa ettd 24 tunnin kuluttua vaihdettaessa uutta vettd tilalle.
Etinyyliestradiolin vesindytteet valmistettiin altistusta aloittaessa samasta varastoliuoksesta

erillisind néytteing, silla pienen konsentraation takia tarvittiin tilavuudeltaan suuremmat
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néytteet. Etinyyliestradioli-vesinaytteiden tilavuus vaihteli valilla 500-1000 ml ja ne
analysoitiin GC-MS:lla.

Kuva 6. Esimerkki koeasetelmasta. Kuvissa 300 ml:n lasipurkkeja, joissa 250 ml
altistusvettd. Purkit satunnaisessa jarjestyksessd, jota muutettiin pdivittdin aina
vedenvaihdon yhteydessé. Purkit peitetty Sarstedtin muovikansilla.

Kokeiden aikana huoneen lampétila vaihteli valilla 26,0-28,5 °C ja altistusveden 26,0—
29,0 °C, joista korkeimmat arvot 2010 kesdlld. Kokeissa seurattiin veden pHi:ta,
happipitoisuutta sek& johtokykya. Johtokyky mitattiin Hanna Instruments HI 9635
Microprocessor Conductivity/TDS Meter -mittarilla (Rhode Island, USA).

Kaikissa kokeissa liotinkontrollina kaytettiin metanolia, jonka pitoisuus vastasi suurinta

koesarjassa kaytettyd pitoisuutta. Metanolipitoisuus ensimmaisessa nonyylifenoli-
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koesarjassa oli 0,02 % ja muissa 0,01 %. Bisfenoli A:n ja nonyylifenolin kokeissa oli myds
vesikontrollit, joihin ei lisatty mitddn ainetta. Positiivisena kontrollina toimi kaikissa
kokeissa 17a-etinyyliestradioli (EE,, 98 %, HPLC-laatu, Sigma,) altistuspitoisuutena 25
ng/l.

2.2.1 Annos-vastekokeet

Kokeissa kaytettiin kolmea estrogeenisesti vaikuttavaa ainetta: nonyylifenolia (4-n-
Nonylphenol, puhtaus 98+ %, Alfa Aesar, A Johnson Matthey Company, Massachusetts,
USA) oktyylifenolia (4-tert-Octylphenol, 97 %, Aldrich, Missouri, USA) ja bisfenoli-A:ta
(Bisphenol A, 99+ %, Aldrich). Aineille suoritettiin ennen yhteisvaikutuskoetta annos-
vastekokeet NOEC-arvojen selville saamiseksi. BPA:lla ja NP:lla kaytettiin annos-

vastekoesarjoissa viittd ja OP:lla neljaa konsentraatiota.

Positiiviselle kontrollille eli etinyyliestradiolille tehtiin annos-vastekoesarja 15.2.—
20.2.2011, jossa nominaaliset altistuspitoisuudet olivat 1, 5, 25, 50 ja 100 ng/l, tosin
pitoisuudesta 1 ng/l oli vain yksi toisto. Koe suoritettiin sen selvittdmiseksi, mika
mahdollinen vitellogeniinin maksimituotanto on ja minkalaista jakaumaa vaste noudattaa.
Altistusveden pH kokeen alussa oli 6,1 ja 24 tunnin jalkeen veden vaihdon yhteydessa
mitattuna 5,9. Happipitoisuutta ei kokeessa mitattu mittarin toimimattomuuden takia, mutta
sen voi arvioida vastaavan muiden kokeiden happipitoisuutta eli noin 90 % ASV. Yhdessa
altistusastiassa yksiloméara oli 30 ja lopullinen naytekoko 25. Kokeessa kaytetty

etinyyliestradiolin varastoliuos oli valmistettu 31.1.2011.

Nonyylifenolin ensimmaéisessd annos-vastekokeessa (NP1, 8.7.-13.7.2010) ké&ytetyt
nominaaliset pitoisuudet olivat 12,5, 25, 50, 100 ja 200 pg/l. Jokaisesta konsentraatiosta oli
kolme rinnakkaista altistusta, joiden liséksi liuotin-, vesi- sekd EE,-kontrollit. Koska
kuolleisuus liuotinkontrollissa oli suuri, lahes 50 %, tehtiin nonyylifenolilla myds toinen
annos-vastekoe (NP2, 14.12.-19.12.2010), jossa nominaaliset pitoisuudet olivat 1, 10, 50,
100 ja 200 pg/l. Laimennusveden happipitoisuus ensimmaéisessé kokeessa oli vahintaan 89
% ASV ja pH 5,8. Toisessa kokeessa pH:ksi mitattiin kantavedesta 5,9 ja 24 tunnin jalkeen
altistusvedesta 6,3. Koevesien johtokyky vaihteli vélilla 850-1050 pS. Ensimmaéisessa
kokeessa yhden osakokeen yksilomadard oli 35 ja toisessa kokeessa 30. Lopullinen
ndytekoko kummassakin kokeessa oli 25 yksil6d, lukuun ottamatta astioita, joissa
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kuolleisuus tdméan esti. Ensimmadisessa kokeessa kéytetty nonyylifenolin varastoliuos oli
valmistettu 27.5.2010 ja toisessa kokeessa 13.12.2010.

Bisfenoli A:n annos-vastekokeessa (30.7.—4.8.2010) nominaaliset pitoisuudet olivat 125,
250, 500, 1000 ja 2000 pg/l kolmena rinnakkaisena altistuksena. Altistusveden pH
kokeessa oli noin 5,8, happipitoisuus 89,5 - 92 % ASV ja johtokyky 780-880 uS. Yhden
osakokeen yksilomaara oli 35, josta lopullinen ndytekoko oli 25 yksil6éd lukuun ottamatta
purkkeja, joissa kuolleisuus oli suuri. Kokeessa kaytetty bisfenoli A:n varastoliuos oli
valmistettu 14.6.2010.

Oktyylifenolin annos-vastekokeessa (15.2.—20.2.2011) nominaaliset pitoisuudet olivat 5,
10, 50 ja 100 ng/l, kahtena rinnakkaisena altistuksena. Koesarja tehtiin EE;:n koesarjan
yhteydessé samoissa olosuhteissa. Yhdessa altistusastiassa yksilomaaré oli 30 ja lopullinen
naytekoko 25. Kokeessa kaytetty oktyylifenolin varastoliuos oli valmistettu 13.2.2011.

2.2.2 Yhteisvaikutuskokeet

Kirjallisuusarvojen ja annos-vastekokeiden perusteella (Tulokset s. 32-34) suoritettiin
yhteisvaikutuskoe ylimmilla ei-vaikuttavilla pitoisuuksilla (NOEC, no observed effect
concentration) 16.3.-21.3.2011. Bisfenoli A:lle tdmd arvo oli annos-vastekokeiden
perusteella 1000 pg/l, mutta kirjallisuuden avulla tdydennettynd paadyttiin arvoon 500
pg/l. Koska mikdan nonyylifenolin konsentraatio ei aiheuttanut vastetta, valittiin NOEC-
arvoksi ylin kdytetty konsentraatio eli 100 pg/l. Yhteisvaikutuskokeen esikokeessa tdméa
aiheutti kuitenkin yllattden sataprosenttisen kuolleisuuden, joten jatkokokeessa péaadyttiin
arvoon 50 pg/l. Oktyylifenolille kaytettiin arvoa 20 pg/l. Kaikki kokeissa kéytettyjen
kemikaalien varastoliuokset valmistettiin metanoliin 15.3.2011. Yhdessa altistusastiassa
yksiloméaéara oli 30 ja lopullinen yhden naytteen yksiloméara 25. Laimennusveden pH oli
6,4 ja 24 tunnin altistuksen jalkeen 5,9.

2.3 Vesinaytteiden koepitoisuuksien analysointi

Vesindytteet analysoitiin nestekromatografi-massaspektrometrilld. Vesindytteiden ajo
suoritettiin Revilla-Ruiz ym. (2007) ohjeiden mukaan Waters Alliance 2795 (Waters,
Massachusetts, USA) nestekromatografilla kéyttden metanolin ja veden seosta (suhde

60:40) ja virtausnopeutta 0,2 ml/min. Ennen néytteiden ajoa Waters SunFire™ Ci5 2,1 x 50
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mm kolonnia tasapainotettiin 15 minuuttia 100 %:lla metanolilla, josta vahitellen siirryttiin
suhteeseen 60:40. Metodin haihdutuslampétila oli 250 °C ja lahdelampétila 120 °C.
Detektorina kéytettiin Quattro Micro kolmoiskvadrupolimassaspektrometria (Waters,
Massachusetts, USA), jossa metodina oli s&éhkdésumutus (ESI"). Haihdutuskaasuna ajossa

kaytettiin typped, jonka virtaus oli 450 I/h ja tdrméyskaasuna argonia.

Jokaisen mittauksen yhteydessé valmistettiin kuuden pitoisuuden standardisuora, jossa
konsentraatiot olivat noin 2500, 1000, 500, 100, 50 ja 10 ng/ml jokaiselle mitattavalle
yhdisteelle (Kuva 7). Aineiden standardisuorat valmistettiin seoksena lukuun ottamatta
ajoja, joissa mitattiin sekd oktyyli- ettd nonyylifenolindytteitd, jolloin molemmille
valmistettiin erilliset standardisuorat. Lopulliset standardikonsentraatiot vaihtelivat hieman
riippuen kaytetyn varastoliuoksen alkuperéisestd pitoisuudesta. Naytteiden pH s&&dettiin
ennen analyysid noin kolmeen 1 M HCI:lla. Naytepulloihin laitettiin 500 ul varsinaista
néytettd ja 400 ul ammoniumasetaattia (NHsAc, puhtaus 99,99 %, Aldrich, USA) 90 %:ssa
asetosyanonitriilin vesiliuoksessa (ACN), minké liséksi seka standardeihin ettd naytteisiin
lisattiin 100 ul sisdisen standardin kayttéliuosta pitoisuutena 5 pg/l. Nonyylifenolin
sisdisend standardina kaytettiin  oktyylifenolia, bisfenoli A:n d16-bisfenoli A:ta
((Bisphenol-A)-di, puhtaus 98 %, Aldrich, Missouri, USA) ja oktyylifenolin
nonyylifenolia. Koska yhteisvaikutuskokeiden naytteet sisélsivat sekd nonyyli- ettd
oktyylifenolia, kaytettiin ndissa naytteissd sisdisena standardina pelkastadn d16-bisfenoli
Acta.

Nonyylifenoli-, oktyylifenoli- sekd yhteisvaikutuskokeen néytteitd mitattaessa alimmat
konsentraation jaivat ensin alle laitteen havaitsemisrajan, joten mittaukset uusittiin
uuttamalla néytteet kdyttden HLB Oasis 3cc/60mg patruunoita. Patruunat esikasiteltiin 3
ml:lla MTBE:& (metyyli-tert-butyylieetteri, HPLC-laatu, Rathburn), 3 ml:lla metanolia
seké 3 ml:lla tislattua vetta. Naytteita, joihin oli lisdtty 100 pl sisdistd standardia (5 mg/ml
oktyylifenoli, nonyylifenoli tai d16-bisfenoli A), valutettiin patruunoiden lapi etukateen
tunnettu tilavuus, joka vaihteli vélilla 7-11 ml. Naytteiden lisdyksen jalkeen patruunoiden
annettiin  kuivua, minka jalkeen aineet uutettiin patruunoista 10 %:lla metanolin ja
MTBE:n seoksella (1:10) (2 * 3 ml). Naytteitd kuivatettiin typelld noin puoli tuntia noin 60
°C:n vesihauteessa kunnes MTBE haihtui naytteistd kokonaan. Néaytteisiin lisattiin 0,5 ml

tislattua vettd, jonka pH oli saadetty HCl:lla kolmeen, sekd 0,5 ml NH;Ac:a 90 %:ssa
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ACN:ssa. Tamén jalkeen naytteet siirrettiin MS-ndytepulloihin ja suoritettiin mittaus kuten
tavallisesti. Ajon jalkeen ndytteiden muodostamat piikit integroitiin ja piikkien pinta-alasta
laskettiin automaattisesti ndytteiden pitoisuudet MassLynx V.4.1 QuanLynx -sovelluksella
(Water Inc., Massachusetts, USA).
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Kuva 7. Esimerkki LC-MS/MS -mittauksen standardisuorasta (bisfenoli A). Nimelliset
pitoisuudet 10, 50, 100, 500, 1000 ja 2500 pg/1.

Etinyyliestradiolivesindytteiden pitoisuus mitattiin  kaasukromatografi-massaspektro-
metrilla. Naytteet uutettiin muita vesinaytteitd vastaavalla tavalla, kayttden sisdisena
standardina 100 pl d4-etinyyliestradiolia pitoisuutena 5 mg/ml. Uutettujen liuosten tilavuus
vaihteli valilla 500-1000 ml. Kaasukromatografiaa varten néytteet ké&siteltiin Zhang ym.
(2006) ohjeiden mukaan. Naytteista haihdutettiin ensin MTBE typen avulla. Sen jéalkeen
nithin lisdttiin 50 pl pyridiinida (J.T. Baker, Hollanti) ja 50 pl BSTFA:a (N,O-
Bis(trimetyylisilyyli)trifluoroasetamidi 1 %:ssa trimetyyliklorosilaanissa, Fluka, Sigma
Aldrich, Sveitsi). Naytteitd kuumennettiin puoli tuntia noin 70 °C:ssa, mink& jalkeen ne
jalleen kuivatettiin typen avulla. Néaytteisiin lisattiin 100 pl heksaania ja mitattiin EE; -

pitoisuus kaasukromatografi-massaspektrometrilla.

Néaytteet injisoitiin HP 6890 Senes Injectorilla (Saksa) ja analysoitiin HP Mass Selective
Detector 5973:lla (Saksa). Erottelu tapahtui HP-5 5 %:ssa fenolimetyylisiloksaani -
kapillaarikolonnissa (30 m x 250 um x 0,25 um) kédyttden kantajakaasuna heliumia, jonka

virtaus oli 0,5 ml minuutissa. Massaspektrometrissa kaytettiin valikoivaa ioni-
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monitorointia (selected ion-monitoring, SIM) ja seuratut ionit olivat 425.00, 429.00,
285.00 ja 287.00. Naytteiden antamat piikit integroitiin MSD Chemstation -ohjelmalla
(Agilent Technologies, Kalifornia, USA). Tulokset laskettiin standardisuoran avulla, jonka
EE;, konsentraatiot olivat 10, 50, 100 ja 150 ng/ml. Standardit oli valmistettu metanoliin ja

kasitelty kuten uutetut ndytteet.

2.4 mRNA:n analysointi kvantitatiivisella PCR:lla

Kvantitatiivista PCR -analyysia varten nestetypessé sadilytetyista nédytteista eristettiin ensin
RNA TRI REAGENT® -ohjeen mukaan (TRI REAGENT® RNA/DNA/Protein Isolation
reagent, Molecular Research Center Inc) kadyttden ko. reagenssia, joka koostuu fenolin ja
guaniinithiosyanaatin seoksesta. Ohjeen mukaan eristykseen kaytetdan 1 ml reagenssia 50—
100 mg (tuorepaino) néytettd kohti, joten ndytteiden painon vaihdellessa useimmiten
viélilla 2040 mg, kéaytettiin reagenssia 0,5 ml. Kokonaisista poikasista koostuvat néytteet
homogenisoitiin késin muovisauvoilla ensin TRI-reagenssissa tasaiseksi massaksi, minka
jalkeen seokseen lisattiin 100 ul kloroformia (Merck, Saksa, >99%). Naytteita
sentrifugoitiin (VWR By Hitachi Koki Himac CT 15RE) 15 minuuttia 4 °C:ssa (12000 g)
ja vesifaasiin siirtynyt RNA pipetoitiin uuteen Eppendorf-putkeen. Jaljelle ja&nyt proteiinin
ja DNA:n sisdltdva orgaaninen faasi siirrettiin —20 °C:n lampdtilaan proteiinianalyysia
varten. Vesifaasiin sekoitettiin 250 pl isopropanolia (Rathburn, HPLC-laatu), johon RNA
saostui 10 minuutin sentrifugoimisen jélkeen (4 °C, 12000 g). Isopropanoli poistettiin ja
RNA-pelletti pestiin 0,5 ml:lla 75 %:a etanolia (Etax Aa 99,5 % Altia) ja pyoritettiin viel&
viisi minuuttia sentrifugissa (4 °C, 7500 g). Eristettya RNA:ta sailytettiin 75 %:ssa

etanolissa —20 °C:ssa cDNA-synteesiin asti.

Komplementaarinen DNA (complementary DNA, cDNA) syntetisoitiin RNA:sta kéyttden
Bio-Radin (CA, USA) iScript cDNA Synthesis Kit -reagenssejd sekd ohjetta. RNA-
naytteestd poistettiin ensin etanoli ja pelletti liuotettiin noin 40-50 pl:aan steriilid vetta.
Liuoksen RNA-pitoisuus sekd puhtaus mitattiin NanoDrop ND-1000 -spektrofotometrill&
(NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, USA), RNA-laaturajana pidettiin 260/280 -
suhdetta 1,8 (Taylor 2010). Taman jalkeen RNA:sta laimennettiin nukleaasittomalla
vedelld 15 pl:n livos, jonka pitoisuus oli 100 ng/pl. Téhén lisdttiin vield 5 pl synteesikitin
sisaltdmien  reaktioseoksen (reaction mix) ja k&&nteiskopioijantsyymin  seosta
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(tilavuussuhde 4:1) ja ajettiin ndyte C 1000 Thermal Cycler PCR-laitteella (Bio-Rad, CA,
USA) ohjeen mukaan (5 min 25 °C, 30 min 42 °C, 5 min 85 °C, jaahdytyslampdtila 4 °C).

MSc Tarini Sahoo oli aiemmin suunnitellut seeprakalan vitellogeniini 1:n (vtgl) seka
referenssigeenien B-aktiinin sekd elfl:n (elongation factor 1) alukkeet Primer-Blast-
ohjelmalla (NCBI, Bethesda, Maryland, USA). Taman jalkeen oli tutkittu MFOLD-
ohjelmalla muodostavatko alukkeet mahdollisesti sitoutumista tai DNA:n monistumista
vaikeuttavia sekundadrisid rakenteita, esimerkiksi aluke saattaa muodostaa silmukoita
itsensd kanssa (Taylor 2010). Suunnittelun jélkeen alukkeet tilattiin Sigmalta
(www.sigmaaldrich.com/life-science/custom-oligos.html). Alukkeiden sekvenssit olivat
vitellogeniini  1:lle 5>-CTGTGTTGCAGTTCCCACTT (forward primer) ja 5’-
TGACCAGCATTGCCCATAAC (reverse primer), ja vastaavasti [-aktiinille 5°-
AAGAGCTATGAGCTGCCTGA ja 5’-ACCGCAAGATTCCATACCCA, seka elfla:lle
5’-ATGGCATCAAGGGCATCAAG ja 5>-AAACATGGGCTGGTTCAAGG.

Ennen naytteiden kvantitatiivista PCR-ajoa kaikkien geenien tehokkuudet tarkistettiin
erillisellda ajolla. Jokaisen geenin tehokkuutta testattiin laimentamalla siirtdja-RNA:Ila
(transfer RNA, tRNA, Biorad, CA, USA) 200 ng/l kantaliuos-cDNA:sta viiden
konsentraation laimennussarja: 1:5, 1:25, 1:125, 1:625 ja 1:3125, jolloin lopulliset
konsentraatiot olivat siis 40, 8, 1,6, 0,32 ja 0,064 ng/l. Molempia testattavia primereita
(reverse ja forward) laimennettiin 10 uM kantaliuoksesta ensin steriililla vedelld 2 uM:ksi,
joka lopullisessa ajossa laimeni 200 nM:ksi. Varsinaisen synteesin ilmentdmiseen
kaytettiin SYBRGreen (Biorad, CA, USA) -vdriainetta. cDNA-néytteet, alukeliuos ja

6TM

SYBRGreen-vériaine pipetoitiin kuoppalevylle ja ajettiin BioRadin CFX9 Real-Time

PCR Detection System -laitteella (CA, USA).

Ajomenetelmd oli seuraava: 10 minuuttin jakso 95 °C:ssa, mik& aiheuttaa cDNA:n
denaroitumisen ja mahdollistaa alukkeiden sitoutumisen. Tamén jalkeen ajettiin
varsinainen polymeraasiketjureaktio: 40 kierrosta 30 sekuntia 95 °C:ssa, 30 sekuntia 60
°C:ssa ja 30 sekuntia 72 °C:ssa. Taté seurasi sulamiskdyrén (melt curve) maaritys 55 °C:sta
95 °C:een 0,5 °C:n nousulla viiden sekunnin vélein. Alukkeiden tehokkuudet olivat -
aktiinille 99,4 %. elfl:lle 101,7 % ja vtgl:lle 96,9 % (Kuva 8).
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Kuva 8. Esimerkkiajo 20dpfZF-kalamallin tutkimuksissa ké&ytettyjen geenien
tehokkuuksien madrittamisestd. Kuvassa on elfl:n alukkeiden ajo. Ylékuvassa ajon
amplifikaatio. Alakuvassa standardisuora, josta tehokkuudet laskettiin, ja jossa kaytetyt
cDNA:n konsentraatiot olivat 40, 8, 1,6, 0,32 ja 0,064 ng/l.

Alukkeita séilytettiin -20 °C:ssa 10 uM konsentraatioisena varastoliuoksena, josta ne
kaikissa ajoissa laimennettiin juuri ennen kayttoa steriililld vedelld 2 uM liuokseksi, joka
lopullisessa seoksessa kuoppalevylld laimeni 200 nM:ksi. Aiemmin syntetisoidusta
nédytteiden cDNA:sta mitattiin konsentraatio NanoDrop ND-1000 spektrofotometrilld ja
naytteet laimennettin  siirt4ja-RNA-liuoksella (BioRad, CA, USA) 100 ng/ul
konsentraatioon. Alukkeista, steriilistd vedestd ja SYBRGreenista tehtiin seos, joka
suojattiin valolta. Tdmén jalkeen 96-kuoppalevylle pipetoitiin jokaiseen kuoppaan 5 pl
tutkittavaa cDNA:ta sekd 20 pl alukeseosta kahtena rinnakkaisena teknisend toistona.
Kvantitatiivisen PCR:n ajoprotokolla oli vastaava kuin alukkeiden tehokkuutta

maarittdessa (Kuva 9).
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Kuva 9. Esimerkkikuva kvantitatiivisen PCR:n ajosta, kyseessé oktyylifenolin gPCR-ajon
amplifikaatio. Kuvassa laitteen ilmoittama fluoresenssisignaali fluoresenssiyksikkoina
(relative fluorecence units, RFU) suhteessa naytteiden kynnyssykleihin (threshold cycle,
Ct) eli kuvasta nakyvat kerrat, jolloin ndytteiden fluoresenssit ovat ylittdneet ennalta
asetetun kynnysarvon.

Jokaisessa PCR-ajossa valvottiin referenssigeenien laatua variaatiota kuvaavan M-arvon
avulla (Tulokset taulukko 9). Kaikkien rinnakkaisten teknisten toistojen Ct-arvojen
varianssin (CV) rajana pidettiin 0,2:ta, tatd isommilla variansseilla yhden toiston oletettiin

epéonnistuneen ja se poistettiin analyysista (Taylor 2010).

2.5 Proteiinianalyysi Western blot menetelmalla

Vitellogeniiniproteiinianalyysia  varten RNA-synteesissa  syntyneet fenolindytteet
sulatettiin ja niihin lisattiin 0,3 ml etanolia per 1 ml alun perin kaytettyd TRI REAGENT?® -
reagenssia, osalle néytteistd tdmé vaihe tehtiin suoraan RNA-erottelun yhteydessd. DNA
eroteltiin muusta ndytteesta viiden minuutin sentrifugoinnilla (4 C°, 2000 g, VWR By
Hitachi Koki Himac CT 15RE). Supernatantti pipetoitiin uuteen 1,5 ml Eppendorf-putkeen

proteiinianalyysié varten.

Proteiinit eristettiin ensin naytteista dialysoimalla (Hummon ym. 2007) mukaan 0,1 %:ssa
SDS (natriumlauryylisulfaatti) -liuoksessa 4 °C:ssa noin vuorokauden ajan vaihtaen
dialyysiliuosta kahden, neljan ja 16 tunnin kuluttua. Dialyysin jalkeen néytteet siirrettiin
1,5 ml Eppendorf-putkiin, mink& jalkeen niité sentrifugoitiin 15 minuuttia. Supernatantti ja

pohjalle keraantynyt massa eroteltiin eri putkiin, ja kiinted massa liuotettiin 200 ul:an
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seosta, joka oli valmistettu 8M ureasta 100 nM:ssa Tris-HCI -liuoksessa ja 1 %:sta SDS:sta
(suhde 1:1).

Dialysoitujen né&ytteiden kokonaisproteiinipitoisuus mitattiin -~ 1:40 laimennuksista.
Madritysté varten tehtiin BSA-proteiinista (bovine serum albumin) standardisuora (0,0-1,5
mg/ml) tislattuun veteen (Kuva 10). Seka standardeja ettd néytteita pipetoitiin 5 ul 96-
kuoppalevylle kolmena rinnakkaisena naytteend. Kuoppiin liséttiin sen jalkeen Bio-Rad
DC Protein Assay (CA, USA) reagensseja A (20 ul) ja B (200 ul). Proteiinipitoisuus
mitattiin sek& aiemmin erotetusta nestefaasista ettd liuotetusta massasta, mutta koska
nestefaasin proteiinipitoisuus oli pieni (< 1,0 mg/ml), kaytettiin analyysiin vain
alkuperdista kiinteda faasia. Mittaus suoritettiin Labsystems iEMS Reader MF -fotometrilla

kayttaen Ascent Software for IEMS reader MF -ohjelmaa.
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Kuva 10. Esimerkkikuvaaja TRIREAGENTC -kasiteltyjen seeprakalan poikasndytteiden
kokonaisproteiinimittauksen standardisuorasta.

Western blot -proteiiniajossa positiivisena kontrollina kéytettiin  TRI REAGENT -
kasittelemattomia EE,-altistettuja poikasnéytteitd sekd puhdasta vitellogeniiniproteiinia.
Késittelemattomat poikasndytteet homogenisoitiin muovisauvalla 50 pl:ssa KGB-puskuria
(MgSO4*7 H,0, NaH,PO,*H,0, Hepes, K* glukonaatti, sorbitoli, pH 7,8). Naytteita
sentrifugoitiin viisi minuuttia (1000 g, 4 °C), minka jalkeen supernatantti pipetoitiin uuteen
Eppendorf-putkeen. Standardindytteiden proteiinipitoisuus mitattiin  kuten muistakin

naytteista.
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Proteiinit eroteltiin  SDS-Page-menetelmélld eli natriumdodekyylisulfaattipolyakryyli-
amidigeelielektroforeesilla kuten on kuvattu esimerkiksi artikkelissa Vehnidinen ym.
(2003). Erottelugeeli (10 %) valmistettiin sekoittamalla tislattua vettd, 1,5 M Tris (pH 8,8)
-liuosta, 30 %:sta akryyliamidia (Acrylamide/Bis Solution 29:1 (3,3 % C), Bio-Rad, CA) ja
10 %:sta SDS-liuosta. Geeli jahmetettiin lisdaméalld 10 %:n ammoniumpersulfaatin
vesiliuosta sekd TEMED (N,N,N’,N’ -tetrametyylietyleenidiamini, ICN Biomedicals Inc.,
elektroforeesi-laatu) -liuosta. Ylageeli valmistettiin samoin, tosin Tris-liuos oli 0,5
molaarista (pH 6,8). Naytteet laimennettiin puskuriliuoksessa (0,125 mol/L Tris-HCL, 2 %
SDS, 20 % glyserolia, 0,02 % bromifenolinsinistd, ja 5 % 2-merkaptolietanolia) suhteessa
1:1 ja pipetoitiin 20 pg proteiinia yhteen ndytekuoppaan. Positiivisen kontrollin
proteiinimaara oli 50 pg. Naytteits ajettiin geelissa Bio-Radin Mini-PROTEAN® -laitteella

200 V jannitteelld huoneenlammaossa noin 30 minuuttia.

Varsinainen Western blot -ajo suoritettiin  Bio-Radin Criterion™ Blotter -laitteella
puskurissa, joka koostui 25 mM tris-liouksesta ja 192 mM glyysinistad (>99 %, Sigma) 20
% metanolissa (pH 8,3). Proteiinit siirrettiin nitroselluloosakalvolle (Whatman® Protran®
Nitrocellulose Transfer Membrane, Whatman GmbH, Saksa), ajaen ne sédhkdvirran avulla
4 °C:ssa ja 100 V:n jannitteelld. Ajon jalkeen nitroselluloosakalvot varjattiin Ponceau S -
varilla (0,2 % Ponceau S -vari, practical grade, Sigma, 3 %:ssa TCA:ssa) ja valokopioitiin.
Kalvot huuhdottiin  TBST-liuoksella eli 0,1 %:lla Tweenilli (TWEEN 20%
polyoxyethelene sorbitant monolaurate, ICN, Ohio, USA) 10x TBS:ssa (9 % NaCl, 100
mM tris-HCI, pH 7,4) ja jatettiin yoksi 9 %:een maitojauhe-liuokseen TBST:ssa.

Primaarisena vasta-aineena kaytettiin kanin polyklonaalista anti-seeprakala vitellogeniinia
(Biosense Laboratories AS, Norja) laimennettuna 1:500 TBST-puskurilla. Vasta-aineseosta
pipetoitiin vaakasuoralle tasolle Kkiinnitetylle parafilmille ja aseteltiin sille kalvo
proteiinipuoli alaspdin. Vasta-ainetta kaytettiin 1 ml per nitroselluloosakalvo. Kalvoja
inkuboitiin vasta-aineessa puolitoista tuntia, minka jalkeen kalvot pestiin TBST:II4.
Sekundaérisend vasta-aineena kaytettiin vuohen anti-kani IgG-HRP (Goat Anti-Rabbit,
Cayman Chemical Company, Michigan, USA) -proteiinia laimennettuna 1:10 000 TBST-
puskurilla. Vasta-ainetta pipetoitiin taas parafilmille 1 ml yhdelle kalvolle ja inkuboitiin
tunti, mink4 jalkeen kalvot pestiin TBST:II&.


http://fi.wikipedia.org/wiki/Elektroforeesi
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Kemiluminesenssi saatiin aikaan Milliporen (Massachusetts, USA) Immobilon™ Western
Chemiluminescent HRP Substrate -reagensseilla A ja B (suhde 1:1), joissa kalvoja
inkuboitiin viisi minuuttia. Luminesenssi mitattiin Bio-Radin (CA, USA) ChemidocXRS-

laitteella ohjelman Quantity One 4.6.3.-versiolla.
2.6 Tulosten analysointi

2.6.1 Vesinaytteiden pitoisuuksien laskeminen

LC-MS:lla analysoitujen vesindytteiden muodostamat piikit integroitiin ja niista laskettiin
naytteiden  pitoisuudet  automaattisesti  MassLynx-ohjelmalla  (Waters, USA).
Vesindytteiden ymparistoestrogeenipitoisuuksista laskettiin  Microsoft Excelin avulla
keskiarvot eri analyyseistd seka ndiden ero nimellisiin alkupitoisuuksiin néhden

prosentteina.

GC-MS:lIa ananlysoitujen etinyyliestradiolindytteiden muodostamat piikit integroitiin ja
piikkien pinta-ala laskettiin MSD ChemStation -ohjelmalla (Agilent Technologies, CA,
USA). Standardinaytteisté laskettiin RF (retention factor) -kerroin kaavalla 1.

RF = (Astandardi*Csis.std) (1)
(Asissta*Cstandardi)

jossa Astandargi ON Standardin piikin pinta-ala, Csssiq  Sisdisen standardin konsentraatio,
Asissta Sisdisen standardin piikin pinta-ala ja Csgandgargi Standardindytteen tunnettu

konsentraatio.
RF-kertoimen avulla laskettiin lopullisten néytteiden konsentraation kaavalla 2.
_ (Anéyte*csis.std.)
Cnéyte N (Asis.sta*RF) (2)
jossa Chayte ON Néytteen pitoisuus ja Anaye NaYytteen piikin pinta-ala.

2.6.2 Kvantitatiivinen PCR
Kvantitatiivisen PCR:n tuloksista méaaritettiin ké&sittelyn vaikutus alustavasti REST 2009
(versio 2.0.13) -ohjelmalla, jolla arvioitiin vaikuttiko kemikaalialtistus vtg-geeniin ylos-

vai alaspdin saatelevasti.
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Tulosten merkitsevyyden selvittdmiseksi verrattiin sekd suoria vtg-geenin kynnyssykleja
(threshold cycle, Ct) eri Kkasittelyilla ettd normalisoimalla vtg-geenin Ct-arvot
referenssigeenien arvoihin sekd n&ytteiden arvot kontrollien arvoihin. Normalisointi

tapahtui 244

-menetelmélld  Livak & Schmittgenin  (2001) mukaan. Koska
referenssigeenejad oli kaksi, laskettiin ensin molempien referenssigeenien Ct-arvoista
keskiarvot jokaiselle naytteelle. Jokaisen ndytteen vtg-ekspressio normalisoitiin sitten
suhteessa tdhin referenssigeenien keskiarvoon (ACt). Tdmén jéilkeen laskettiin ACt-arvojen
ero altistettujen ndytteiden sekd kontrollindytteiden vililld AACt. Molemmat vaiheet on
esitetty yhdistettyna kaavassa 3.

©)

kontrolli

a4ct = (Ct(vtg) — Ct(ref))néiyte — (Ct(vtg) — Ct(ref))

Naistd arvoista laskettiin lopuksi naytteiden suhteellinen vtg-ekspression muutos (2744").

Néaytteiden valisten erojen analysointi tehtiin ANOVA:lla seka suorille Ct-arvoille etta

suhteellisille ekspression muutoksille (244

). Naytteiden varianssien homogeenisuus
testattiin Levenen testilld ja koska se useimmiten ei toteutunut, tehtiin naytteille Logo-
muunnos. Naytteiden keskindisten erojen havaitsemiseen kéytettiin post hoc -testiné
Tukey:n testid. Mikali naytteiden varianssien ero oli log-muunnoksesta huolimatta Tukey’n
testiin liian suuri, kdytettiin post hoc testind Dunnett T3 -testid. Naytteiden erot analysoitiin
my0s  késittelemattomistd  Ct-arvoista. Ct-arvot kuitenkin ovat jo valmiiksi

eksponentiaalisia, eikd niiden vertaamisesta toisiinsa siksi saa 2%

-arvojen
luotettavuuteen verrattavissa olevia tuloksia. Kaikki edella mainitut tilastolliset analyysit
suoritettiin PASW Statistics 17 (lllinois, USA) -tilastollisella ohjelmalla ja merkitsevyyden

rajana oli p < 0,05.

EE, -tuloksista tehtiin my6s annos-vastemallinnus kéyttden R-tilasto-ohjelman (versio
2.12.2) drc-lisékirjastoa seka laskettiin ECsp-arvo loglogistisella kolmen parametrin

mallilla.
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3 TULOKSET

3.1 Pitoisuudet koevesissa

Bisfenoli A:n, nonyylifenolin seka oktyylifenolin annos-vastekokeiden nimelliset (nk.
nominaaliset) ja todelliset (ts. mitatut) pitoisuudet ovat taulukoissa 2-4. Kaikista
tutkittavista aineista analysoitiin sekd 0 ettd 24 tunnin naytteet. Nonyylifenolin 24 h:n
vesindytteissa ei yhdessakdan havaittu endd nonyylifenolia, joten taulukossa esitetyt
pitoisuudet ovat altistuksen alkutilanteen arvoja molemmista kokeista (Taulukko 2).
Muiden aineiden osalta taulukot esittavat tulokset sek& O ettd 24 tunnin vesindytteiden
osalta. Vaikka pienimpien konsentraatioiden nonyyli- ja oktyylifenolindytteet uutettiin, ei
LC-MS silti pystynyt havaitsemaan aineille selvasti tunnistettavaa piikkia. Metodille ei
ollut maaritetty havaitsemisrajaa, joten on mahdollista, ettd alimmat konsentraatiot jaivat

tdman alle.

Taulukko 2. Nonyylifenolikokeiden altistusvesien nimelliset ja mitatut (LC-MS)
alkupitoisuudet seké ndiden suhde prosentteina. Ensimmaisessa kokeessa (NP1) nimelliset
pitoisuudet olivat valilla 12,5-200,0 pg/l, toisessa (NP2) 1,0-200,0 pg/l. NA= ei
analysoitavissa.

NP 1 NP 2
Nim. pitoisuus (ug/l) Mit. pitoisuus (ug/l) % Nim. pitoisuus (ug/l) Mit. pitoisuus (ug/l) %
13 NA 0 1 NA 0
25 33 133 10 NA 0
50 49 98 50 46 93
100 96 96 100 79 79
200 147 73 200 274 137

Taulukko 3. Bisfenoli A -kokeen 30.7.—4.8.2010 altistusvesien nimelliset ja mitatut (LC-
MS) pitoisuudet sek& ndiden suhde prosentteina. VVesinaytteet otettu altistuksen alussa (0 h)
ja 24 tunnin altistuksen jalkeen vedenvaihdon yhteydessé (24 h).

BPA Oh BPA 24h kuluttua
Nim. pitoisuus (ug/l) Mit. pitoisuus (ug/l) % Nim. pitoisuus (ug/l) Mit. pitoisuus (ug/l) %
125 188 150 125 340 272
250 308 123 250 269 108
500 592 118 500 549 110
1000 1061 106 1000 969 97

2000 2107 105 2000 1709 85
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Taulukko 4. Oktyylifenolikokeen 15.2.—20.2.2011 altistusvesien nimelliset ja mitatut (LC-
MS) pitoisuudet seké nédiden suhde prosentteina. Vesindytteet otettu altistuksen alussa (0 h)
ja 24 tunnin altistuksen jalkeen vedenvaihdon yhteydessa (24 h). NA= ei analysoitavissa.

OP 0Oh OP 24h kuluttua
Nim. pitoisuus (pg/l) Mit. pitoisuus (nug/l) % Nim. pitoisuus (pg/l) Mit. pitoisuus (ng/l) %
5 NA 5 NA
10 3 31 10 1 7
50 26 51 50 11 21
100 39 39 100 44 44

Yhteisvaikutuskokeen vesindytteiden nimelliset ja mitatut pitoisuudet on esitetty
taulukossa 5. Yksittaisten aineiden ndytteissé oktyylifenoli oli juuri ja juuri havaittavissa ja
seosnéytteissa ei ollenkaan. Myos nonyylifenolin mitatut pitoisuudet olivat seoksissa
huomattavasti nimellisia pitoisuuksia pienempid. Bisfenoli A oli kaikissa naytteissa
havaittavissa ja mitatut arvot osuivat kolmesta aineesta tarkimmin nimellisiin arvoihin,

vaikka olivatkin jonkin verran ndit4 suurempia.

Taulukko 5. Yhteisvaikutuskokeen 16.3.-21.3.2011 vesinaytteiden nimelliset ja mitatut
(LC-MS) pitoisuudet sek& nadiden suhde prosentteina. Kaikki arvot altistuksen
alkutilanteesta otetuista vesindytteista. Naytteen (BPA+NP+OP) aineiden nimelliset
pitoisuudet olivat samat kuin yksittdisten aineiden néytteissé ja ndytteen (BPA+NP+OP
1:2) aineiden nimelliset pitoisuudet puolet yksittdisten naytteiden pitoisuuksista. NA = ei
analysoitavissa.

Nimelliset pitoisuudet BPA mitattu NP mitattu OP mitattu

(ug/l) (ug/l) (ug/l) BPA% NP % OP %
BPA 500,0 (ug/l) 546 109
NP 50,0 (ug/l) 36 73
OP 20,0 (ug/l) 0,2 0,8
BPA+NP+OP 590 3,3 NA 118 6,6
BPA+NP+OP 1:2 320 2,9 NA 128 12

Taulukossa 6 ovat GC/MS:II& mitatut EE,-pitoisuudet. EE,-annos-vastekokeessa olleen
pitoisuuden 100 ng/l mittaus epdonnistui, silla ioni 425.00 ei antanut mittauksessa
integroitavissa olevaa piikki&. Mitatut arvot vastasivat suurin piirtein nimellisia (76-125
%) lukuun ottamatta bisfenoli A:n annos-vastekokeessa kéytettyd positiivista kontrollia,

jonka mitattu pitoisuus oli yli nelinkertainen nimelliseen verrattuna.
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Taulukko 6. EE; kontrollien nimelliset ja GC/MS:lla mitatut todelliset pitoisuudet
ymparistoestrogeenien annos-vastekokeista seka erillisestd EE, -altistuksesta. Naytteet
otettu altistuksen aloittamisen yhteydessa (0 h). NA = ei havaittavissa.

Altistuskoesarja Nimellinen pitoisuus ng/l Mitattu pitoisuus ng/l %

NP 1 25 21 82
NP 2 25 31 125
BPA 25 109 436
OP/EE; 25 21 82
50 38 76

100 NA
Y hteisvaikutus 25 21 82

3.2 Kuolleisuus

Annos-vastekokeiden yksildiden kuolleisuus on taulukossa 7 ja yhteisvaikutuskokeen
taulukossa 8. Nonyylifenolin annos-vastekokeessa korkeimmassa pitoisuudessa (200 pg/1)
kaikki yksilot kuolivat 96 tuntiin mennessd. Koska kuolleisuus mydhemman kokeen
samassa pitoisuudessa oli myos 100 %, mutta kontrollissa alle 10 %, oli 200 pg/l

letaalitoksinen tdman ikaluokan (20 dpf) seeprakaloille.

Taulukko 7. Bisfenoli A:n (30.7.—4.8.2010), nonyylifenolin (NP1: 8.7.-13.7.2010 ja NP2:
14.12.-19.12.2010), oktyylifenolin ja etinyyliestradiolin EE, (15.2.-20.2.2011) annos-
vastekokeiden kuolleisuudet 120 tunnin aikana. Prosenttiluvut ovat keskiarvoja kaikista
rinnakkaisista koeryhmista. Osakokeiden yksiloméaarat BPA ja NP1 kokeissa oli 35, muissa
30.

BPA NP1 NP2 OP EE,
% % % % %
H20 15,2 H20 8,6 H20 143 MeOH 11,7 MeOH 11,7
MeOH 14,7 MeOH 494 MeOH 7,8 OP5 3,3 EE>1 5
EE, 29,1 EE, 34,2 EE, 10,3 OP10 5 EE.5 5
BPA 125 47,8 NP125 237 NP1 44 OP50 10 EEx25 6,7
BPA250 29,7 NP25 209 NP10 123 OP100 O EE,50 8,8
BPA500 185 NP50 252 NP50 34 EE»100 6,7
BPA 1000 259 NP100 23,1 NP100 25,3
BPA 2000 25,7
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Kuolleisuus ensimmaisissa kokeissa (NP1 ja BPA) oli keskimaarin kolme Kkertaa

suurempaa kuin jalkimmaisissa (NP2 ja OP) kokeissa.

Taulukko 8. Yhteisvaikutuskokeen (16.-.21.2011) kuolleisuudet laskettuna keskiarvona
rinnakkaisista naytteistd. Yksilomaara osakokeissa 30.

Y hteisvaikutuskoe

%

MeOH 10,0

EE, 5,0

BPA 6,7

NP 8,3

OoP 8,3
BPA+NP+OP 13,3
BPA+NP+OP 1:2 1,7

3.3 Referenssigeenien luotettavuus

Referenssigeenien luotettavuutta seurattiin niiden keskindisté varianssia kuvaavan M-arvon

sekd sisdista varianssia kuvaavan CV-arvon avulla (Taulukko 9). Homogeenisisséa

aineistoissa M-arvon olisi hyva olla alle 0,5 ja heterogeenisissa alle 1,0 (Taylor ym. 2010).

CV-arvon puolestaan olisi hyva olla alle 0,2. Vain ensimmaéisessé nonyylifenoliajossa arvo

ylitti hieman rajan 0,5, joten keskimadrin referenssigeenien keskindinen variaatio oli

hyvaksyttavissa rajoissa. Myds CV-arvot olivat keskimaarin hyvia.

Taulukko 9. Referenssigeenien B-aktiinin ja elfl:n keskiarvoiset CV- sekda M-arvot
kaikissa kvantitatiivisen PCR:n ajoissa.

Koe Geeni CV-arvo M-arvo
EE, B-aktiini 0,04 0,11
elfl 0,04 0,11
NP1 B-aktiini 0,17 0,57
elfl 0,23 0,57
NP2 B-aktiini 0,03 0,10
elfl 0,03 0,10
BPA B-aktiini 0,04 0,13
elfl 0,05 0,13
OoP B-aktiini 0,09 0,25
elfl 0,08 0,25
Y hteisvaikutus B-aktiini 0,06 0,17
elfl 0,06 0,17
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Vtg-geenickspression laskemisessa kdytetyt refenssigeenit, B-aktiini ja elfl, korreloivat
toistensa kanssa. Pearsonin testilla korrelaatiokerroin EE,-altistuksen aiheuttamalle vtg-

ekspressiolle oli 0,99 ja Spearmanin 1,00 (Kuva 11).

300 - Referenssigeenien korrelaatio
250 - y=0,96x+0,57

R2=0,99
200

150

100

50

p-aktiini referenssigeening

0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
EIf1 referenssigeening

Kuva 11. Seeprakalan 20dpfZF-mallin kokeissa referenssigeeneind kaytettyjen B-aktiinin
ja elfl:n yksittdin antamien tulosten korrelaatio. Kuvassa korrelaatio EE,-annos-
vastekokeen tuloksista laskettuna yksittdin molemmilla referenssigeeneilla.

3.4 Etinyyliestradiolin vaikutus vtgl-geenin ekspressioon

Positiivisena kontrollina kaytetty, mutta myo6s itsessadn ymparistdestrogeenind toimiva
etinyyliestradioli nosti useimmissa altistuspitoisuuksissa vtg-geenin saatelytasoa (kuva 12).
Tason nousu kasvoi pitoisuuden kasvaessa ja pitoisuudessa 100 ng/l ekspressio oli
keskim&arin noin 90-kertainen. Vaikka kokonaisuudessaan néaytteiden valilla olikin
merkitseva ero, ei post hoc -testi pienen ndytekoon takia pystynyt laskemaan naytteiden
valisié eroja. Verrattaessa pelkkid Ct-arvoja pitoisuudet 25-100 ng/l erosivat merkitsevasti

liuotinkontrollista.
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Kuva 12. Vtgl-geenin ekspression annos-vasteisuus seeprakalan 20 vuorokauden ikaisilla
poikasilla (ns. 20dpf ZF -malli) etinyyliestradiolin pitoisuuksissa 1-100 ng/l viiden péivén
altistuksen jalkeen verrattuna metanolikontrollin ekspressioon (xkeskiarvon keskivirhe).

EE,-altistuksesta saatiin laskemalla 2724

-arvoista kolmen parametrin loglogistisella
mallilla ECsp-arvoksi 94 ng/l (Kuva 13). Tama malli ei oleta altistuspitoisuuden 100 ng/I
antaneen maksimivastetta, vaan ettd vtg-tason nousu mahdollisesti yha jatkuu suuremmilla
altistuspitoisuuksilla. Samaa mallia kéyttdessa ECyo-arvoksi saatiin 28 ng/l ja ECgp-arvoksi
316 ng/l. Nain ollen t&méan mallin mukaan vtgl-geeniekspression kasvu jatkuisi vield

paljon tassé kokeessa kédytetyn maksimipitoisuuden ylapuolella.
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Kuva 13. EEj-altistuksen annos-vastekuvaaja altistettaessa 20 dpf seeprakalan poikasia
viiden vuorokauden ajan pitoisuuksille 1 - 100 ng/I.
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3.4 Vitellogeniinivasteen annos-vastekokeet: NP, BPA ja OP

Sekd ensimmadisen ettd toisen nonyylifenolin kokeessa mikédédn tutkittu pitoisuus ei

aiheuttanut havaittavaa vitellogeniinil:n geeniekspression nousua metanolikontrollin

ekspressioon verrattuna (Kuva 14). Toisessa kokeessa (NP2) pitoisuudet 10 ja 100 ug/1 itse

asiassa pienensivat keskimadaréistd vtg-geenin ekspressiota, mutta tulokset missdédn

altistuspitoisuudessa eivat tassakaan tapauksessa olleet tilastollisesti merkitsevia.
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Kuva 14. Vtgl-geenin keskimé&ardinen ekspressio seeprakalan 20 vuorokauden ikaisilla
poikasilla (20dpfZF-malli) nonyylifenolin annos-vastekokeissa verrattuna kontrollikokeen
(liuotinmetanoli; NP1: 0,02 %, NP2: 0,01 %) ekspressioon viiden péivén altistuksessa (+
keskiarvon keskivirhe). Etinyyliestradiolin (EE,) pitoisuus oli 25 ng/l ja nonyylifenolin
pitoisuudet 12,5-100 pg/l1 (NP1) ja 1-100 pg/l (NP2).
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NP2-kokeessa positiivinen kontrolli etinyyliestradioli antoi muihin annos-vastekokeisiin
verrattuna (Kuva 14) huomattavasti pienemman vasteen, mika lienee johtunut

epédhuomiossa kaytetystd vanhentuneesta kemikaalista.

Bisfenoli-A:n kokeessa kaikki pitoisuudet aiheuttivat vtg-geenin ilmentymisen lievaa
kohoamista, mutta vain suurimmassa pitoisuudessa (2000 pg/l) ero oli huomattava eli noin
10-kertainen (Kuva 15). Verrattaessa pelkkia Ct-arvoja, pitoisuudet 125 pg/l ja 2000 pg/l
erosivat merkitsevasti (p < 0,05) metanolikontrollista, 250 pg/l ja 500 pg/l puolestaan

eivat.
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Kuva 15. Vtgl-geenin ekspressio 20 vuorokauden ikaisilla seeprakalan poikasilla (20 dpf -
malli) viiden paivan altistuksen jalkeen verrattuna kontrollin ekspressioon (xkeskiarvon
keskivirhe). Positiivisen kontrollin etinyyliestradiolin (EE;) pitoisuus oli 25 ng/l ja
bisfenoli A:n nominaaliset pitoisuudet 125-2000 pg/l.

Oktyylifenolin  nominaaliset alkupitoisuudet 10-100 pg/l aiheuttivat vtg-geenin
toimintatason kohoamista verrattuna kontrolliin (Kuva 16), tosin ero ei ollut tilastollisesti
merkitseva pienen toistomaéran takia. Verrattuna muihin yksittdisiin annos-vastekokeisiin,
oktyylifenolin vaste oli epélineaarinen. Kuten etinyyliestradiolikokeessa, ndytteiden

varianssit olivat suuria, mika johtui suurista koesarjojen valisista eroista.
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Kuva 16. Vtgl-geenin ekspressio 20 vuorokauden ikéisilla seeprakalan poikasilla
(20dpfZF-malli) etinyyliestradiolin pitoisuudessa 25 ng/l ja oktyylifenolin pitoisuuksissa 5-
10 pg/l viiden péivian altistuksen jidlkeen verrattuna kontrollin ekspressioon (+keskiarvon
keskivirhe).

3.5 Yhteisvaikutuskokeet
Yhteisvaikutuskokeessa eri altistuksien véliltd ei 16ytynyt tilastollisesti merkitsevéaé eroa
(Kuva 17). Positiivinen kontrolli etinyyliestradioli nosti vtgl-geenin sdatelyé vain noin 7-

kertaiseksi, mika viittaa ilmeiseen annostelussa sattuneeseen virheeseen.
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Kuva 17. Vtgl-geenin ekspressio seeprakalan 20 vuorokauden ikaisilla poikasilla
(20dpfZF-malli) yhteisvaikutuskokeessa viiden pdaivan altistuksen jélkeen verrattuna
metanolikontrollin ekspressioon (xkeskiarvon keskivirhe). Kokeessa kaytetyt pitoisuudet
olivat BPA = bisfenoli A 500 pg/l, NP = nonyylifenoli 50 pg/l, OP = oktyylifenoli 25 pg/l,
Mix = edellisten seos ja Mix 1:2 = seos, jossa konsentraatiot puolet Mix -seoksesta.
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Pelkka bisfenoli A pitoisuudessa 500 ug/l lisdsi enemmaén vtgl-geenin ekspressiota (n. 6,7
-kertainen) verrattuna aineiden seokseen (2,7 -kertainen). Seka NP:n ettd OP:n vaikutukset
jaivat yhteisvaikutusta pienemmaksi ja vastasivat aiemmissa annos-vastekokeissa saatuja

arvoja.

3.6 Proteiinimittauksen kehittely

TRI REAGENT? -kasitellyt naytteet eivat antaneen Western blot -ajossa nédkyvaa vastetta.
Sen sijaan positiivisena kontrollina kéytetyt TRI REAGENT® -kasitteleméattomét EE,-
altistetut (pitoisuus 25 ng/l) 20 dpf poikasndytteet antoivat selvésti nakyvéat palkit (Kuva
18). Alkuperdisen ndytemaaran pienen koon takia (poikasnaytteet massaltaan 2040 mg)
on kasittelyn jalkeinen vitellogeniiniproteiinimaara ollut luultavasti liian pieni analyysia
varten tai tuhoutunut késittelyn seurauksena kokonaan. TRI REAGENT® -késitellyt
naytteet olivat pitoisuuksiltaan jo mitattaessa kokonaisproteiinipitoisuuksia huomattavasti
kasittelemattomia naytteitd pienempida: alle 5 mg/ml verrattuna késittelemattomien

naytteiden arvoihin 20 - 40 mg/ml.

Kuva 18. Vasemmalla kuva valmiista proteiiniblotista, jossa nédkyy molekyylimarkkerin
muodostama juova. Oikealla proteiiniblotti, johon on Milliporen Immobilon™ -
reagensseilla aikaansaatu kemiluminenssi vasta-aineiden sitoutumiskohtiin. Keskella
nakyvat juovat TRIREAGENT® -kasittelemé&ttomista EE, -altistetuista (25 ng/l, 5 vrk)
poikasnéytteista.
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4 TULOSTEN TARKASTELU

4.1 Koeolosuhteiden arviointi

Kaikkien kokeiden olosuhteet pyrittiin pitamadn mahdollisimman samankaltaisena, mutta
vaihtelua sekd koeolosuhteissa ettd poikasten ominaisuuksissa on saattanut olla. Mitatuista
fyysistd olosuhteista lampdtila ja valo pysyivét kokeissa kohtalaisen samanlaisina. Sen
sijaan veden laatu (pH, happi) vaihtelivat kokeissa pH:n osalta vélillda 5,8-6,8 ja
happipitoisuuden suhteen 89-97 % ASV. Happipitoisuuden mittaukseen vaikutti laitteen
epavarma toiminta. Ensimmaisten kokeiden pH oli yllattdvan matala (5,8). Aluksi epéiltiin
laitteen vaaraa kalibrointia sillda kaikki pH-mittaukset suoritettiin samalla laitteella.
Alkioveden pH oli kuitenkin myds myéhemmissa erikseen tehdysséd mittauksessa matala:
noin 5,7. Alkioveden reseptissd ei mainittu pH:n s&atamistd, joten sitd ei ole
valmistettaessa tehty. Ohjetta ei kuitenkaan otettu alkuperdisesta lahteestd, joten ei ole
varmaa, onko osa reseptistd jadnyt huomioimatta. Poikasten kuolleisuus ei kuitenkaan
vaikuttanut epanormaalilta ja ravinnon otto oli normaalia. Joka tapauksessa erilaiset

olosuhteet ovat saattaneet vaikuttaa altistumiseen ja myo6s tuloksiin.

Engeszer ym. (2007) kavivat lapi seeprakalojen luonnollisia elinymparistdja Koillis-
Intiassa ja havaitsivat elinolosuhteiden vaihtelevan pH:n suhteen vélilla 5,9 ja 8,1. Tama
viittaisi, ettd seeprakalat pystyvét elamaan normaalisti myos tdmén tydn kokeissa olleissa
happamuusolosuhteissa. Luonnossa seeprakalan alkioiden ja poikasten uskotaan kehittyvén
virtavesien laheisyydessa olevissa lammikoissa ja lammissa, joissa veden vaihtuvuus on
mahdollisesti pieni ja CO,:n tuotto saattaa paikoittain olla suurta. Myds alkiot ja poikaset
sietdnevét siis alhaisiakin pH-olosuhteita. Seeprakalan poikaset ovat kuitenkin herkkia
pH:n vaihteluille, mutta ndissé kokeissa pH-arvot pysyivéat kokeiden aikana tasaisina
(Engeszer ym. 2007).

Poikasten kasvuolosuhteet ovat saattaneet vaihdella johtuen myds kasvattajan
lisddntyneestd kokemuksesta. Ensimmaisissé kokeissa kaytetyt poikaset ovat mahdollisesti
kasvaneet ahtaammissa olosuhteissa kuin myohemmin kaytetyt, mikd on saattanut yhtena
syyna vaikuttaa ensimmaisen nonyylifenolikokeen (NP1) suureen kuolleisuuteen. Kaikkiin
kokeisiin pyrittiin valitsemaan hyvakuntoisia poikasia, ja huonosti uivat ja syovat jatettiin
kokeiden ulkopuolelle.
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4.2 Kemikaalien altistuspitoisuudet vedessa

Positiivisesta kontrollista EE,:sta otettiin vain yksi vesindyte per altistus koetta
aloitettaessa, joten ei voida paatelld, hajosiko aine altistuksen kestdessa. Bisfenoli A -
kokeen EE,-vesindytteen pitoisuus oli yllattdvan suuri, tdmda tosin on paikkansapitdva
BPA-kokeen positiivisen kontrollin yllattdvan suuren ekspressiotason nousun kanssa.
Kéytetty EE,-varastoliuos oli kokeessa samaa, mitd kéytettiin ensimmaéisessa
nonyylifenolikokeessa (NP1), samoin pipetoidut maarét olivat samoja, siksi tulos onkin
hieman yllattdva. Toisaalta vaikka NP1-kokeen vesianalyysin mukaan EE,-pitoisuus oli
ldhelld nominaalista, oli vtgl-vaste suurin kaikista yksittdisistda annos-vastekokeista.
Muutenkin kun verrataan positiivisen kontrollin vesinaytteitd ja vtgl-ekspressiota, eivat
tulokset vastaa toisiaan: NP2- ja yhteisvaikutuskokeen vesindytteiden mitatut arvot ovat
lahelld nominaalisia, vaikka kokeissa syntynyt vaste oli yllattavén pieni. Sen sijaan EE,-
annos-vastekokeen vesinaytteiden mitatut arvot olivat nimellisiin verrattuna pienid, kun

taas mitattu vtgl-vaste kasvoi tasaisesti altistuspitoisuuden kasvaessa.

Oktyylifenolin vesindytteistda mitatut todelliset alkupitoisuudet olivat huomattavasti
nimellisi&d pitoisuuksia alhaisempia. Varastoliuokset valmistettiin samalla tavoin ja
samoissa pitoisuuksissa kuin bisfenoli A:n ja nonyylifenolin, joten OP-kantaliuoksen
valmistamisessa tapahtuneet mahdolliset mittausvirheet tuskin selittdvat suurta eroa.
Lisédksi annos-vastekokeessa kéytetty liuos sekd yhteisvaikutuskokeessa kaytetty
kantaliuos valmistettiin eri kerroilla, joten suuren virheen olisi pitdnyt tapahtua
molemmilla valmistuskerroilla. Kaytetty kemikaali on saattanut olla lilan vanhaa (avattu
31.12.2009) tai sen laatu on voinut huonontua muusta syystd. Toisaalta LC-MS
standardisuorassa kaytettiin samoja kemikaaleja, joten huonontuneen kemikaalin olisi
pitdnyt vdaaristdd my0s itse mittausta eikd vain sen tulosta.  Etanoliin liuotetun
oktyylifenolin on aiemmin tehdyissd kokeissa havaittu vesiliuoksessa vahenevan 24
tunnissa jopa alle puoleen alkuperéisestd konsentraatiosta (Vazquez ym. 2009), mutta nyt
tehdysséd kokeessa ei havaittu vahenemistd alkutilanteesta ja 24 altistuksen jalkeen
otettujen naytteiden valilla.

Kaikissa kokeissa altistusvesi vaihdettiin 100 %:sti paivittdin. Alkyylifenolien
pitoisuuksien on aiemmin havaittu pienenevan altistusvedessd vuorokaudessa jopa alle

puoleen (Vasquez ym. 2009). Paivittdiselld vedenvaihdolla taataan ainakin jokseenkin
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pysyvammat altistuspitoisuudet. Tasaisimman altistustilanteen loisi lapivirtaussysteemi,
jossa koeastioiden pinnat olisi kyll&stetty tutkittavalla aineella, jottei aineen
nettokiinnittymista pintoihin péésisi tapahtumaan. Td&ma on teknisesti kuitenkin vaikeampi
toteuttaa kuin staattinen systeemi, jossa vesi vaihdetaan véliajoin. Oktyylifenolin
pitoisuudet, vaikka olivatkin suhteessa nimellisiin arvoihin kaikkein pienimmat, séilyivat
kuitenkin mitattavina vield 24 tunnin jalkeen. Pitoisuudessa 50 pg/l oli 24 tunnin
mittausarvo noin 40 % prosenttia tuoreesta altistusvedestd. Sen sijaan nonyylifenolilta ei
mitddn pitoisuutta pystytty edes havaitsemaan 24 tunnin jalkeen. Bisfenoli A:n

pitoisuuksissa ei tapahtunut merkittavaa pienenemista vuorokauden altistuksen aikana.

4.3 Etinyyliestradiolin annos-vasteisuus 20dpfZF-kaloilla

Vitellogeniinivastetta voidaan mitata joko geeniekspressiona l&hetti-RNA:na tai
proteiinina. Aikuisilla kaloilla n&itd mitataan useimmiten joko koko kalan homogenaatista,
maksasta tai plasmasta, nuorilla tai hyvin pienilld eldimilld koko Kkalasta. Vtg-
geeniekspressio oletettavasti ilmenee proteiinisynteesid nopeammin, ja esimerkiksi
Hemmer ym:n (2001) tutkimuksessa nonyylifenolin ja metoksikloorin vaikutuksesta
sukukypsien loistohammaskarppikoiraiden (Cyprinodon variegatus) vitellogeniini-
tuotantoon maksimigeeniekspressio saavutettiin viiden ensimmaisen pdivan aikana, kun
taas plasmasta mitatut proteiinitasot kasvoivat tasaisesti 42 pdivan ajan. Thomas-Jones ym.
(2003) saivat tulokseksi vtg-geeniekspression olevan proteiinimittausta herkempi, mutta
proteiinitason nousevan suhteellisesti enemman. Mitattaessa sekd vtg-mRNA:ta ettd
proteiinia nuorten kirjolohinaaraiden maksasta E, ja EE, altistuksen jalkeen, saatiin
molemmille vasteille seitseman pdivén altistuksessa samat LOEC -arvot, mutta mRNA-
taso nousi proteiinitasoa nopeammin. VTG-proteiinin tason suhteellinen nousu (5000-
50000-kertainen l&dhtétasoon verrattuna) koko altistuksen ajalta oli kuitenkin huomattavasti
suurempi kuin mRNA:n (200-1000) (Thomas-Jones ym. 2003).

Etinyyliestradioli vaikutti 20dpfZF -kaloilla t&ssa tutkimuksessa nostaen vtg-ekspressiota
EE,-konsentraation noustessa. Aikaisemmissa tutkimuksissa EE, on vaikuttanut
koirasseeprakalojen VTG-proteiinitasoon plasmassa alkaen pitoisuuksissa 3 ng/l (Rose ym.
2002) ja 5 ng/l (Van den Belt ym. 2001). Sama pitoisuus nosti my6s tassa tutkimuksessa
hieman vtg-ekspressiota, vaikka tulos ei ollutkaan tilastollisesti merkitseva. Versonnen ja

Janssen (2004) saivat LOEC-arvoksi aikuisille koirasseeprakaloille 10 ng/l, sen sijaan
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pitoisuus 1 ng/l ei heidan tutkimuksessaan antanut tilastollisesti merkitsevaéd vastetta.
Etinyyliestradioli vaikuttaa siis estrogeenisesti jo hyvin matalissa pitoisuuksissa ja sopii
nain positiiviseksi kontrolliksi ympéristoestrogeenialtistuksiin alkaen pitoisuudesta 10 ng/l.
Korkeat pitoisuudet voivat kuitenkin vaikuttaa koe-eldinten hyvinvointiin, joten
kaytettdessa sitd positiivisena kontrollina yhtend pitoisuutena, ei pitoisuuden kannattane
ylittdd 30 ng/l. Tassa opinndytetydssa saatu tulos vaikuttaa luotettavalta, sill& pitoisuus 1
ng/l ei antanut minkaanlaista nousua, kun taas pitoisuudessa 5 ng/l nékyi lieva vasteen
nousu. Né&in ollen my6s 20 vuorokauden ikaisilla seeprakalan poikasilla on kyky vastata
ulkoiseen ympdristoestrogeenialtistukseen ja ne kelpaavat koe-eldimiksi kaytettdessa

vasteena vitellogeniinin geeniekspressiota.

EE,:n on my0s havaittu vaikuttavan koirasseeprakalojen lisadntymiskykyyn vahentdamalla
sekéd seksuaalikayttdytymistd ettda hedelmdittdmisen onnistumista. Pitoisuus 50 ng/l
osoittautui Van den Belt ym. (2001) tutkimuksessa letaalitoksiseksi aikuisille
seeprakaloille (60 % yksiloistd kuoli kolmen viikon altistuksen ja sen jélkeisen viiden
paivan lisd&dntymiskauden aikana). My6s pienemmat pitoisuudet vaikuttivat lisddvasti
altistuksen jalkeiseen kuolleisuuteen. Altistettaessa nuoria kaloja (kuoriutumisesta kaksi
kuukautta) korkeille pitoisuuksille (100 ng/l) Scholz ja Gutzeit (2000) havaitsivat EE;:n
vaikuttavan myos medakan lisdéantymiseen ja sukupuolielinten muodostumiseen seka

lisddvan aromataasientsyymin tuottoa koirailla aikuisidssa.

4.4 Yksittaisten ymparistdestrogeenien annos-vasteisuus

Tassd tutkimuksessa nonyylifenoli ei aiheuttanut milld&n tutkittavalla pitoisuudella
20dpfZF-mallilla vitellogeniinigeenin ekspression kasvua. Sen sijaan se osoittautui
letaalitoksiseksi pitoisuudessa 200 pug/l molemmissa koesarjoissa ja yhteisvaikutuskokeen
esikokeessa jopa pitoisuus 100 pg/l aiheutti 100 %:n kuolleisuuden. Nonyylifenolin on
ailemmin todettu olevan letaalitoksinen rasvapadmudulla pitoisuuksissa 128-320 pg/l
(LCs0, 96 tunnin altistus) ja medakalla pitoisuudessa 480 pg/l (LCsp, 48 tunnin altistus)
(Servos 1999). Jo pitoisuus 100 pg/l aiheutti 40 %:n kuolleisuuden medakakoiraille 21
paivan altistuksessa (Ishibashin ym 2006). Samassa tutkimuksessa nonyylifenolin pitoisuus
100 pg/l vaikutti myds medakan munien tuotantoon sekd niiden kuoriutumiseen

heikentévasti.
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Jin ym. (2009) havaitsivat nonyylifenolin pitoisuuden 50 png/l aiheuttavan vtgl-
geeniekspression nousua seeprakalan alkioilla (03 dpf) ja nousu oli kontrolliin verrattuna
noin kaksinkertainen. Sen sijaan alkiopoikasilla (4-11 dpf) ja nuorilla (17-24 dpf) ei
havaittu tilastollisesti merkitsevad vtgl-ekspression kasvua edes korkeimmassa testatussa
pitoisuudessa (100 pg/l). Myoskddn muiden tutkittujen geenien (vtg2, ERa, ERP)
ekspressio ei kasvanut verrattuna kontrollikaloihin altistettaessa nuoria seeprakaloja

nonyylifenolille. Sen sijaan alkiopoikasilla 100 pg/l nosti sekd vtg2:n ettd ERo:n sdételya.

Tulosten perusteella siis nuoret seeprakalat ovat nonyylifenolin estrogeenisille
vaikutukselle  vdhemman  herkkid verrattuna  kuoriutumattomiin  alkioihin  ja
ruskuaispussivaiheisiin alkiopoikasiin. Aikuisille koiraskaloille nonyylifenolin LOEC-arvo
oli Jin ym (2009) tutkimuksessa 100 ug/l ja NOEC-arvo 50 pg/l. Myods Yang ym. (2006)
saivat aikuisten koirasseeprakalojen vitellogeniiniproteiini-induktion LOEC ja NOEC
arvoiksi vastaavat luvut kolmen viikon altistuksessa. Yangin ym. (2006) tutkimuksessa
naarasemokalojen nonyylifenolialtistus vaikutti myds munankuoren paksuuteen seka
syntyneiden jalkeldisten epdmuodostumien maaréan. Van den Belt ym. (2003) saivat
altistaessaan sukukypsia seeprakalakoiraita kolmen viikon ajan nonyylifenolin eri
konsentraatioille LOEC-arvoksi vtg-proteiinin induktiolle 500 pg/l ja NOEC-arvoksi 100

pg/l.

Nonyylifenolin estrogeenisyyteen vaikuttaa myos kaytettdvan kemikaalin laatu. Tassa
tutkimuksessa kaytetty nonyylifenoli oli sivuketjutonta para-isomeerid. Aiemmissa
tutkimuksissa on usein kaytetty teknistd nonyylifenolia eli para-nonyylifenolin usean eri
sivuketjullisen isomeerin seosta (Preuss ym. 2006). Puhtaan sivuketjuttoman 4-n-
nonyylifenolin on havaittu olevan estrogeenisilta vaikutuksilta selvasti heikompaa
verrattuna isomeerien seokseen kuten myds verrattuna useisiin yksittaisiin sivuketjullisiin
isomeereihin (Blair ym. 2000, Preuss ym. 2006). Verrattaessa eri isomeerien aiheuttamaa
MVLN -solujen (ihmisen MCF-7 rintasyOpasoluja, joihin on siirretty estrogeenireseptori)
transkription aktivoitumista, oli sivuketjuttoman 4-n-NP-isomeerin vaikutus vain 20 %
positiivisena kontrollina kéytetystd E,:sta, kun taas isomeerien seos ylsi jopa 82 %:iin.
Kvantitatiivisen PCR:n tuloksiin saattaisi nonyylifenolin osalta vaikuttaa myds
nonyylifenolin vaikutus toiseen referenssigeeniin. Hoyt ym. (2003) havaitsivat nimittdin

nonyylifenolin pienentdvédn elfla:n ja B:n ekspressiota seeprakalan alkioilla (0-48 hpf,
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hours post fertilization). Pelkédn B-aktiinin kayttdminen referenssigeenind ei kuitenkaan

muuttanut tuloksia, joten referenssigeenivalinta ei tssa tapauksessa vaikuttanut.

Oktyylifenoli ei aiheuttanut tdssa tyossa tilastollisesti merkitsevéa vtgl-geenin tason
kohoamista. Tulos vastaa aiemmin aikuisilla seeprakaloilla tehtyj& kokeita, silld Van den
Belt ym. (2003) eivat myoskaan havainneet 4-tert-oktyylifenolin aiheuttavan tilastollisesti
merkitsevad plasman VTG-proteiinin tason kohoamista koirasseeprakaloilla pitoisuuksissa
12,5-100 pg/l kolmen viikon altistuksessa. Van den Beltin (2001) ryhman tulokset
vastaavat kuitenkin tdméan tutkimuksen tuloksia 20dpfZF:lla siind, ettd heidéan
tutkimuksessaan oktyylifenoli lievasti nosti VTG-proteiinin tasoa pitoisuuksissa 25 ja 50
pg/l, mutta ei pitoisuudessa 100 pg/l. Samoin tassé tutkimuksessa korkein vtgl-geenin
transkription taso saavutettiin pitoisuudessa 50 pg/l, misté pitoisuudessa 100 pg/l se jonkin
verran laski. N&in ollen oktyylifenoli nayttaisi ainakin joissakin tapauksissa noudattavan

epélineaarista annos-vasteisuutta.

Ortiz-Zarragoitia ja Cajaraville (2005) havaitsivat oktyylifenolin pitoisuuden 500 g/l
nostavan sukukypsien koirasseeprakalojen maksan vitellogeniiniproteiinin pitoisuutta
seitseman pdivan altistuksessa. Oktyylifenolin  on  myds havaittu vaikuttavan
vitellogeniinin tuotantoon koiraskirjoahvenilla (Cichlasoma dimerus) (Vazquez ym 2009)
pitoisuudessa 30 g/l seka -karpeilla (Carassius carassius) (Zhang ym. 2010)
pitoisuudessa 60 pg/l. Toisin kuin t&ssd opinndytetyéssd, Zhang ym:n (2010)
tutkimuksessa vaste oli lineaarinen alueelle 5 - 500 pg/l. Saattaakin olla, kuten myds Van
den Belt ym. (2001) epdilivat, ettei seeprakala ole lajina herkkd oktyylifenolin
vaikutuksille. Oktyylifenolin on havaittu vaikuttavan seeprakaloilla my6s pituuskasvuun,
maksan peroksisomien lisddntymiseen sekda munarauhasten kokoon (Van den Belt ym.
2001, Ortiz-Zarragoitia & Cajaraville 2005, Dumitrescu ym. 2010).

Bisfenoli A aiheutti 20dpfZF:lla téssa tutkimuksessa vtgl-geenin lisaséatelya pitoisuudessa
2000 pg/l, minkéd perusteella NOEC-arvoksi saatiin 1000 pg/l. Kausch ym (2008)
havaitsivat bisfenoli A:n lisd&dvén vtgl-geenin sdatelyd kolmen viikon altistuksen jalkeen
sukukypsilla seeprakalakoirailla pitoisuudessa 1000 pg/l. Myds Van den Belt ym. (2003)
saivat vastaavan LOEC-arvon VTG-proteiinin tuotantoon koirasseeprakaloille kolmen

viikon altistuksessa. Bisfenoli A:n on my0ds todettu vaikuttavan sukukypsien
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koirasrasvapdamutujen vitellogeniinin tuottoon alkaen pitoisuudesta 160 pg/l (Staples ym.
2011) seké koiraskirjolohien vitellogeniinin tuottoon pitoisuudessa 500 pg/l (Lindholst ym.
2000).

Bisfenoli A:n on todettu s&&televan vitellogeniinil:n lisdksi my0s muita geeneja
seeprakalalla, esimerkiksi joitakin yksilonkehitysta ohjaavia (hox5ab),
glukoosiaineenvaihduntaan liittyvia (gapdh, pgam1) sekd metaboliaan vaikuttavia geeneja
(Kausch ym. 2008). Solutason kokeissa BPA:n on havaittu stimuloivan mm.
aromataasiaktiivisuutta (Whitehead & Rice 2006).

4.5 Ymparistoestrogeenien yhteisvaikutus

Tassa tutkimuksessa havaittu yhteisvaikutus oli loppujen lopuksi pienempi kuin yhden
yksittéisen aineen eli bisfenoli A:n vaikutus. Toisaalta pienen toistomaéran ja nadytteiden
suuren vaihtelun takia tilastollista merkitsevyytté tuloksilla ei ollut. Suuresta naytteiden
vélisestd vaihtelusta huolimatta molemmat BPA-kokeet antoivat kuitenkin seosta
suuremman geenivasteen nousun. Nain ollen naiden tulosten perusteella seoksen muut
ainesosat toimivat seoksessa antagonistisesti. Yksittain nonyylifenolilla tai oktyylifenolilla

ei ollut mitdan vaikutusta.

Yhteisvaikutuksia on yritetty mallintaa usealla tavalla. Zhang ym. (2010) vertailivat eri
mallinnustapoja  yhteisvaikutuksen selville saamiseksi ja péaatyivat pitdmaan
konsentraatioadditiota tutkituista malleista sopivimpana. Konsentraatioadditiomalli (CA,
concentration addition) perustuu ajatukseen, ettd jokainen seoksen osa-aine vaikuttaa
samalla lailla samaan kohde-elimeen. Itsendisen toiminnan (lA, independent action)
mallissa sen sijaan osa-aineet voivat vaikuttaa myos kukin omalla laillaan esim. omaan
kohde-elimeensd. Yleisesti ottaen katsotaan, ettd ympdristdestrogeenit vaikuttavat
konsentraatioaddition lailla ja my0ds useat tutkimustulokset tukevat tata teoriaa (Thorpe
ym. 2001, Thorpe ym. 2003, Brian ym. 2005, Zhang 2008).

Aiemmissa tutkimuksissa on havaittu ympéristoestrogeenien vaikuttavan seké additiivisesti
ettd myos antagonistisesti, riippuen seoksen kemikaaleista. Sun ym. (2009) havaitsivat
17B-estradiolin, 4-tert-nonyylifenolin ja BPA:n toimivan additiivisesti tutkiessaan
sukukypsilld medakakoirailla jokaisen aineen kolmen eri konsentraation bin&érisia seoksia.

Jokainen aine saavutti tosin altistuksessa tason, jolla toisen aineen konsentraation
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kasvattaminen ei enda nostanut vitellogeniiniproteiinin méaéraan plasmassa; Ej:lla tdmé
pitoisuus oli 25 ng/l, BPA:lla 2500 pg/l ja NP:lla 250 ug/l. Myds Brian ym. (2005)
havaitsivat additiivisen vaikutuksen tutkiessaan sukukypsilla rasvapdamutukoirailla viiden
estrogeenisesti vaikuttavan aineen yhteisvaikutusta pienissa konsentraatioissa (EE, 0,12
ng/l, E2 5 ng/l, 4-t-NP 1,4 pg/l, 4-t-OP 9 pg/l, BPA 30 pg/l). Vaikka yksikéan aine ei
yksittdin  vaikuttanut plasman VTG-proteiini-induktioon, aiheutti  yhteisvaikutus
tilastollisesti merkitsevan vasteen. Yhteisvaikutus on havaittu myos tutkittaessa vaikutusta
rasvapaamutujen munantuotantoon, hepatosomaattiseen indeksiin  sekd koiraiden
sekundaarisiin sukupuolipiirteisiin (Brian ym. 2007). Mydskéaén hiivasoluilla tehdylla
estrogeenisyys-testilla (YES, yeast estrogen screen) neljan estrogeenisesti vaikuttavan
aineen  (4-n-OP, 4-NP, o0,p’-DDT, genisteiini) yhteisvaikutus ei  eronnut
konsentraatioadditiolla ennustetusta. YES-testissa hiivasolut on geenilisayksen avulla saatu
tuottamaan ihmisen ERa estrogeenireseptoria, jonka aktivoitumista estrogeenisten aineiden

vaikutuksesta mitataan (Payne ym. 2000).

Sen sijaan Lin ja Janz (2006) havaitsivat 4-nonyylifenolin teknisen seoksen pienentdvan
EE,:n pitoisuuden 10 ng/l aiheuttamaa VTG-proteiini-induktiota NP:n melko korkeissa
pitoisuuksissa (10-100 pg/l) altistettaessa nuoria seeprakaloja kuoriutumisesta (2 dph) 60
dph asti. Sen sijaan hyvin matalassa EE;:n pitoisuudessa (1 ng/l) nonyylifenoli suurensi
VTG-induktiota pitoisuudessa 10 pgNP/l, mutta laski sitd taas 100 pugNP/l:ssa. On siis
mahdollista, ettd alkyylifenolit vaikuttavat my6s antagonistisesti useamman yhdisteen
seoksessa. Tahédn viittaa myds Rajapakse ym. (2004) tulos, kun he tutkivat kuuden
estrogeenisesti vaikuttavan aineen (EE;, E,, 4-NP, 4-t-OP, genisteiini, BPA) seosta E-
SCREEN-testilla&. Kun alkuperdinen yhteisvaikutus erosi ennustetusta additiivisuudesta,
Rajapakse ym (2004) maédrittivat antagonisesti vaikuttavan aineen joko nonyyli- tai
oktyylifenoliksi. Lin ja Janz (2006) spekuloivat antagonismin johtuvan kilpailusta, jossa
heikommin estrogeenisesti vaikuttava aine (OP, NP) kilpailee vahvempien (E,, EE))
kanssa sitoutumisesta estrogeenireseptoriin ja vahentaa nain kokonaisseoksen estrogeenista
vaikutusta mitattuna VTG-proteiinin induktiona. T&std ilmiostd voi olla kyse tassékin
tutkimuksessa silloin kun vaikuttamaton 4-n-nonyylifenoli tai heikosti estrogeeninen
oktyylifenoli saattoivat kilpailla sitoutumisesta estrogeenireseptoriin bisfenoli A:n kanssa
ja laskea ndin seoksen kokonaisvaikutusta. Verrattuna 17p-estradioliin (100 %) on

bisfenoli A:n sitoutumisen estrogeenireseptoriin arvioitu olevan 0,008 %, 4-n-
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nonyylifenolin 0,0032 % ja oktyylifenolin 0,015 % (Blair ym. 1999). Néiden arvojen

perusteella oktyylifenoli siis sitoutuisi estrogeenireseptoriin tehokkaimmin.

Aineiden erilainen vaikutus selittyy osaltaan myo6s eri vaikutusreiteilla: esimerkiksi
bisfenoli A:n ja genisteiinin on todettu saatelevén eri geeneja seeprakalalla. Bisfenoli A:n
on todettu vaikuttavan moniin proteiinien muodostumiseen ja hajoamiseen vaikuttaviin
geeneihin, kun taas genisteiini vaikuttaa moniin alkionkehitysta ohjaaviin geeneihin mm.
munasolua ympardivan zona pellucida -kerroksen proteiineihin. E;, BPA ja genisteiini
my0s vaikuttavat kaikki yksilonkehitystd ohjaaviin proteiineihin, mutta eri geenien
valityksella. Eri vaikutukset viittaavat eri vaikutusreitteihin, onkin epdilty myos, etta aineet
voivat vaikuttaa joko reseptorien kautta tai ilman. Estrogeeniset vaikutukset, kuten
vitellogeniinin tuotto, tapahtuvat kuitenkin estrogeenireseptorin kautta (Kausch ym. 2008).
Aineet my0s sitoutuvat eri tehokkuuksilla eri reseptorityyppeihin, esimerkiksi rotan
kudoksilla tehdyissa kokeissa genisteiini ja bisfenoli A sitoutuivat tehokkaammin ERp:an,
kun taas EE; sitoutui ERa:an (Kuiper ym. 1997).

4.6 Vitellogeniinivaste biomarkkerina: 20dpfZF-malli

Vitellogeniinin proteiini- ja mRNA-vasteet eroavat kinetiikaltaan. VTG-proteiinilla on
havaittu rasvapaamudun veressa mMRNA:ta pidempi puoliintumisaika, minka takia
proteiinivasteen mittaus on mahdollista jonkin aikaa myds altistuksen loputtua. MRNA:n
havaitseminen altistuksen alettua on kuitenkin nopeampi ja mahdollistaa my6s lyhyemman
altistusajan (Schmid ym. 2002). Téssa tutkimuksessa altistusaika oli kohtalaisen lyhyt (5
vrk) verrattuna useisiin muihin, erityisesti aikuisilla kaloilla tehtyihin tutkimuksiin. mMRNA
lienee siind mielessé ollut proteiinia parempi mittauskohde. Proteiinimittaus ei tdssa
opinndytetydssé antanut tulosta, mik& tosin on voinut johtua naytteiden kasittelystd TRI
REAGENT® -menetelmélld ja sen jalkeisestd dialyysistd, mitka olivat véhenténeet
nédytteiden kokonaisproteiiniméérad. TRI REAGENT® -menetelmén ei sinansd pitéisi
vahentdd proteiinimadréd, vaan pdinvastoin sen on aiemmissa tutkimuksissa havaittu
lisddvan eroteltavissa olevan proteiinin maaréa (Lenchik ym. 2005). Onkin mahdollista,
etta jos kasittelyn harjoittelua olisi jatkettu muutamin muutoksin, tulokset olisivat jatkossa

parantuneet.
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Useimmilla luukaloilla on havaittu kolme erilaista vitellogeniinityyppid, tosin ndiden
luokittelussa on vield epdyhtendisyyttd. Hiramatsu ym. (2006) totesivat katsauksessaan
vitellogeniiniproteiinien jakautuvan pédasiassa kahteen eri ryhmdidn, “tdydellisen”
ruskuaisproteiinin rakenteen omaaviin (VgA ja VgB) ja niihin, joilta puuttuu proteiinista
fosvitiiniryhma (phosvitin; VgC). Naista “taydelliset” vitellogeniinit voidaan jakaa vield
kahteen eri ryhméaén lipovitelliinin rakenteen perusteella: VgA:lla LvH-ketjurakenne on
osittain hajonnut kun taas VgB:lla se on ehjd (Wang ym. 2005). My6s proteiineja
koodaavat geenit eroavat niin, ettd samaa proteiinia voi koodata useampi geeni.
Seeprakalalta vitellogeniinigeeneja on 16ydetty ainakin seitseman. Naista vtg 1, 4,5, 6 ja 7
koodaavat VgA:ta, vtg2 VgB:té ja vgt3 VgC:ta (Wang ym. 2005, Henry ym. 2009).

Tassa tutkimuksessa vitellogeniinigeenin mittaamiseen kaytettiin vain yhtd muotoa,
vtgl:td. Vitellogeniineistd tunnetaan vtgl:n promoottorialueen sekvenssi, mika
mahdollistaa tietyn geenin mittauksen (Henry ym 2009). Vtgl:itd ja vtg2:ta pidetdédn
yleisesti kahtena hallitsevimpana geenind, mutta ndidenkin herkkyys eroaa toisistaan
riippuen kalan iastd ja altistuksen pituudesta (Jin ym. 2009). Wang ym. (2005) tutkivat
vtgl:n, vtg2:n ja vtg3:n ilmentymistd naarasseeprakalan kudoksissa ja havaitsivat vtgl:té ja
vigt2:ta olevan runsaasti mm. maksassa, suolistoa ympéardivissd rasvasoluissa ja
munarauhasissa, kun taas vtg3:n ekspressio oli néissa joko vahaista tai olematonta (suhde
1,0:0,01:0,001). Sen sijaan Meng ym. (2009) havaitsivat vtg4:n ja vtg5:n olevan sek&
hallitsevia naarasseeprakalojen maksassa ettd ainoita havaittavia vtg-geenejé
altistamattomien koiraskalojen maksasoluissa. Tamé oletettavasti johtuu koiraiden pienesta
17B-estradiolin tuotosta sukusolujen erikoistumisen kautena, mika myds saa aikaan lievan
vtg-geenien aktivoitumisen. Samassa tutkimuksessa saatiin tulokseksi myods vtgl:n ja
vtg2:n ekspressioiden olevan toisiaan vastaavaa kummankaan hallitsematta. Henry ym.
(2009) tutkivat eri vitellogeniiniproteiineja koodaavien geenien ekspression kasvua
altistettaessa eri-ikéisia seeprakaloja Ey:lle ja EE,:lle ja havaitsivat suurimman muutoksen
ekspressiossa aikuisilla kaloilla vtgl:ssé ja alkiopoikasilla (3—6 dpf) vtg2:ssa. Sen sijaan
kun Yamaguchi ym. (2005) testasivat estrogeenisesti vaikuttavien aineiden (mm. BPA ja
NP) vaikutuksia medakakoiraiden vtgl:n ja vtg2:n ilmentymiseen, he havaitsivat
korkeimpien altistuspitoisuuksien (BPA 8000 upg/l ja NP 500 pg/l) vaikuttavan
tilastollisesti merkitsevésti vain vtg2:n induktioon, p&&asiassa koska myds kontrollit

nostivat vtgl:n tasoa.
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Vitellogeniinivaste toimii siis hyvin ympdristoestrogeenien biomarkkerina. Tata tukevat
sekd useat aiemmat tutkimukset ettd myos tdman tyon tulokset, silld altistus tunnetulle
synteettiselle estrogeenille EE;:lle nosti 20dpfZF-koeyksiloiden vitellogeniinitoimintaa.
Sek& mRNA:n ettd proteiinin mittauksessa on etunsa, joten riippunee altistuksen kestosta,
koe-eldimestd sekd tavoitteesta, kumman vasteen valinta on suositeltavaa. Kuitenkin
mitattaessa vain yhtd geenimuotoa on hyva pitdd mielessd, etteivat tulokset
kokonaisuudessaan kerro vitellogeneeni-induktiosta, eivatkd néin ole vélttamatta suoraan

verrannollisia proteiinituotantoon, joka riippuu usean eri vtg-geenin toiminnasta.

4.7 Seeprakalan varhaiset poikasvaiheet koe-elaimina

Verrattuna muihin Kkalalajeihin seeprakala vaikuttaa olevan koe-eldimend hieman
epéherkempi. Van den Belt ym. (2003) tutkivat nonyylifenolin, oktyylifenolin ja bisfenoli
A:n vaikutuksia sek& aikuisten seeprakalakoiraiden ettd nuorten kirjolohien
vitellogeniiniproteiinin tuottoon ja havaitsivat kirjolohen olevan selvésti herkempi. Heidan
mukaansa nuoret Kirjolohet olivat ainakin kolme kertaa herkempié oktyylifenolille (LOEC
kirjolohella 30 pg/l, seeprakalalla ei vaikutusta 100 pg/l:ssa) ja viisi kertaa herkempid
nonyylifenolille (kirjolohella LOEC 100 pg/l, seeprakalalla LOEC 500 pg/l) kuin
koirasseeprakalat. Bisfenoli A:n LOEC-arvo oli kummallakin lajilla 1000 pg/l. Lindholst
ym. (2003) paatyivat samanlaisiin tuloksiin bisfenoli A:n osalta. Verratessaan VTG-
proteiini-induktiota my6s he havaitsivat aikuisen kirjolohen olevan 2-5 kertaa aikuista
koirasseeprakalaa herkempi.

Osaltaan eri herkkyyteen voi vaikuttaa lajien erilainen vierasainemetabolia ja erityskyky.
BPA poistuu seeprakalan plasmasta nopeasti maksaan, jossa se metabolisoidaan padasiassa
glukuronidikonjugaatiksi ja siirretddn sappirakkoon. Eliminaation maksassa uskotaan
tapahtuvan nopeasti verrattuna mm. Kkirjoloheen lampimammén elinympadriston takia.
Verrattuna kirjolohen plasmaan ja maksaan, BPA:n erityksen seeprakalan koko elimistosta

on havaittu tapahtuva 50-300 % nopeammin (Lindholst ym. 2003).

Tahan asti seeprakaloilla tehdyisté kokeista suurin osa on suoritettu aikuisilla yksiloill& ja
erityisesti  vitellogeniinivastetta mitattaessa aikuisilla koirailla. Jin ym:n (2009)
tutkimuksessa aikuiset seeprakalakoiraat (mitattuna maksasta) olivat hieman nuoria (17-24
dpf, mitattu koko kehon homogenaatista) kaloja herkempi& tuottamaan vtgl mRNA:ta
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seitseman paivan Ej-altistuksessa (LOEC-arvo aikuisilla 0,1 ja nuorilla 0,25 pg/l). Erot
eivat kuitenkaan olleet suuria ja molemmilla ik&ryhmilld geenien induktiotasot olivat
korkeita eli mitattu vaste suuri. Versonnen ja Jansen (2004) testasivat EE,:n vaikutusta
seké aikuisten koirasseeprakalojen ettd nuorten yksiléiden VTG-proteiinin maaraan ja
havaitsivat, etteivat koepitoisuudet 1-100 ng/l nostaneet poikasten VTG-tasoa
merkitsevasti. Yhtend syynd mahdollisesti oli poikasten ika, silld altistusajankohtana
poikasten i&t olivat joko 28-42 tai 28-61 dph, eli ne olivat jo mahdollisesti ohittaneet

sukusolujen erikoistumisvaiheen alkamisen.

Verrattaessa eri-ikdisten poikasten sopivuutta koe-eldimiksi, ikdryhmét 20:std pdivasta
eteenpdin vaikuttavat sopivimmilta estrogeeniaineenvaihdunnan nékdkulmasta. Kun
Andersen ym. (2003) altistivat eri-ikaisia seeprakalan poikasia EEj:lle, he havaitsivat
VTG-proteiinivasteen olevan selvésti pienempi poikasilla, joita oli altistettu kausina
kuoriutuminen—10 dph ja 10-20 dph verrattuna myéhempiin poikaskausiin. Kun verrattiin
poikasia, joita oli altistettu aikoina kuoriutuminen—-30 dph tai 20-30 dph, ei havaittu 20
ylimaardisen altistuspdivdn nostavan ko. vastetta merkitsevésti. Sen sijaan alkioajan
altistus (hedelmoittyminen—kuoriutuminen) nosti VTG-proteiinin mé&réé selvésti. Tassa
opinnaytetydssd 20 dpf poikaset olivat EE,-altistuksen perusteella kykenevia tuottamaan
vtgl mRNA:ta ja my6s muilla aineilla nonyylifenolia lukuun ottamatta saatiin lievéd, joskin
tilastollisesti ei-merkitsevé vaste aikaan. Tdméan ik&luokan poikaset ovat siis mahdollinen,
joskin ehk& hieman epaherkkd, malli kaytettavéksi estrogeenisuuskokeissa. My6s muut
seikat, kuten helppo poikasten tuotto ja lyhyt kasvatusaika lisdavat seeprakalan poikasten

kaytettavyytta koe-eldimina tdhan tarkoitukseen.

Paljon on keskusteltu myos alkioiden ja alkiopoikasten kdyttamisesta aikuisten ja nuorten
yksiloiden sijaan. Mm. Muncke ja Eggen (2006) ehdottivat vtgl-geenin kayttod nk.
MolDar (molecular D. rerio teratogenicity test) -analyysissd tutkittaessa estrogeenisié
vaikutuksia. MolDarT-kokeessa mitataan tiettyjen  kohdegeenien ilmentymista
altistettaessa alkioita viiden pdivan ajan hedelmoityksestd 120 tuntiin. Muncke ja Eggen
(2006) havaitsivat altistuksen etinyyliestradiolille nostavan alkioiden vtgl-geenin
ekspressioita merkitsevésti kaikilla testatuilla annoksilla 72 tunnista alkaen. My6s aiemmin
mainitun Andersen ym:n (2003) tutkimuksessa alkiot olivat herkki& ympéristoestrogeenien

vaikutuksille VTG-proteiinin tuottoa tutkittaessa. Hyvin varhaisten alkioiden altistaminen
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saattaa kuitenkin vaaristaa tuloksia jos huomioon ei oteta mahdollisesti emoilta saatua vtg-

mRNA:ta tai EE,:n bioakkumuloitumista ex ovario alkiokudoksiin (Andersen ym. 2003).

4.8 VVtg-geeniekspression kvantitatiivinen PCR

Verrattuna muihin analyysitapoihin, kvantitatiivinen PCR on herkka, silld se pystyy
teoriassa antamaan tuloksen, kunhan tutkittavasta RNA:sta on yksikin kopio nédytteessa.
Tarvittava RNA:n méaara luotettavaan analyysiin on myos pieni, 100-200 ng (Larkin ym.
2003). Taten se on kateva esimerkiksi poikasnaytteita tutkittaessa, jolloin ndytteiden RNA
ja proteiinimadrat eivat vélttdmatta ole suuria. Nyt suoritetuissa kokeissa kokonais-RNA-
pitoisuudet TRI REAGENT® -eristyksen jélkeen olivat keskim&arin 500—1000 pg/ml.

Tassa tutkimuksessa RNA-eristys seka sitd seuraava CDNA-synteesi onnistuivat
laadunvarmistuksen perusteella hyvin, lukuun ottamatta joitakin yksittdisia naytteitd, silla
260/280 -suhde oli useimmissa naytteissé yli 1,8. Sen sijaan kvantitatiivisen PCR:n ajossa
saattoi naytteiden valilla tapahtua késittelyeroja, miké heijastui liian suurina CV-arvoina.
Teknisten replikaattien osalta tilanne parani mydhempien analyysien osalta kokemuksen
karttuessa, mutta biologisten toistojen vélinen ero oli osassa kokeita hyvin suuri.
Esimerkiksi EE,-kokeessa biologisten toistojen annos-vastesuunta oli sama, mutta
vasteessa eli ekspressiovoimakkuudessa oli suuri ero, miké heikensi tilastollisen analyysin
luotettavuutta. Suurempi biologisten toistojen maéra olisi tassa suhteessa helpottanut
tilannetta, mutta koeyksiliden rajallinen mééra eli poikasten pieni syntyvyys oli rajoittava
tekija.

Myos referenssigeenien luotettavuus vaikuttaa kvantitatiivisen PCR:n tuloksiin. Useampaa
kuin yhden referenssigeenin kayttdmistd pidetddn suositeltavana (Taylor 2010). Tdassé
tyossd kaytettiin kahta referenssigeenid, B-aktiinia ja elfla:a. Ennen PCR-ajoja suoritetun
tehokkuuden testauksen ja varsinaisten ajojen M-arvojen perusteella referenssigeenit
toimivat hyvin ja niiden keskindinen yhteensopivuus oli hyva. Verrattaessa tuloksia, jotka

oli laskettu vain toisen referenssigeenin avulla, tulokset vastasivat hyvin toisiaan.

4.9 Ymparistéestrogeenien yhteisvaikutus riskinarvioinnissa

Ympadristostd mitatut estrogeenisesti vaikuttavien aineiden pitoisuudet riippuvat
mittauspaikasta ja ajankohdasta. Jatevedenpuhdistamoiden kasitellyistd vesistd mitatut
nonyylifenolin pitoisuudet ovat vaihdelleet havaitsemattomasta arvoon 343 pg/l asti.
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Jatevedenpuhdistamoiden lietteistd mitatut pitoisuudet ovat voineet yltdad jopa 12 400
ug/kg (k.a.) asti. Myds luonnon pintavesistd on mitattu korkeita pitoisuuksia (640 pg/l),
mutta suurin osa mitatuista pitoisuuksista on asettunut valille 0,0-5,0 pg/l. Sen sijaan
sedimenteissd hyvin korkeat eli yli 10000 pg/kg nonyylifenolin pitoisuudet ovat
suhteellisen yleisia (40 %:ssa Ying ym. 2002 referoimasta tutkimuksesta) (Ying ym. 2002,
Soares ym. 2008). Kanadassa Toronton ja Mississaugan jatevedenpuhdistamon
poistovesistd  mitattiin  oktyylifenolin  pitoisuuksia  0,12-2,5 pug/l, kun taas
jatevedenpuhdistamoiden lietteistd samassa tutkimuksessa korkeimmat mitatut pitoisuudet
olivat 9,2-12,1 ugOP/g eli 9200-12100 pugOP/Kkg (k.a.) (Lee & Peart 1995, kuten siteerattu
Ying ym. 2002). Saksassa jatevedenpuhdistamon poistovesistd on mitattu oktyylifenolin
pitoisuuksia 30-110 ng/l (Hansen ym. 1998). Ympéristossa oktyylifenolin pitoisuuksia on
mitattu pintavesistd 0,47 pg/l asti ja sedimenteistd 670 pg/l asti (Ying ym. 2002). Nonyyli-
ja oktyylifenolin pitoisuudet jadvat néin vesistoissad alle rajan, jolla olisi tutkimusten

valossa lyhytaikaisia hormonaalisia vaikutuksia.

Pintavesissdé on mitattu bisfenoli A:n pitoisuuksia havaitsemattomasta 12 pg/l:aan,
suurimman osan mittaustuloksista kuitenkin ollessa alle 1 pg/l. Kolpin ym. (2002)
mittasivat BPA:n pitoisuuksia muiden estrogeenisesti vaikuttavien aineiden ohella 139
Yhdysvaltojen joesta ja saivat mediaaniarvoksi 0,14 pg/l ja maksimiksi 12 pg/l. Lu ym.
(2010) puolestaan mittasivat kolmesta Kiinan Jangtse-joen kohdasta eri estrogeenisesti
vaikuttavien aineiden pitoisuuksia ja saivat BPA:lle arvot valiltda 7,5 ja 60,7 ng/l.
Jatevedenpuhdistamoiden laskuvesistd on mitattu Saksassa pitoisuuksia 8-33 ng/l.
Luonnossa havaitut pitoisuudet jadvat siis kaikilla tassa tutkimuksessa kasitellyilla aineilla
huomattavasti alle pitoisuuksien, joissa vaikutuksia hormonitoimintaan on havaittu. Tamé
saattaa johtua mm. aineiden sitoutumisesta orgaaniseen ainekseen ja hajoamisesta valon

vaikutuksesta nestefaasissa.

Yksittdin mitattuna useimmat ympéristoestrogeenit esiintyvat siis pitoisuuksina, joilla ei
ole elidissa havaittavia lyhytaikaisia vaikutuksia. Ympdristossa aineet esiintyvat kuitenkin
monen aineen seoksina ja on arvioitu ettd luonnon pintavesista 16ytyisi yhteensa yli 50 000
vierasainetta (Matthiessen & Johnson 2007). Kuten edelld kasiteltiin, ymparistoestrogeenit
vaikuttavat usein additiivisesti (Payne ym. 2000, Brian ym. 2005, Sun ym. 2009, Zhang

ym. 2010), mutta nykyisen lainsaddannon puutteissa tatd mahdollisuutta ei huomioida
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lainkaan. Olisikin parempi arvioida aineiden vaikutusta ei yksittdin, vaan esimerkiksi
estrogeeniekvivalentteina (Matthiessen & Johnsson 2007). Vuonna 2013 Euroopan
Komissio on arvioimassa uudelleen REACH-asetuksen hormonitoimintaa héiritsevia
aineita kasittelevan artiklan 57 kohdan f mainitsemat aineet uuden tieteellisen tutkimuksen
valossa (Asetus EY/1907/2006). Télloin on kaavailtu olevan mahdollista ottaa arviointiin

mya0s yhteisvaikutus, vaikka yksittéisten aineiden pitoisuudet jaisivétkin alle PNEC-tason.

Vaikutusten arviointia vaikeuttaa myos Kirjava testikaytantd. Sek& solu- ettd yksilotason
kokeissa koeolosuhteet ja -lajit vaihtelevat paljon. Vaikka kaikilla selkdrankaisilla
vaikuttaa periaatteessa sama fysiologinen pédestrogeeni, 17p-estradioli, eroavat
vaikutukset ja vaikuttavat pitoisuudet lajeittain (Matthiessen & Johnsson 2007).
Esimerkiksi verrattaessa eri ympéristoestrogeeneilld tehtyja ER TA (estrogeenireseptorin
transkription aktivoituminen) -testien tuloksia, havaittiin suuria lajien ja reseptorityyppien
valisia eroja johtaen jopa 1000-kertaisiin laboratorioiden valisiin eroihin tuloksissa (Dang
ym. 2011a). Ympdristoestrogeenien vaikutukset saattavat olla myos epélineaarisia, mika
vaikeuttaa vasteen arvioimista testattujen pitoisuuksien ulkopuolella. Vaikutukset saattavat
my0s ilmetéd vasta altistuksen jalkeen tai viiveella tietyn akkumuloitumisen tason jalkeen
(Matthiessen & Johnsson 2007).

Tassa opinnaytetydssa yhteisvaikutuskokeen tulos oli pienempi kuin yhden yksittaisen
aineen, BPA:n vaikutus. Vaikutusta ei siis voinut ennustaa CA- tai IA -mallin avulla. Tassa
tyossa kaytettiin kolmen heikosti estrogeenisen aineen seosta, mutta luonnossa seokset
ovat moninkertaisesti monimutkaisempia. Myos yksittdisten aineiden vaikutukset erosivat

oktyylifenolin osalta lineaarisesta vasteesta.

Riskinarvioinnissa on kuitenkin huomioitava, ettd pelkka estrogeeninen vaikutus ei sindnsé
tee aineesta valttdmattd haitallista. Naarailla estrogeenijérjestelmd on luonnollisesti
toiminnassa koko ajan, ja voi olla vaikea arvioida, mik& lisdys ympariston estrogeenisilla
aineilla tdhé&n on. Ympéristossa haitta syntyy vasta, jos aineilla havaitaan olevan
populaatiotason vaikutuksia eli vaikutus on esimerkiksi lisdantymiskykyyn tai syntyneiden
poikasten sukupuolijakaumaan. Pelkkad vitellogeniinituotanto koirailla tai poikasilla ei
sindnsé ole erityisen haitallista (Sumpter & Jobling 1995), vaikka korkeilla pitoisuuksilla

toksisia vaikutuksia voikin olla. Vitellogeniini toimiikin parhaimmillaan biomarkkerina
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populaatiotason vaikutusten riskia arvioidessa. Vitellogeniinivasteen onkin todettu hyvin
ennustavan monimutkaisempia esim. lisddntymiseen ja kudosten muutoksiin liittyvia

vasteita (Dang ym. 2011b).

5 JOHTOPAATOKSET

20dpfZF-malli toimi ymparistdestrogeenien vaikutusten ennakoinnissa, silla poikaset olivat
fysiologisesti valmiita estrogeenivasteelle ja kykenevia altistettaessa tuottamaan
vitellogeniinié. Yksittdisten aineiden vaikutukset erosivat aineiden seoksen vaikutuksesta,
silld seosyhteisvaikutus oli bisfenoli A:n yksittaistd vaikutusta pienempi. Seosten
yhteisvaikutusten eroaminen yksittéisten aineiden vaikutuksista tulisi myds huomioida

lainsaadanndssa nykyista paremmin.

Viime aikoina on paljon kayty keskustelua eldinkokeiden korvaamisesta seka solutasolla
etta alkioilla tehtavilla kokeilla. Niilld voi kuitenkin olla vaikea arvioida monimutkaisia
vasteita, erityisesti vaikutuksia koko elion elinkaareen tai lisaantymiseen. Siksi tarvitaan
my0s kokeellista tietoa vaikutuksista elaviin yksiléihin myds alkiota mydéhemmilta
ikdkausilta. Lyhytaikaisten kokeiden lisdksi myo6s vaikutusta koko elinkiertoon ja
erityisesti lisddntymiseen on jatkossakin tarpeen tutkia. Vitellogeniinivaste toimii kuitenkin
hyvin biomarkkerina aineiden mahdollisen estrogeenisen vaikutuksen osalta, mukaan
lukien kun kaytetaan 20dpfZF-mallia.

KIITOKSET

Tama tyd ei olisi valmistunut ilman ohjaajieni professori Aimo Oikarin ja MSc. Tarini
Sahoon korvaamattomia neuvoja seka karsivéllisyyttd opastamisessa, joten suuri Kiitos
heille. Kiitokset myods FT Eeva-Riikka Vehnidiselle, FM Marja Lahdelle, Siiri Latvalalle
sekd Jyvéskyldn Bio- ja ymparistotieteiden laitoksen Ympéristotieteiden ja -teknologian
osaston muulle henkilokunnalle avusta analyysitekniikoiden opettelemisessa sekd muusta

tuesta.



54

LAHDELUETTELO

Andersen, L., Holbech, H., Gessbo, A., Norrgren, L. & Petersen, G.I. 2003: Effects of
exposure to 17a-ethinylestradiol during early development on sexual differentiation
and induction of vitellogenin in zebrafish (Danio rerio). -Comparative Biochemistry
and Physiology, Part C 134: 365 — 374.

Asetus EY/1907/2006: Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 1907/2006
kemikaalien rekisterdinnista, arvioinnista, lupamenettelyistd ja rajoituksista
(REACH), Euroopan kemikaaliviraston perustamisesta, direktiivin 1999/45/EY
muuttamisesta sekd neuvoston asetuksen (ETY) N:o 793/93, komission asetuksen
(EY) N:o 1488/94, neuvoston direktiivin 76/769/ETY ja komission direktiivien
91/155/ETY, 93/67/ETY, 93/105/EY ja 2000/21/EY kumoamisesta. EUVL L396/1,
11.9.2011 saatavilla osoitteesta:

http://eurlex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0J:L:2006:396:0001:0849:FI:PDF.

Bardet, P-L., Horard, B., Robinson-Rechavi, M., Laudet, V. & Vanacker, J-M. 2002:
Characterization of oestrogen receptors in zebrafish (Danio rerio). — Journal of
Molecular Endocrinology 28: 153 — 163.

Blair, R.M., Fang, H., Branham, W.S., Hass, B.S., Dial, S.L., Moland, C.L., Tong, W., Shi,
L., Perkins, R. & Sheehan, D.M. 2000: The estrogen receptor relative binding
affinities of 188 natural and xenochemicals: structural diversity of ligands. —
Toxicological Sciences 54: 138 — 153.

Botkin, D.B. & Keller, E.A. 2010: Environmental Science, —Earth as a living planet. John
Wiley & Sons, Inc. s. New Jersey, USA s. 1 — 16.

Brian, J.V., Harris, C.A., Scholze, M., Backhaus, T., Booy, P., Lamoree, M., Pojana, G.,
Jonkers, N.,Runnalls, T., Bonfa, A., Marcomini, A & Sumpter, J.P. 2005: Accurate
prediction of the response of freshwater fish to a mixture of estrogenic chemicals. —
Environmental Health Pespectives 113: 721 — 728.

Brian, J.V., Harris, C.A., Scholze, M., Kortenkamp, A., Booy, P., Lamoree, M., Pojana, G.,
Jonkers, N., Marcomini, A. & Sumpter, J.P. 2007: Evidence of estrogenic mixture
effects on the reproductive performance of fish. —Environmental Science and
Technology 41: 337 — 344.

Cheek, A.O. 2006: Subtle sabotage: endocrine disruption in wild populations — Revista de
Biologia Tropical 54: 1 — 19.

Clelland, E. & Peng, C. 2009: Endocrine/paracrine control of zebrafish ovarian
development. —Molecular and Cellular Endocrinology 312: 42 — 52.

Crain, D.A., Eriksen, M., Iguchi, T., Jobling, S., Laufer, H., LeBlanc, G.A. & Guillette Jr.,
L.J. 2007: An ecological assessement of bisphenol-A: Evidence from comparative
biology. —Reproductive Toxicology 24: 225 — 239.

Dang, Z., Ru, S., Wang, W., Rorije, E., Hakkert, B. & Vermeire, T. 2011a: Comparison of
chemical-induced transcriptional activation of fish and human estrogen reseptors:
Regulatory implications. —Toxicology Letter 201: 152 — 175.



55

Dang, Z., Li, K., Yin, H., Hakkert, B. & Vermeire, T. 2011b: Endpoint sensitivity in fish
endocrine assays: Regulatory implications. —Toxicology Letter 202: 36 — 46.

Diamanti-Kandarakis, E., Bourguignon, J-P., Giudice, L.C., Hauser, R., Prins, G.S., Soto,
A.M., Zoeller, T. & Gore, A.: Endocrine-disrupting chemicals: an endocrine society
scientific statement. —-Endocrine Reviews 30: 293 — 342.

Dumitrescu, G., Petculescu Ciochina, L., Voia, S., Dronca, D. & Boca, L. 2010:
Evaluation of octylphenol effect on development and survival on zebrafish (Danio
rerio) during different ontogenic period. —Animal Science and Biotechnologies 43:
479 — 483.

Engeszer, R.E., Patterson, L.B., Rao, A.A. & Parichy, D.M. 2007: Zebrafish in the wild: A
review of natural history and new notes from the field. —Zebrafish 4: 21 — 38.

Evans, D.H. (toimittanut) 1998: The Physiology of Fishes. 2. painos CRC Press LLC
Florida, USA s. 465 — 488.

Hakala, H. & Valiméki, J. 2003: Ympdrsiton tila ja suojelu Suomessa. 2. painos.
Gaudeamus, Helsinki s. 17 — 34.

Hansen, P.D., Dizer, H., Hock, B., Marx, A., Sherry, J., McMaster, M. & Blaise, C. 1998:
Vitellogenin - a biomarker for endocrine disruptors. —Trends in analytical chemistry
17: 448 — 451.

Hemmer, M.J., Hemmer, B.L., Bowman, C.J., Kroll, K.J., Folmar, L.C., Marcovich, D.,
Hoglund, M.D. & Denslow, N.D. 2001: Effects of p-nonylphenol, methoxychlor and
endosulfan on vitellogenin induction and expression in sheepshead minnow
(Cyprinodon variegatus). —Environmental Chemistry and Toxicology 20: 336 — 343.

Henry, T.B., McPherson, J.T., Rogers, E.D., Heah, T.P., Hawkins, S.A., Layton, A.C. &
Sayler, G.S. 2009: Changes in the relative expression pattern of multiple vitellogenin
genes in adult male and larval zebrafish exposed to exogenous estrogens. —
Comparative Biochemistry and Physiology, Part A 154: 119 — 126.

Hill, AJ., Teraoka, H., Heidemann, W. & Peterson, R.E. 2005: Zebrafish as a model
vertebrate for investigating chemical toxicity. —Toxicological Sciences 86: 6 — 19.

Hoyt, P.R., Doktycz, M.J., Beattie, K.L. & Greeley Jr., M.S. 2003: DNA microarrays
detect 4-nonylphenol-induced alterations in gene expression during zebrafish early
development. —Ecotoxicology 12: 469 — 474.

Hiramatsu, N., Matsubara, T., Fujita, T., Sullivan, C.V. & Hara, A. 2006: Multiple piscine
vitellogenins: biomarkers of fish exposure to estrogenic endocrine disruptors in
aquatic environment. —Marine Biology 149: 35 — 47.

Hummon, A.B., Lim, S.R., Difilippantonio, M.J. & Ried, T. 2007: lIsolation and
solubilization of proteins after TRIZOL® extraction of RNA and DNA from patient
material following prolonged storage. —BioTechniques 42: 467 — 472.

Ishibashi, H., Hirano, M., Matsumura, N., Watanabe, N., Takao, Y. & Arizono, K. 2006:
Reproductive effects and bioconcentration of 4-nonylphenol in medaka fish (Oryzias
latipes). —-Chemosphere 65: 1019 — 1026.

Jin, Y., Chen, R., Sun, L., Qian, H., Liu, W. & Fu, Z. 2009: Induction of estrogen-
responsive gene transcription in the embryo, larval, juvenile and adult life stages of



56

zebrafish as biomarker of short-term exposure to endocrine disrupting chemicals. —
Comparative Biochemistry and Physiology Part C 150: 414 — 420.

Kausch, U., Alberti, M., Haindl, S., Budczies, J. & Hock, B. 2008: Biomarkers for
exposure to estrogenic compounds: Gene expression analysis in zebrafish (Danio
rerio). —Environmental Toxicology 23: 15 — 24.

Kimmel, C.B., Ballard, W.W., Kimmel, S.R., Ullmann, B. & Schilling, T.F. 1995: Stages
of embryonic development of the zebrafish. —Developmental Dynamics 203: 253 —
310.

Kolpin, D.W., Furlong, E.T., Meyer, M.T., Thurman, E.M., Zaugg, S.D., Barber, L.B. &
Buxton, H.T. 2002: Pharmaceuticals, hormones, and other organic wastewater
contaminants in U.S. streams, 1999-2000: A national reconnaissance. —
Environmental Science and Technology 36: 1202 — 1211.

Kuiper, G.G.J., Carlsson, B., Grandien, K., Enmark, E., Haggblad, J., Nilsson, S. &
Gustafsson, J. 1997: Comparison of the ligand binding specificity and transcript
tissue distribution of estrogen receptors o and . —Endocrinology 138: 863 — 870.

Larkin, P., Knoebl, I. & Denslow, N.D. 2003: Differential gene expression analysis in fish
exposed to endocrine disrupting compounds. —Comparative Biochemistry and
Physiology Part B 136: 149 — 161.

Lenchik, N., Desiderio, D.M. & Gerling, I.C. 2005: Two-dimensional gel electrophoresis
characterization of the mouse leukocyte proteome, using a tri-reagent for protein
extraction. —Proteomics 5: 2202 — 2209.

Lin, L.L. & Janz, D.M. 2006: Effects of binary mixtures of xenoestrogens on gonadal
development and reproduction in zebrafish. —Aquatic Toxicology 80: 382 — 395.

Lindholst, C., Pedersen, K.L. & Pedersen, S.N. 2000: Estrogenic response of bisphenol A
in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). —Aquatic Toxicology 48: 87 — 94.

Lindholst, C., Wynne, P.M., Marriott, P., Pedersen, S.N. & Bjerregaard, P. 2003:
Metabolism of bisphenol A in zebrafish (Danio rerio) and rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) in relation to estrogenic response. —Comparative
Biochemistry and Physiology Part C 135: 169 — 177.

Livak, K.J. & Schmittgen, T.,D. 2001: Analysis of relative gene expression data using real-
time quantitative PCR and the 2*““" method. —~Methods 25: 402 — 408.

Lu, G.H., Song, W.T., Wang, C. & Yan, Z.H. 2010: Assessment of in vivo estrogenic
response and the indentification of environmental estrogens in the Yangtze River
(Nanjing section). —Chemosphere 80: 982 — 990.

Maack, G. & Segner, H. 2004: Life-stage-dependent sensitivity of zebrafish (Danio rerio)
to estrogen exposure. —Comparative Biochemistry and Physiology Part C 139 47-55.

Matozzo, V. Gagne, F., Marin, M.G., Ricciardi, F. & Blaise, C. 2008 : Vitellogenin as a
biomarker of exposure to estrogenic compounds in aquatic invertebrates: A review. —
Environment International 34: 531 — 545.

Matthiessen P. & Johnson I. 2007: Implications of research on endocrine disruption for the
environmental risk assessment, regulation and monitoring of chemicals in the
European Union. —Environmental Pollution 146: 9 — 18.



S7

Meng, X., Barholomew, C. & Craft, J.A. 2009: Differential expression of vitellogenin and
oestrogen receptor genes in the liver of zebrafish (Danio rerio). —Analytical and
Bioanalytical Chemistry 396: 625 — 630.

Mills, L.J. & Chichester, C. 2005: Are endocrine-disrupting compounds in the aquatic
environment impacting fish populations? —Science of the Total Environment 343: 1 —
34.

Muncke, J. & Eggen, R.IL.L. 2006: Vitellogeninl mRNA as a molecular biomarker in
developing zebrafish. —Environmental Toxicology and Chemistry 25: 2734 — 2741.

Nuisslein-Volhard, C. & Dahm, R. 2002 : Zebrafish 1. painos. Oxford University Press,
Iso-Britannia s. 20.

OECD 2010: Workshop report on OECD countries activities regarding testing, assessment
and management of endocrine disrupters.

Ortiz-Zarragoitia, M. & Cajaraville, M.P. 2005: Effects of selected xenoestrogens on liver
peroxisomes, vitellogenin levels and spermatogenic cell proliferation in male
zebrafish. -Comparative Biochemistry and Physiology, Part C 141: 133 — 144.

Payne, J., Rajapakse, N., Wilkins, M. & Kortenkamp, A. 2000: Prediction and assessment
of the effects of mixtures of four xenoestrogens. —Environmental Health Perspectives
108: 983 — 987.

Preuss, T.G., Gehrhardt, J., Schirmer, K., Coors, A., Rubach, M., Russ, A., Jones, P.D.,
Giesy, J.P. & Ratte, H.T. 2006: Nonylphenol isomers differ in estrogenic activity. —
Environmental Science and Technology 40: 5147 — 5153.

Rajapakse, N., Silva, E., Scholze, M. & Kortekamp, A. 2004: Deviation from additivity
with estrogenic mixtures containing 4-nonylphenol and 4-tert-octylphenol detected
in the E-SCREEN assay. —Environmental Science and Technology 38: 6343 — 6352.

Revilla-Ruiz, P., Kearney, G., McMillan, D. & Rodriguez-Gonzalo, E. 2007: A sensitive
method for the determination of endocrine-disrupting compounds in river water by
LC/MS/MS. —Environmental Applications Book, Waters s. 52 — 55.

Rose, J., Holbech, H. Lindholst, C., Ngrum, U., Povisen, A., Korsgaard, B. & Bjerregaard, P.
2002: Vitellogenin induction by 17B-estradiol and 17a-ethinylestradiol in male zebrafish
(Danio rerio). — Comparative Biochemistry and Physiology, Part C 131: 531 — 539.

Schmid, T., Gonzales-Valero, J., Rufli, H. & Dietrich, D.R. 2002: Determination of
vitellogenin Kkinetics in male fathead minnow (Pimephales promelas). —Toxicology
Letters 131: 65 — 74.

Scholz, S. & Gutzeit, H.O. 2000: 17-a-ethinylestradiol affects reproduction, sexual
differentiation and aromatase gene expression of the medaka (Oryzias latipes). —
Aguatic Toxicity 50: 363 — 373.

Scholz, S. & Mayer, 1. 2008: Molecular biomarkers of endocrine disruption in small model
fish. —Molecular and Cellular Endocrinology 293: 57 — 70.

Segner, H. 2008: Zebrafish (Danio rerio) as a model organism for investigating endocrine
disruption. —-Comparative Biochemistry and Physiology, Part C 149: 187 — 195.



58

Servos, M.R. 1999: Review of the aquatic toxicity, estrogenic responses and
bioaccumulation of alkylphenols and alkylphenol polyethoxylates. —Water Quality
Research Journal of Canada 34: 123 — 177.

Soares A., Guieysse, B, Jefferson, B, Cartmell, E & Lester, J.N. 2008: Nonylphenol in the
environment: A critical review on occurrence, fate, toxicity and treatment in
wastewaters. —Environmental International 34: 1033 — 1049.

Sonnenschein, C. & Soto, A.M. 1998: An updated review of environmental estrogen and
androgen mimics and antagonists. —Journal of Steroid Biochemistry & Molecular
Biology 65: 143 — 150.

Soto, A.M., Sonnenschein, C., Chung, K.L., Fernandez, M.F., Olea, N. & Serrano, F.O.
1995: The E-SCREEN assay as a tool to identify estrogens: an update on estrogenic
environmental pollutants. —Environmental Health Pespective 103: 113 — 122.

Staples, C.A., Hall, A.T., Friederich, U., Caspers, N. & Klecka, G.M. 2011: Early life-
stage and multigeneration toxicity study with bisphenol A and fathead minnows
(Pimephales promelas). —Ecotoxicology and Environmental Safety 74: 1548 — 1557.

Sumpter, J.P. & Jobling, S. 1995: Vitellogenesis as a biomarker for estrogenic
contamination of the aquatic environment. —Environmental Health Perspective 103:
173 - 178.

Sun, L., Zha, J. & Wang, Z. 2009: Interaction between estrogenic chemicals in binary
mixtures investigated using vitellogenin induction and factorial analysis. —
Chemosphere 75: 410 — 415.

Takahashi, H. 1977: Juvenile hermaphroditism in the zebrafish, Brachydanio rerio. Bull.
Fac. Fish. Hokkaido University 28: 57 — 65.

Taylor, S. 2010: A practical guide to publishing RT-gPCR data that conform to the MIQE
guidelines. —American Biotechnology Laboratory 28: 14 — 19.

Thomas-Jones, E., Thorpe, K., Harrison, N., Thomas, G., Morris, C., Hutchinson, T.,
Woodhead, S. & Tyler, C. 2003: Dynamics of estrogen biomarker responses in
rainbow trout exposed to 17B-estradiol and 17a-ethinylestradiol. —Environmental
Toxicology and Chemistry 22: 3001 — 3008.

Thorpe, K.L., Hutchinson, T.H., Hetheridge, M.J., Scholze, M., Sumpter, J.P. & Tyler,
C.R. 2001: Assessing the biological potency of binary mixtures of environmental
estrogens using vitellogenin induction in juvenile rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss). —Environmental Science and Technology 35: 2476 — 2481.

Thorpe, K.L., Cummings, R.l., Hutchinson, T.H., Scholze, M., Brighty, G., Sumpter, J.P.
& Tyler, C.R. 2003: Relative potencies and combination effects of steroidal
estrogens in fish. —Environmental Science and Technology 37: 1142 — 1149.

Tingaud-Sequeira, A., André, M., Forgue, J., Barthe, C. & Babin, P.J. 2004 : Expression
patterns of three estrogen receptor genes during zebrafish (Danio rerio)
development: evidence for high expression in neuromasts. —Gene Expression
Patterns 4: 561 — 568.



59

Tsuda, T., Takino, A., Muraki, K., Harada, H. & Kojima, M. 2001: Evaluation of 4-
nonylphenols and 4-tert-octylphenol contamination of fish in rivers by laboratory
accumulation and excretion experiments. —~Water Research 35: 1786 — 1792.

Uchida, D., Yamashita, M., Kitano, T. & Iguchi, T. 2002: Oocyte apoptosis during the
transition from ovary-like tissue to testes during sex differentiation of juvenile
zebrafish. —The Journal of Experimental Biology 205: 711 — 718.

Van den Belt, K., Verheyen, R., & Witters, H. 2001: Reproductive effects of
ethynylestradiol and 4t-octylphenol on the zebrafish (Danio rerio). —Archives of
Environmental Contamination and Toxicology 41: 458 — 467.

Van den Belt, K. Verheyen, R. & Witters, H. 2003: Comparison of vitellogenin responses
in zebrafish and rainbow trout following exposure to environmental estrogens. —
Ecotoxicology and Environmental Science 56: 271 — 281.

Véasquez, G.R., Meijide, F.J., Da Cufia, R.H., Lo Nostro, F.L., Piazza, Y.G., Babay, P.A.,
Trudeau, V.L., Maggese, M.C., & Guerrero, G.A. 2009: Exposure to waterborne 4-
tert-octylphenol induces vitellogenin synthesis and disrupts morphology in the South
American freshwater fish Cichlasoma dimerus (Teleostei, Perciformes). —
Comparative Biochemistry and Physiology, Part C 150: 298 — 306.

Vehniéinen, E.-R., Hakkinen, J. & Oikari, A. 2003: Photoinduced lethal and sublethal
toxicity of retene, a polycyclic aromatic hydrocarbon derived from resin acid, to
coregonid larvae. —Environmental Toxicology and Chemistry 22: 2995 — 3000.

Versonnen & Jansen 2004: Xenoestrogenic effects of ethinylestradiol in zebrafish (Danio
rerio). —Environmental Toxicology 19: 198 — 206.

Wang, H., Tan, J.T.T., Emelyanov, A., Korzh, V., Gong, Z. 2005: Hepatic and extrahepatic
expression of vitellogenin genes in the zebrafish, Danio rerio. —Gene 356: 91 — 100.

Whitehead, S. & Rice, S. 2006: Endocrine-disrupting chemicals as modulators of sex
steroid synthesis. —Best Practise & Research Clinical Endocrinology and Metabolism
20: 45 - 61.

Witorsch, R.J. 2002: Endocrine disruptors: can biological effects and environmental risks
be predicted. —Regulatory Toxicology and Pharmacology 36: 118 — 130.

Yamaguchi, A., Ishibashi, H., Kohra, S., Arizono, K. & Toninaga, N. 2005: Short-term
effects of endocrine-disrupting chemicals on the expression of estrogen-responsive
genes in male medaka (Oryzias latipes). —Aquatic Toxicology 72: 239 — 249.

Yang, F.X., Xu, Y. & Hui, Y. 2006: Reproductive effects of prenatal exposure to
nonylphenol on zebrafish. -Comparative Biochemistry and Physiology Part C 142:
77 -84,

Ying, G.-G., Williams, B. & Kookana, R. 2002: Environmental faith of alkylphenols and
alkylphenol ethoxylates — a review. —Environment International 28: 215 — 226.

Zhang, H., Kong, F.X., Wang, S.H., Yu, Y. & Zhang, M. 2008: Vitellogenin induction by a
mixture of steroidal estrogens in freshwater fishes and relevant risk assessment. —
Environmental Toxicology 24: 484 — 491.



60

Zhang, H., Kong F.X., Yu, Y., Shi, X.L., Zhang, M. & Tian, H.E. 2010: Assessing the
combination effects of environmental estrogens in fish. —Ecotoxicology 19: 1476 —
1486.

Zhang, Z.L., Hibberd, A. & Zhou, J.L. 2006: Optimisation of derivatisation for the analysis
of estrogenic compounds in water by solid-phase extraction gas chromatography-
mass spectrometry. —Analytica Chimica Acta 577: 52 — 61.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00032670

