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Beta-sitosteroli on puissa luontaisesti esiintyvä estrogeeninen yhdiste, jota päätyy 

vesistöihin sellu- ja paperiteollisuuden jätevesien mukana. Sen vaikutuksia on 

aiemmin tutkittu pääasiassa aikuisilla kaloilla, joten haluttiin selvittää mahdollisia 

vaikutuksia vastakuoriutuneisiin kalanpoikasiin. Koelajina tutkimuksessa oli 

Suomessa luontaisesti esiintyvä järvitaimen (Salmo trutta lacustris), joka voisi kärsiä 

beta-sitosterolista. Tutkimuksessa selvitettiin, onko beta-sitosterolilla vaikutusta 

geenien sytokromi P4501A (cyp1a), estrogeenireseptori alfa (erα) ja vitellogeniini 

(vtg) ilmentymiseen poikasissa. Lisäksi vaikutuksia poikasten pituuksiin ja 

ruskuaispussin pinta-aloihin tutkittiin. Erα ja vtg ilmentävät aineen estrogeenista 

vaikutusta ja cyp1a dioksiinityyppistä toksisuutta. Tutkimuksessa suoritettiin kaksi 

altistuskoetta pituuksiltaan 24 h ja 14 vrk. Beta-sitosterolin pitoisuudet olivat 1, 10, 

100 ja 1000 μg/l, sekä positiivisena kontrollina toimi reteeni (100 μg/l). Reteenin 

liuotinkontrollina oli DMSO (10 μg/l) ja beta-sitosterolin liuotinkontrollina etanoli 

(20 ja 200 μg/l). Kummassakin kokeessa oli kolme toistoa kustakin pitoisuudesta, 

sekä 12 poikasta jokaisessa 24 vuoassa. 24 h näytteet tutkittiin reaaliaikaisen 

polymeraasiketjureaktion (qPCR) avulla, joka kertoo geenin lähetti-RNA:n määrän 

ja siten geenin ilmenemisen. Beta-sitosterolilla ei havaittu vaikutusta tutkittuihin 

geeneihin, eikä pituuksiin ja ruskuaispussien pinta-aloihin. Johtopäätöksenä 

voidaan todeta, ettei beta-sitosteroli aiheuta dioksiinin kaltaista toksisuutta 

järvitaimenen poikasissa, eikä sillä näyttäisi myöskään olevan estrogeenivaikutusta 

vastakuoriutuneisiin järvitaimeniin. 
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Beta-sitosterol is an estrogenic compound which naturally occurs in trees. Pulp and 

paper mill effluents are major sources of beta-sitosterol from wood to water 

systems. Effects of beta-sitosterol have mainly been studied by using adult fish, so 

in this study objects of interests are possible effects on newly hatched fish larvae. 

The test species in the study was brown trout (Salmo trutta lacustris) that is a native 

species in Finland and may suffer from beta-sitosterol. In this survey we tested 

could beta-sitosterol affect the number of transcripts of cytochrome P4501A (cyp1a), 

estrogen receptor alpha (erα) and vitellogenin (vtg) in larvae. It was also investigated 

whether beta-sitosterol affect the lengths and yolk sac areas of larvae. Erα and vtg 

express an estrogenic effect of compound and cyp1a dioxin-like toxicity. In this 

study we had two experiments: 24 hours long and 14 days long. The concentrations 

of beta-sitosterol were 1, 10, 100 and 1000 μg/L and the positive control was retene 

(100 μg/L). Solvent control of retene was DMSO (10 μg/L) and solvent control of 

beta-sitosterol was ethanol in concentrations 20 and 200 μg/L. There were three 

replicates of each solution and in one test experiment there were 24 glass bowls and 

in each of these were 12 larvae. 24 hours samples were analyzed by using 

quantitative polymerase chain reaction (qPCR). Amounts of messenger RNA 

(mRNA) of different genes tell us the activity of the expression of these genes in the 

cells. Beta-sitosterol did not have any effects on the genes studied nor on the lengths 

and yolk sac areas. In conclusion it can be said that beta-sitosterol has no dioxin-like 

or estrogenic effects on newly hatched brown trout larvae.   
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SANASTO JA LYHENTEET 

 

LYHENTEET 

cyp1a  sytokromi P4501A -geeni 

Cyp1a  sytokromi P4501A- proteiini 

DMSO  dimetyylisulfoksidi 

erα  estrogeenireseptori alfa -geeni 

EROD  etoksiresorufiini-O-de-etylaasientsyymi 

qPCR   Reaaliaikainen kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio 

vtg  vitellogeniini-geeni 



1 JOHDANTO 

Sellu- ja paperiteollisuus on listattu maailman kuudenneksi suurimmaksi 

saastuttajaksi (Uğurlu ym. 2008). Sen jätevedet sisältävät puissa luonnollisesti 

esiintyviä aineita, mikrobien muodostamia aineita, sekä sellu- ja 

valkaisuprosesseissa käytettyjä aineita. Kehittyneen jätevesien käsittelyn ansiosta 

puun uuteaineiden pitoisuudet jätevesissä ovat vähentyneet huomattavasti tai 

saatu lähes kokonaan poistettua (> 90 %) (Lahdelma & Oikari 2005). Silti 

fytosteroleita ja hartsihappoja jää yhä suuria määriä jäteveteen (Orrego ym. 2010). 

Fytosterolit ovat lipofiilisia eli rasvaliukoisia aineita ja niiden molekulaarinen 

rakenne on samanlainen kuin selkärankaisten steroideilla, ja niillä on mahdollisesti 

estrogeenisia vaikutuksia eliöihin (Lehtinen ym. 1999, Mahmood-Khan 2003). 

Beta-sitosteroli on yksi yleisimmistä fytosteroleista eli kasvisteroleista sellu- ja 

paperitehtaiden jätevesissä (Mahmood-Khan & Hall 2008, Tse ym. 2014). Sitä 

esiintyy luontaisesti kasveissa, kuten havu- ja lehtipuissa, ja se päätyy vesistöihin 

pääasiassa sellu- ja paperitehtaiden jätevesien mukana (Orrego ym. 2010, 

Mahmood-Khan & Hall 2003). Beta-sitosterolia on havaittu olevan käsitellyissä 

sellu- ja paperitehtaiden jätevesissä noin 55 µg/l, mikä on noin 83 % pienempi 

pitoisuus kuin esikäsitellyissä jätevesissä (Mahmood-Khan & Hall 2008). Beta-

sitosteroli muistuttaa molekulaariselta rakenteeltaan hyvin paljon 

kolesterolimolekyyliä (Sharpe ym. 2006), minkä takia se lasketaan endokriinisia 

häiriötekijöitä eli hormonaalisia muutoksia aiheuttavaksi aineeksi (Rocha ym. 

2016). Aiemmissa tutkimuksissa beta-sitosterolin on havaittu olevan toksista 

kaloille (Tremblay & Van Der Kraak 1999, Whyte ym. 2000) ja kaloilla on 

altistuksessa ilmennyt estrogeenista vastetta (Nakari & Erkomaa (2003), Orrego ym. 

2010). Biohajoavuustestin perusteella beta-sitosteroli säilyy hyvin vesimassassa 

(MacLatchy ym. 1997), jolloin sillä on potentiaalia kulkeutua veden kautta eliöihin. 

Tämän tutkimuksen tarkoituksena on selvittää, aiheuttaako beta-sitosteroli 

järvitaimenen (Salmo trutta lacustris) poikasille dioksiinin kaltaisia toksisia 
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vaikutuksia tai onko aine estrogeeninen. Toksisuutta mitattiin cyp1a- geenin 

vasteena ja estrogeenisuutta vtg- ja erα- geenien vasteina. Geenien ilmentymistä 

poikasissa selvitettiin kvantitatiivisella reaaliaikaisella polymeraasiketjureaktiolla 

(qPCR). Samalla haluttiin selvittää beta-sitosterolin mahdollisia vaikutuksia 

poikasten kasvuun mittaamalla pituudet ja ruskuaispussien pinta-alat kustakin 

käsittelystä. Aiempiin tutkimuksiin pohjautuen oletuksena on, että beta-

sitosterolilla mahdollisesti on sekä estrogeenista että toksista vaikutusta 

järvitaimenen ruskuaispussipoikasiin. Beta-sitosterolin oletetaan myös heikentävän 

kalanpoikasten kasvua. 

2 TUTKIMUKSEN TAUSTA 

2.1 Sellu- ja paperiteollisuuden jätevedet 

Sellu- ja paperiteollisuus on listattu maailman kuudenneksi saastuttavimmaksi 

teollisuuden muodoksi (Uğurlu ym. 2007) ja yhdeksi suurimmista 

vedenkuluttajista (Thompson ym. 2001). Sitä on pidetty merkittävänä 

luonnonvarojen ja energian kuluttajana, sekä päästölähteenä kauan aikaa 

(Thompson ym. 2001). Tämän teollisuuden muodon mahdolliset saastuttajat 

voidaan jakaa neljään kategoriaan, joista yksi on jätevedet (Ali & Sreekrishnan 

2001). Jätevedet sisältävät puiden luonnollisia aineita, mikrobien muodostamia 

aineita, sekä sellu- ja valkaisuprosesseissa käytettyjä aineita (Lahdelma & Oikari 

2005), kuten tanniineja, hartsihappoja, ligniiniä ja ksenobioottisia aineita. 

Ksenobioottiset aineet ovat eliöille vierasaineita ja ne muodostuvat sellu- ja 

paperivalmistusprosessien aikana. Näitä aineita ovat klooratut ligniinit, 

hartsihapot, fenolit, dioksiinit ja furaanit (Ali & Sreekrishnan 2001). Osa jätevesien 

aineista, kuten dioksiinit ja furaanit, eivät hajoa luonnossa (Ali & Sreekrishnan 

2001), ja ne on listattu sekä ihmisille että ympäristölle erittäin vaarallisiksi aineiksi 

(Van den Berg ym. 2006, Bansal 2019).  
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Sellu- ja paperitehtaiden jätevesien käsittely on kuitenkin kehittynyt ja päästöjen 

määrä on vähentynyt 2000-luvulle tultaessa 80–90 % (Thompson 2001, Lahdelma & 

Oikari 2005). Ympäristövaatimusten vuoksi kloorivalkaisusta luovuttiin, ja tilalle 

tuli kloorittomia valkaisuprosesseja (Thompson ym. 2001). Monet paperi- ja 

sellutehtaat hyödyntävät aktiivilieteprosessia jätevesien puhdistamiseen (Buzzini & 

Pires 2002). Erilaisten koagulaatioprosessien, kuten elektronisen koagulaation, 

avulla nykyään on mahdollista poistaa jopa 80 % suspendoitunutta orgaanista 

ainetta ja vähentää kemiallista hapenkulutusta. Rautasulfaatin ja 

kalsiumkarbonaatin kanssa tehokkuus yltää jopa 90–97 % (Al-Shannang ym. 2012). 

Huolimatta kehittyneestä jätevesien käsittelystä päätyy ympäristöön edelleen sellu- 

ja paperiteollisuuden mukana paljon hartsihappoja ja fytosteroleita (Orrego ym. 

2010). Aineita myös sitoutuu suuria määriä pohjasedimentteihin (Lahdelma & 

Oikari 2005, MacDonald ym. 2020) ja ne voivat sieltä vapautua takaisin 

ekosysteemiin ja kulkeutua eliöihin (Leppänen & Oikari 1999). 

2.2 Reteeni 

Reteeni (7‐isopropyyli‐1‐metyylifenantreeni) on polysyklinen aromaattinen 

hiilivety. Sitä muodostuu sellu- ja paperitehtaiden jätevesissä olevasta 

hartsihaposta mikrobien metabolian avulla anaerobisissa olosuhteissa (Tavendale 

ym. 1997, Rämänen ym. 2010), mikä on sen pääasiallinen lähde vesistöissä 

(Häkkinen ym. 2003). Vesistöjen ulkopuolella reteeniä muodostuu metsäpalojen 

yhteydessä (Gabos ym. 2001). Reteenin pitoisuudet sedimenteissä vaihtelevat 

tyypillisesti välillä 0,010–0,10 μg/g kuivapainoa kohden (Billiard ym. 1999), mutta 

lähellä sellu- ja paperitehtaita reteenin pitoisuus sedimentissä voi olla jopa 3300 

μg/g kuivapainoa kohden (Leppänen & Oikari 2001). Reteeni desorptoituu 

hitaammin pohjasedimenteistä veteen kuin puun uuteaineet (Meriläinen & Oikari 

2008), mutta sen biosaatavuudesta on tehty havaintoja mm. särjellä (Rutilus rutilus), 

joka syö pääasiassa pohjaeläimiä (Leppänen & Oikari 1999).  
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Kuva 1. Reteenin molekyylirakenne (PubChem 2020). 

Reteeni on teratogeeni eli sikiövaurioita ja epämuodostumia aiheuttava aine 

(Billiard ym. 1999). Reteeni lisää kalanpoikasten kuolleisuutta, ruskuaispussin 

ödeemaa, kallon ja pään epämuodostumia, sekä vaikuttaa negatiivisesti poikasten 

pituuskasvuun. Näitä oireita aiheuttaa ruskuaispussitauti (Blue sac disease) 

(Billiard ym. 1999, Bauder ym. 2009, Alharbi 2016). Kyseinen tauti todennäköisesti 

myös aiheuttaa poikasten kuoleman altistuksessa, sillä tautia on havaittu 

huomattavalla osalla kuolleista poikasista (Marty ym. 1997, Billiard ym. 1999). 

Oireiden on havaittu olevan yhteydessä myös lisääntyneeseen sytokromi P4501A -

geenin (cyp1a) ilmentymiseen altistuneissa kaloissa, mikä liittyy aineiden 

hajotustoimintaan (Colavecchia ym. 2006, Mu ym. 2014, Alharbi ym. 2016). Cyp1a- 

aktiivisuudesta kertoo myös lisääntynyt etoksiresorufiini-O-de-etylaasientsyymi 

(EROD) aktiivisuus, mitä on havaittu ankeriaalla (Anguilla anguilla) 

reteenialtistuksissa 0,9 ja 2,7 µgM (Maria ym. 2005) ja kirjolohen poikasilla 

(Oncorhynchus mykiss)(Basu ym. 2001). Lisääntynyttä cyp1a-induktiota on havaittu 

myös Rahkonen (2018) tutkimuksessa reteenin pitoisuuksissa 10 ja 32 µg/l ja 

altistuspitoisuuden kasvaessa myös cyp1a-geenin induktio lisääntyi. 

2.3 Beta-sitosteroli 

Beta-sitosteroli on fytosteroleihin eli kasvisteroleihin kuuluva aine, joka on 

lipofiilinen ja veteen niukkaliukoinen kaikilla pH-alueilla (Yadav & Chandra 2018). 

Beta-sitosteroli on stigmasterolin ja kampesterolin ohella yksi yleisimmistä 
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fytosteroleista ja sitä on havaittu myös paljon sedimenteissä (Mellanen ym. 1996, 

Tse ym. 2014). Sellutehtaiden jätevesissä se on yleisin fytosteroleista (Cook ym. 

1997). Beta-sitosterolia päätyy myös eliöihin, kuten kaloihin (Karels ym. 2001). Beta-

sitosterolin pitoisuus sedimenteissä vaihtelee riippuen etäisyydestä sellu- ja 

paperitehtaaseen. Korkein havaittu pitoisuus sedimentissä on ollut 900 µg/g 

kuivapainoa kohden kilometrin päässä tehtaasta (Meriläinen & Oikari 2008). Beta-

sitosterolin pitoisuuden vedessä on havaittu olevan hyvin vakaa 28 päivää 

kestäneen biohajoavuustesti ISO 7827 kokeen perusteella. Beta-sitosterolin 

normalisoitu pitoisuus kokeen lopussa oli 50 % sen alkuperäisestä pitoisuudesta, 

mikä osoittaa aineen säilyvän hyvin vesimassassa (MacLatchy ym. 1997). Beta-

sitosterolin kemiallinen rakenne on hyvin samankaltainen kuin 

kolesterolimolekyylin (Kuva 2). 

 

 

Kuva 2. a) Beta-sitosterolin ja b) kolesterolin rakennekaavat (PubChem 2020, 
muokattu MolView v2.4). 

2.4 Sytokromi P4501A (cyp1a) 

Sytokromi P450- riippuvaiset mono-oksigenaasientsyymit (CYPs) käsittävät joukon 

lukuisia hemiä eli rautaa sisältäviä proteiineja. Nämä proteiinit osallistuvat monien 

aineiden, kuten lääkkeiden ja ympäristökemikaalien kuin myös endogeenisten 

aineiden, vaikkapa steroidien oksidatiiviseen metaboliaan eli hajotustoimintaan 

(Guenrich 2008). Ne ovat tärkeässä roolissa mm. dioksiinien, furaanien ja 

a) b) 
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polyaromaattisten hiilivetyjen (PAH) biotransformaatioreaktioissa (Sarasquete & 

Segner 2000). Cyp-geenit jaetaan niiden aminohappojärjestyksen mukaan erilaisiin 

perheisiin, missä 40 % identtiset aminohapposekvenssin omaavat geenit 

muodostavat yhden perheen ja yli 55 % samanlaiset muodostavat tämän alle 

alaperheen (Sarasquete & Segner 2000). Sytokromi P4501A -geeni kuuluu siis 

perheeseen 1 ja alaperheeseen A. Se on yksi tärkeimmistä cyp1-perheen jäsenistä, 

sillä se on tärkeässä roolissa ensimmäisessä vaiheessa vierasaineiden 

hajotusprosessissa (Kim ym. 2013). Ensimmäisessä vaiheessa Cyp1a-isoentsyymit 

muokkaavat hapetusreaktion avulla lipofiiliset eli rasvaliukoiset vierasaineet 

vesiliukoisempaan muotoon (Sarasquete & Segner 2000).  

Cyp1a-geenin transkriptio välittyy sytosolisen reseptorin, aryylihiilivetyreseptorin 

(AhR) kautta. AhR on tunnetuin dioksiinin toksisuuden välittäjänä (Veldhoen ym. 

2008), mutta kyseinen reseptori välittää myös normaalin immuunivasteen reaktioita 

(Esser ym. 2009). Kaloilla tyypillisesti cyp1a-geenejä on vain yksi, mutta joillakin 

polyploidisilla lajeilla, kuten lohilla, niitä on kaksi (Scornaienchi ym. 2010). Kaloilla 

Cyp1a-aktiivisuus ilmenee pääasiassa maksassa, mutta sitä esiintyy myös maksan 

ulkoisissa elimissä, kuten gonadeissa, kiduksissa ja aivoissa (Sarasquete & Segner 

2000). Cyp1a-geenien ilmentyminen on tärkeässä osassa tutkittaessa ympäristön 

saastumista. Cyp1a:n aktiivisuutta tutkitaan eri menetelmillä, joita ovat mm. 

etoksiresorufiini-O-de-etylaasientsyymi (EROD), mono-oksigeaasientsyymi (MFO) 

ja metoksiresorufiini-O-etylaasientsyymi (MROD) (Koske ym. 2020). Cyp1a- 

aktiivisuuden tutkimista on käytetty yleisesti ympäristön saastumisen 

indikaattorina. Sen aktiivisuuden nousua on viimeisimmissä tutkimuksissa 

havaittu hietakampelalla (Limanda limanda), punakampelalla (Pleuronectes platessa) 

ja kampelalla (Platichthys flesus) niiden altistuessa trinitrotolueenille (TNT), jota 

käytetään räjähdysaineena (Koske ym. 2020). 

Beta-sitosterolilla on havaittu negatiivista vaikutusta kaloihin (Tremblay & Van Der 

Kraak 1999, Whyte ym. 2000). Toksisuutta on havaittu altistuskokeessa Tremblay & 

Van Der Kraak (1999) kirjolohilla (Oncorhynchus mykiss) beta-sitosterolin 
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pitoisuudessa 150 µg/l, sekä Lehtinen ym. (1999) tutkimuksessa järvitaimenilla 

(Salmo trutta lacustris). Lehtinen ym. (1999) tutkimuksen pohjalta beta-sitosteroli 

vaikuttaa voimakkaammin naaraisiin kuin koiraisiin. Orrego ym. (2010) 

tutkimuksen perusteella beta-sitosteroli injektoituna kalaan (5 mg/kg märkäpainoa 

kohden) lisäsi merkittävästi EROD-aktiivisuutta nuorilla kirjolohilla, mikä kertoo 

suoraan aineen vaikutuksesta, kun altistus ei tapahdu veden kautta. 

Mohammadrezaei ym. (2018) havaitsivat särkikalan (Caspian cutum, Rutilus cutum) 

alkioilla EROD-aktiivisuuden lisääntyneen merkittävästi 7 päivää kestäneen 

altistuksen aikana beta-sitosterolin pitoisuudessa 500 ng/l. 

2.5 Kolesteroli ja steroidit 

Beta-sitosterolin on havaittu vaikuttavan negatiivisesti plasman kolesterolin 

määrään. Gilman ym. (2003) tutkimuksessa aikuisia puronieriöitä (Salvelinus 

alpinus) altistettiin beta-sitosterolin pitoisuudelle 100 μg/g implanttien kautta, 

jolloin koirailla havaittiin alentunutta plasman kokonaiskolesterolipitoisuutta ja 

samoin laskenutta LDL-kolesterolin pitoisuutta. MacLatchy ym. (1997) huomasivat 

taas suuren beta-sitosterolialtistuksen (1200 µg/l) vähentävän gonadien 

kolesterolipitoisuutta merkittävästi. Lehtinen ym. (1999) tutkimuksessa havaittiin 

kohonnutta sapen kolesteroli- ja fytosterolipitoisuutta järvitaimenilla beta-

sitosterolialtistuksessa). Koirailla sapen fytosteroli- ja kolesterolipitoisuus oli 

hieman suurempi kuin naarailla ja fytosteroleiden havaittiin kertyvän etenkin 

rasvaisiin kudoksiin, kuten mätimuniin. 

Kolesteroli taas vaikuttaa plasman steroidipitoisuuksiin. Beta-sitosterolille 

altistuneilla kaloilla plasman steroidipitoisuuksien on havaittu heikentyneen 

(Tremblay & Van Der Kraak 1999). Steroidipitoisuuksiin vaikuttavat kolesterolin 

kuljetus gonadeihin ja steroidogeneesi. Beta-sitosteroli vaikuttaa mahdollisesti 

kolesterolin kautta pregnenolonin määrään, sillä kolesterolista valmistetaan 

pregnenolonia kolesterolin sivuketjuja pilkkovan entsyymin P450scc avulla (Leusch 



8 

 

& MacLatchy 2003). Pregnenoloni on steroideihin kuuluva aine ja se on monien 

muiden steroidien esiaste (Hsu ym. 2006) (Kuva 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kuva 3. Kolesterolista muodostuu P450scc-entsyymin avulla pregnenolonia, joka 
on steroidihormonien esiaste. Testosteronista muodostuu estrogeenia aromataasi-
entsyymin avulla. Estrogeeni sitoutuu maksassa estrogeenireseptoriin, jolloin 
vitellogeniini-geeni alkaa tuottamaan vitellogeniini-proteiinia, mikä on ruskuaisen 
esiaste. 

MacLatchy ym. (1997) havaitsivat, että beta-sitosteroli vaikuttaa kolesterolin 

sivuketjuja pilkkovan entsyymin P450scc toimintaan, mikä heikentää 

pregnenoloninin synteesiä. Sharpe ym. (2006) taas havaitsivat, että beta-

sitosterolille implantin kautta altistettuna pitoisuudessa 200 µg/g vähensi akuutin 

steroidogeenisen säätelyproteiinin (StAR) määrää kultakalalla (Carassius auratus). 

StAR-proteiini kuljettaa kolesterolimolekyylejä sisemmälle mitokondrion kalvolle 

ja P450scc-entsyymiin, joka muuntaa kolesterolin pregnenoloniksi (Sharpe ym. 

2006). Näin ollen sekä kolesterolin saatavuus P450scc-entsyymille että itse 

kolesterolia pilkkovan entsyymin toiminta voivat muuttua beta-

sitosterolialtistuksessa ja vaikuttaa sitä kautta steroidihormonien määrään. 

Pregnenolonin määrän vähenemistä plasmassa beta-sitosterolialtistuksessa on 

havaittu Tremblay & Van Der Kraak (1999) tutkimuksessa, jossa pitoisuus 150 µg/l 
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beta-sitosterolia merkittävästi vähensi plasman pregnenolonipitoisuutta. Samassa 

tutkimuksessa havaittiin myös koiraiden plasman testosteronipitoisuuden laskua. 

Testosteronipitoisuudet olivat keskimäärin 30 % pienemmät kuin kontrolliryhmän 

yksilöillä, vaikkakaan tilastollista merkitsevyyttä ei ollut. Myös aiemmassa 

MacLatchy ym. (1997) tutkimuksessa beta-sitosterolin havaittiin vaikuttavan 

aikuisten seeprakalojen (Danio rerio) plasman sukupuolihormonien tasoihin 

pitoisuuksissa 75, 300, 600, ja 1200 µg/l. Plasman lisääntymishormonien tasot 

laskivat sekä naarailla että koirailla ja korrelaatiota altistuspitoisuuden ja 

sukupuolihormonien määrissä havaittiin. 

Beta-sitosterolialtistuksen on havaittu vähentävän testosteronin tuotantoa 

koiraspuolisilla kaloilla (MacLatchy & Van Der Kraak 1998, Sharpe ym. 2006). 

Sharpe ym. (2006) tutkimuksessa beta-sitosterolialtistus vähensi kultakalalla 

testosteronin määrää koiraiden plasmassa, kun taas Christianson-Heiska ym. (2008) 

tutkimuksessa ultrasitosteroli (80% beta-sitosterolia) nosti testosteronin määrää 

seeprakalalla ja Van den Hauvel ym. (2006) havaitsivat beta-sitosterolilla olevan 

androgeenista aktiivisuutta mikä lisäsi testosteronin määrää altistuneilla 

kirjolohilla. 

Beta-sitosterolilla on havaittu olevan vaikutusta lisääntymiseen. Örn ym. (2006) 

tutkimuksessa nuorilla seeprakaloilla spermatogeneesi eli sperman tuotanto kiihtyi 

ja sama havaittiin myös Christianson-Heiska ym. (2008), sekä Van del Hauvel ym. 

(2006) tutkimuksissa kirjolohella. Spermatogeneesin kiihtyminen mahdollisesti 

johtuu siitä, että hapettuneet fytosterolit vaikuttavat joko aromataasientsyymiin, 

joka muuttaa testosteronin estrogeeniksi tai muuhun vaikuttavaan entsyymiin 

(Christianson-Heiska ym. 2008). In vitro- tutkimuksessa beta-sitosterolilla oli suuri 

androgeeninen potentiaali ja testosteronia havaittiin noin viisi kertaa enemmän 

kuin stigmasterolissa. Estrogeenista potentiaalia ei beta-sitosterolilla kuitenkaan 

havaittu. Naarailla taas havaittiin lisääntynyttä follikulaarista atresiaa eli 

follikkelien hajoamista (Christianson-Heiska ym. 2008), mitä on pidetty merkkinä 

fytosteroleille altistumisesta (Weber ym. 2002). 
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2.6 Vitellogeniini (vtg) ja estrogeenireseptori alfa (erα) 

Vitellogeniini on tärkeä lisääntymiseen liittyvä proteiini. Ovipaarisilla eli 

munimalla lisääntyvillä selkärankaisilla eläimillä vitellogeniini on 

lipoglykofosfoproteiinia, joka on pääasiallinen ruskuaisen esiaste. Vitellogeniinin 

tuotannon laukaisee munasarjoista erittyvä hormoni estrogeeni, joka aktivoi 

maksassa vitellogeniini-geenin transkriptiota estrogeenireseptorin välityksellä 

(Rajeswari & Unniappan 2020), jolloin maksa erittää vitellogeniini-proteiinia. 

Vitellogeniini kulkeutuu verenkierron mukana munasoluihin.  

Munasoluissa vitellogeniini pilkkoutuu ja se alkaa tuottamaan useita erilaisia 

ruskuaisen proteiineja (Patiño & Sullivan 2002, Hara ym. 2016). Vitellogeniinin 

ekspressio on yleisesti hyvin matalaa nuorilla yksilöillä ja koiralla (Schulz ym. 

2014), mutta estrogeeniset endokriinisiä häiriöitä aiheuttavat kemikaalit eli 

ympäristöestrogeenit voivat indusoida vitellogeniinin tuotantoa, joten sen 

erittyminen nuorilla ja koirailla kertoo pääasiassa estrogeenisesta vaikutuksesta 

(Latonnelle ym. 2002). Näitä kemikaaleja ovat vaikkapa polykloorattujen 

bifenyylien (PCB) hajoamistuotteet ja torjunta-aineet (Hiramatsu ym. 2006, 

Ishibashi ym. 2020). Vitellogeniinia käytetään siis laajasti tutkittaessa aineiden 

mahdollisia estrogeenisia vaikutuksia kaloissa. 

Beta-sitosterolin on havaittu vaikuttavan vitellogeniini-geenin (vtg) ilmentymiseen 

kaloilla. Beta-sitosteroli voi sitoutua estrogeenireseptoreihin ja siten aiheuttaa 

vitellogeniinin induktiota (Tremblay & Van der Kraak 1998). Vitellogeniinitasojen 

nousua on havaittu Mellanen ym. (1996) tutkimuksessa kirjolohilla. Christianson-

Heiska ym. (2008) seeprakaloilla tehdyssä tutkimuksessa ultrasitosterolin (80 % 

beta-sitosterolia) havaittiin nostavan merkittävästi vitellogeniinin induktiota 

koirailla jo pitoisuudessa 10 µg/l. Samanlainen vaikutus seeprakaloihin havaittiin 

tutkimuksessa Nakari & Erkomaa (2003), missä ultrasitosteroli (80 % beta-

sitosterolia) pitoisuuksissa 10 ja 20 µg/l nosti merkittävästi vitellogeniinin 

tuotantoa koirasseeprakaloilla. Käsittely aiheutti myös naarailla vitellogeniinitason 

nousua, vaikkakaan tulos ei ollut tilastollisesti merkitsevä. Vitellogeniinitason 
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nousua beta-sitosterolialtistuksessa kirjolohella on havaittu myös aiemmassa 

Tremblay & Van der Kraak (1999) tutkimuksessa, missä beta-sitosterolin 

pitoisuudet 75 ja 150 µg/l nostivat merkittävästi vitellogeniinin määrää ja 

samanlaisia tuloksia havaittiin Orrego ym. (2010) tutkimuksessa, missä beta-

sitosteroli ei päätynyt veden kautta vaan se injektoitiin kaloihin. Vaikka monissa 

tutkimuksissa beta-sitosterolin on havaittu kaloilla nostavan vitellogeniinin 

induktiota, eivät kaikki tutkimukset puolla tätä oletusta. Flinders ym. (2014) 

tutkimuksessa beta-sitosterolin pitoisuuksilla 20, 65, 218 ja 689 µg/l ei havaittu 

olevan vaikutusta aikuisten paksupäämutujen (Pimephales promelas) 

vitellogeniinitasoihin, jotka vaihtelivat sekä koirailla että naarailla käsittelystä 

riippumatta. 

Estrogeenireseptori alfa (erα) indusoi vitellogeniinin tuotantoa naaraskaloilla. 

Estrogeenireseptorin toiminta alkaa, kun ympäristöstä tulevat signaalit indusoivat 

aivojen hypotalamusta tuottamaan gonadotropiinia vapauttavaa hormonia, jonka 

vaikutuksesta taas follikkelien solut alkavat tuottamaan 17β-estradiolia. 

Verenkierron mukana estradioli siirtyy maksaan, missä se sitoutuu 

estrogeenireseptoreihin, jotka säätävät muiden geenien, kuten vitellogeniinin, 

toimintaa (Bemanian ym. 2004).  Estrogeenireseptorien toiminta aiheuttaa 

estrogeenisia vaikutuksia eliöissä. Erα on estrogeenireseptori betan (Erβ) ohella 

toinen estrogeenireseptorin alatyyppi, jotka välittävät estrogeenisten kemikaalien 

vaikutuksia kaloissa (Kitano ym. 2006). Nämä estrogeenireseptorityypit sitovat 

ligandeja erilaisella affiniteetilla ja niiden toiminta vaihtelee kudostyypin mukaan. 

Erα:a käytetään laajasti tutkittaessa ympäristössä olevien kemikaalien estrogeenista 

vaikutusta (Leaños-Castañeda & Van Der Kraak 2007). 

2.7 Kasvuhormoni ja käyttäytyminen 

Clothfelter ym. (2006) tutkimuksessa fytosterolien vaikutusta kalojen 

käyttäytymiseen on tutkittu koiraspuolisilla taistelukaloilla (Betta splendens). 

Kokeessa beta-sitosterolin käytetyt pitoisuudet olivat 10, 100 ja 1000 µg/l 
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altistusajan ollessa 28 päivää. Tutkimuksessa havaittiin, että beta-sitosterolille 

altistuneet koiraat rakensivat merkittävästi todennäköisemmin pesiä saman lajin 

naaraiden läsnä ollessa kuin verrokkiryhmän koiraat, mutta pesien koot eivät 

eronneet verrokkiryhmän koiraiden pesistä. Koiraiden käyttäytymisen muutos on 

yhteneväinen muuttuneen steroidogeneesin kanssa, jolloin koiraiden 

testosteronitasot laskevat, mikä vaikuttaa lopulta käyttäytymiseen (Sisneros ym. 

2004) 

Hanson ym. (2017) selvittivät beta-sitosterolin vaikutusta 

kasvuhormonijärjestelmän toimintaan. Kasvuhormonireseptori (GHR) moduloi eli 

yhdistää erilaisia solujen välisiä signaaleja, jotka vaikuttavat mm. kasvuun ja 

immuunitoimintaan. Kirjolohen eri kudoksia altistettiin beta-sitosterolin 

pitoisuudelle 75 µg/l ja tuloksia analysoitiin qPCR:n avulla. Beta-sitosterolilla ei 

havaittu olevan vaikututusta kasvuhormonin määrään eikä 

kasvuhormonireseptoreihin GHR2, mutta se vähensi GHR1-reseptorien määrää. Se 

myös heikensi reseptorien sitoutumispotentiaalia 77 % kontrolliryhmään 

verrattuna maksan mikrosomeissa. Beta-sitosteroli voi siis vaikuttaa joihinkin 

kasvuhormonireseptoreihin ja muuttaa niiden toimintaa ja siten vaikuttaa kalojen 

aineenvaihduntaan. 

2.7 Järvitaimen (Salmo trutta lacustris) 

Järvitaimen (Salmo trutta lacustris) on Suomessa luontaisesti esiintyvä taimenen 

alalaji. Koska sitä esiintyy vesistöissä, joihin sellu- ja paperitehtaat laskevat 

jätevetensä, se potentiaalisesti kärsii myös niistä päästöistä. Koska järvitaimen on 

lohikala, se on tarkka elinolosuhteistaan ja vaatii puhtaan ja hapekkaan veden. 

Järvitaimen on myös herkempi erilaisille ympäristötekijöille kuin kirjolohi 

(Oncorhynchus mykiss), joten mahdolliset vasteet ovat suurempia (Krasnov ym. 

2007). Lisäksi lohikalojen sydän- ja verenkiertojärjestelmän on havaittu olevan 

herkin dioksiinin aiheuttamalle toksisuusoireille ja ruskuaispussitaudille (Billiard 

ym. 1999). Järvitaimenen hepatosyyttisoluviljelmät soveltuvat hyvin myös 
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estrogeenisten yhdisteiden seulontaan (Christianson-Heiska & Isomaa 2008), joten 

laji on hyvä monenlaisiin tutkimuksiin.  

3 AINEISTO JA MENETELMÄT 

Altistuskokeen aloitettiin pitämällä ensin viikon (7 vrk) mittainen altistuskoe, jonka 

tarkoitus oli selvittää järvitaimenen (Salmo trutta lacustris) ruskuaispussipoikasille 

sopivat beta-sitosterolin altistuspitoisuudet. Tarkoitus oli siis kirjallisuuslähteisiin 

pohjautuen määrittää sopivat pitoisuudet, jotta ennen varsinaista koetta 

huomattaisiin aineen letaalit vaikutukset ja voitaisiin siten pienentää pitoisuuksia 

tarvittaessa. Altistuskokeet suoritettiin toksisuuskoetilassa Jyväskylän yliopistossa 

Bio- ja ympäristötieteiden laitoksella, jonka laboratorioissa myös muut työt 

tapahtuivat. 

3.1 Esikoe 

Viikon mittaiseen esikokeeseen valittiin beta-sitosterolia pitoisuudet 1, 10, 100 ja 

1000 µg/l kirjallisuuslähteiden perusteella. Suurin altistuspitoisuus ei ole 

ympäristössä relevantti, mutta sitä on käytetty aiemmissa tutkimuksissa, kuten 

Clothfelter ym. (2006) ja Brown ym. (2014). Beta-sitosteroli liuotettiin etanoliin 

(ETAX Aa, etanoli p-%≥ 99,5), koska aiemmissa kokeissakin etanolia on käytetty 

liuottimena. Siksi tarvittiin liuotinkontrolliksi etanolia pitoisuudet 200 ja 20 µl/l. 

Esikoetta varten valmistettiin kantaliuos liuottamalla fytosterolimix (75 % beta-

sitosterolia + muita fytosteroleita) etanoliin. Kantaliuoksen pitoisuus oli 5 mg/ml, 

josta valmistettiin laimennokset 500 µg/ml ja 50 µg/ml. Beta-sitosterolin 

suurimmassa pitoisuudessa käytettiin 200 µl etanolia litrassa, koska beta-

sitosterolia ei saatu liukenemaan niin suurena kantaliuospitoisuutena, että olisi 

voitu pipetoida 20 µl. Laimennokset valmistettiin ottamalla ensin 1 ml kantaliuosta 
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ja lisäämällä siihen 9 ml etanolia, ja tästä liuoksesta taas otettiin 1 ml ja lisättiin 9 ml 

etanolia laimeinta varastoliuosta varten. 

3.1.1 Koeasetelman teko 

Koeasetelma tehtiin vuorokautta ennen varsinaisen esikokeen alkua. Koeasetelma 

koostui 10 lasisesta Pyrex-vuoasta (tilavuus 1 l) ja ilmastimista. Ilmastuslaite 

koostui varsinaisesta ilmastimesta ja muoviletkuista, joita pitkin ilma kulki 

laitteesta vuokiin. Ilmastuslaitteet olivat valmiina jo kylmähuoneessa, mutta 

muoviletkujen päissä olevat lasiset pasteur-pipetit vaihdettiin, ettei 

kontaminaatiota aiemmista altistuskokeista pääsisi tapahtumaan. 

Ilmastusjärjestelmän alle pöydälle asetettiin 10 vuokaa ja merkittiin vuoat 

maalarinteipillä siten, että kullekin pitoisuudelle tuli kaksi vuokaa eli toistoa. 

Kunkin näytteen toistot olivat rinnakkain pöydillä, jotta aineet saatiin pipetoitua 

niihin helposti. Altistusliuokset valmistettiin vuokiin vuorokautta ennen kokeen 

alkua, sillä beta-sitosterolilla on taipumusta adsorptoitua eli sitoutua pinnoille, ja 

haluttiin pitää aineen pitoisuus vesimassassa mahdollisimman stabiilina kokeen 

aikana. Kylmähuoneen lämpötilaksi kokeeseen asetettiin 11 °C.  

3.1.2 Esikokeen toteutus 

Kuhunkin vuokaan laitettiin litra vettä muovisella litran vetoisella mittalasilla. 

Käytetty vesi oli järvivettä, joka tuotiin Konnevesi-järvestä Konneveden 

tutkimusasemalta kylmähuoneeseen säilytykseen. Aineita pipetoitiin oheisen 

taulukon (Taulukko 1) mukaan siten, että saatiin halutut pitoisuudet beta-

sitosterolia 1, 10, 100 ja 1000 µg/l ja liuotinkontrollina toimivalle etanolille 20 ja 200 

µg/l pipetoitiin etanolia (n. 100 %) 20 ja 200 µl. 
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Taulukko 1. Beta-sitosterolin altistuspitoisuudet, käytetyt varastoliuokset ja 
pipetointimäärät vuokiin. 

 

Seuraavana päivänä varsinainen esikoe aloitettiin vaihtamalla vedet ja pipetoimalla 

uudet liuokset vuokiin. Kuhunkin astiaan siirrettiin 12 järvitaimenen poikasta, jotka 

oli tuotu Taimen Oy:n Hankasalmen kalanviljelylaitokselta. Poikasten kunto 

katsottiin silmämääräisesti siten, ettei niissä ollut epämuodostumia ja ne näyttivät 

terveiltä. Etenkin verenpurkaumat ruskuaispussissa olivat yleisiä ja niitä tuli 

välttää. Poikaset kerättiin petrimaljalta katkaistun pipetin avulla ja siirrettiin 

lasivuokiin. Tämän jälkeen kuuden päivän ajan joka aamu vedet vaihdettiin ja 

uudet liuokset pipetoitiin astioihin. Kontrollien lämpötilat mitattiin, jotta voitiin 

seurata vesien lämpötilan pysymistä n. 10 °C, mikä on sopiva järvitaimenen 

poikasille. Käytetyn järviveden happipitoisuus, johtokyky ja pH mitattiin kaksi 

kertaa kokeen aikana (HI9635 Hanna Instuments; PHM220 Lab pH meter, 

MeterLab). 

3.1.3 Esikokeen lopetus 

Esikoe lopetettiin tasan viikon (7 vrk) päästä sen aloituksesta. Kullekin näyteastialle 

merkattiin 7 RNA-vapaata 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkea. Kalanpoikaset 

lopetettiin puskuroidulla trikaiinimetaanisulfonaatilla (MS-222, nukutusaine 

pitoisuudessa 100 mg/l), jonka jälkeen poikaset kuvattiin valopöydällä 

Beta-sitosterolin 
altistuspitoisuus (µg/l) 

Liuos Pipetointimäärä (µl) 

1 50 µg/l 20 

10 500 µg/ml 20 

100 5 mg/ml 20 

1000 5 mg/ml 200 
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millimetripaperin kanssa, jotta kuvia voitiin myöhemmin tarkastella ImageJ-

ohjelmalla (versio 1.52t). Puolet poikasista laitettiin erikseen näyteputkiin ja loput 

kuusi pistettiin samaan putkeen. Näytteet jäädytettiin nestemäisellä typellä (AGA) 

ja säilöttiin pakastimeen -80 °C. 

3.2 Vuorokauden koe 

Esikokeen jälkeen aloitettiin vuorokauden akuutti altistuskoe ja 14 vuorokauden 

subkrooninen altistuskoe. Koeasetelmat järjestettiin esikokeen tapaan vuorokautta 

ennen poikasten laittoa, jotta aineiden pitoisuus vesimassassa pysyisi stabiilina. 

Vuorokauden koetta varten kylmähuoneen ylähyllyille sijoitettiin kolmeen eri 

kohtaan yhteensä 24 lasivuokaa (8 vuokaa per kohta). Alemmalle tasolle 14 päivän 

koetta varten sijoitettiin myös 24 vuokaa. Kunkin näytteen paikat arvottiin lapuilla, 

jotta näytteet tulisivat tasaisesti ympäri huonetta, eikä systemaattista virhettä 

koejärjestelyissä syntyisi. Näissä kokeissa beta-sitosterolin liuotinkontrolleina 

toimivat myös esikokeessa olleet etanolipitoisuudet 20 ja 200 µg/l, joiden lisäksi 

positiivisena kontrollina toimineelle reteenille (100 µg/l) liuotinkontrollina oli 

dimetyylisulfoksidi (DMSO) pitoisuudessa 10 µl/l. Näitä kumpaakin ainetta 

pipetoitiin 10 µl. Beta-sitosterolin altistuspitoisuudet (1, 10, 100 ja 1000 µg/l) 

pidettiin samana, koska letaalia vaikutusta korkeimmallakaan beta-

sitosterolipitoisuudella ei havaittu esikokeen aikana. 

Vuorokauden kokeessa oli tärkeää käsitellä näytteet 24 tunnin kuluttua siitä, kun 

koe oli aloitettu. Vuorokauden kokeen poikasista ei otettu valokuvia valopöydällä, 

sillä niin lyhyessä ajassa mitään silmin havaittavia vaikutuksia ei ehdi tulemaan. 

Poikaset säilöttiin samaan tapaan kuten esikokeessa, eli kullekin vuoalle merkattiin 

7 RNAasitonta mikrosentrifugiputkea, ja poikasista 6 säilöttiin kukin omiin 

putkiinsa ja loput 6 samaan putkeen. Näytteet jäädytettiin nestetypellä ja vietiin 

säilöön pakastimeen – 80 °C. 

  



17 

 

3.3 Subkrooninen altistuskoe 

Kaksi viikkoa (14 vuorokautta) kestänyt altistuskoe aloitettiin samaan aikaan kuin 

vuorokauden koekin. Subkroonisen altistuskokeen altistusastiat sijoitettiin 

kylmähuoneen alahyllyille. Näytteiden paikat kussakin kohdassa arvottiin, jotta 

systemaattista virhettä testiasetelmassa ei pääsisi syntymään. Vesien laitto ja 

aineiden pipetointi tapahtuivat samaan tapaan kuten vuorokauden 

altistuskokeessa. Koko 14 päivän altistuksen ajan lämpötilat mitattiin jokaisesta 

etanolikontrollista, jotta voitiin varmistaa vesien lämpötilan pysymisen sopivana 

poikasille. Saaveissa olevista vesistä mitattiin pH, johtokyky ja happipitoisuus kaksi 

kertaa. Kokeen puolivälissä vuoat vaihdettiin uusiin, koska ne alkoivat limoittua. 

Kokeen lopuksi poikaset kuvattiin valopöydällä millimetripaperin kanssa ja 

säilöttiin samaan tapaan kuten esikokeessa ja vuorokauden kokeessa. Subkroonisen 

altistuskokeen poikaset limoittuivat kokeen loppuvaiheessa, joten poikaset 

jaoteltiin kuvien perusteella silmämääräisesti kolmeen kategoriaan 

limoittuneisuuden mukaan: ei yhtään tai vähän, kohtalaisesti ja paljon (Kuva 4). 
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Kuva 4. Järvitaimenen poikasten limoittuminen jaettuna kolmeen kategoriaan: 
ylhäällä yksilö, joka limoittunut vähän tai ei ollenkaan, keskellä kohtalaisesti ja 
alhaalla paljon. 

3.4. RNA:n eristys 

Pakastetuista 24h- näytteistä erotettiin RNA reaaliaikaista PCR-menetelmää varten. 

Eristys aloitettiin siten, että haettiin pakastimesta jäissä 6 yksittäistä näytettä, joihin 

kuhunkin lisättiin 800 µl TRI Reagent®- reagenssia (Molecular Research Center Inc., 

USA). Tämän jälkeen kukin näyte hienonnettiin omalla homogenointisauvallaan, 

jonka jälkeen lisättiin 200 µl TRI Reagent®- reagenssia. Sitten putket nostettiin jäistä 

pois huoneenlämpöön ja annettiin olla 5 minuutin ajan. Sen jälkeen näytteet 

sentrifugoitiin (VWR by Hitachi Koki Co., Ltd., CT 15 RE himac) 5 min, 1200 x g, +4 

°C. Sentrifugoinnin aikana liukenematon kiinteä aines erottuu pohjalle sakkana ja 

haluttu RNA jäi päällä olevaan nesteeseen. Päällä oleva neste siirrettiin kukin 

omalla pipetinkärjellään uuteen RNaasittomaan mikrosentrifugiputkeen ja lisättiin 
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200 µl kloroformia (Chloroform for analysis, EMSURE®, Merck KGaA Germany). 

Kloroformin tarkoitus on jakaa näyte eri faaseihin, jotta proteiinit, DNA ja RNA 

saadaan erilleen toisistaan. Kloroformin lisäämisen jälkeen putkia ravisteltiin 

voimakkaasti 15 s ja pidettiin huoneen lämmössä 10 min, jonka jälkeen ne 

sentrifugoitiin, 1200 x g, 15 min, + 4 °C. Sentrifugoinnissa erottui kaksi faasia, joista 

ylempi kirkkaampi faasi siirrettiin uuteen RNaasittomaan putkeen ja lisättiin 500 µl 

isopropanolia (2-propanol for analysis EMSURE®), käänneltiin ja annettiin seisoa 

huoneen lämmössä 10 min, jonka jälkeen fuugattiin 1200 x g, 8 min, + 4 °C. 

Fuugauksessa pohjalle muodostui RNA-pelletti, jonka päältä poistettiin neste 

pipetillä. Pelletin päälle lisättiin 1 ml 75 % etanolia ja vietiin pakkaseen -20 °C. 

3.4.1 RNA:n puhdistus ja liuotus 

Eristetyt etanolin alla olleet RNA-näytteet pestiin siten, että ensin sentrifugoitiin 

näytteet 7500 x g, 5 min, 20 °C, jonka jälkeen etanolit pipetoitiin pois ja laitettiin 

päälle uudestaan 1 ml 75 % etanolia. Näyteputket vorteksoitiin siten, että sakka 

irtosi putken pohjalta ja putket annettiin olla huoneen lämmössä 30 min. Tämän 

jälkeen putkissa ollut etanoli pipetoitiin pois siten, että ensin otettiin millilitra ja 

sitten pienemmällä pipetillä ja lopuksi pipetin kärjellä kapillaari-ilmiötä 

hyödyntäen. Sakan annettiin kuivua korkki auki niin, että se muuttui osittain 

läpinäkyväksi. Tämän jälkeen putkiin lisättiin 50 µl nukleaasitonta vettä (Thermo 

Scientific) ja purskuteltiin pipetillä, kunnes se alkoi vaahdota, jolloin RNA oli 

liuennut veteen. Vaahdot sentrifugoitiin alas seinämiltä ja putket laitettiin 

odottamaan jäihin, kunnes kaikki samalla kertaa tehdyt näytteet olivat valmiit. 

Putkia inkuboitiin lämpöhauteessa (Grant Instruments) 3 min, 60 °C, jonka jälkeen 

RNA-pitoisuudet (ng/µl) käytiin mittaamassa NanoDrop spektrofotometrilla 

ND100. Samalla saatiin tietää RNA:n laatuarvot A260:A280 ja A260:A230. 

A260:A280 suhdearvo tuli olla noin 2,0 ja sen arvo yleisesti puhtailla näytteillä on 

välillä 1,8–2,0. Menetelmä perustuu valon aallonpituuksien 260 nm ja 280 nm 

absorbanssiin.  
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Menetelmää käytetään yleisesti tutkittaessa mahdollista proteiinikontaminaatiota 

RNA-näytteistä, sillä proteiinit nostavat A280-arvoa huomattavasti ja siten 

suhdeluku jää merkittävästi alle kahden (Held 2008). A260:A230-arvon tuli olla 

välillä 1,8–2,2. Orgaaniset aineet vaikuttavat etenkin A230-arvoon, sillä ne 

absorboivat lähellä sitä aallonpituutta (Lee ym. 2012). Näytteet laimennettiin siten, 

että pyrittiin saavuttamaan RNA:n pitoisuus 200 ng/µl oheisella kaavalla (Kaava 

1):  

𝐶1 × 𝑉1 = 𝐶2 × 𝑉2         (1) 

, missä C1 = RNA:n määrä (ng/µl), V1 = 50 µl, C2 = 200 ng/µl ja V2 = näytteen 

tilavuus. Laimennokseen tarvittava vesimäärä nukleaasitonta vettä saatiin 

laskemalla kaavalla (Kaava 2): 

𝑉𝐻2𝑂 =  50 µ𝑙 − 𝑉2     (2) 

 , missä V2 oli edellä laskettu näytteen tilavuus. Näytteille merkittiin uudet 

RNAasittomat mikrosentrifugiputket, laimennokset tehtiin niihin ja putket vietiin 

pakastimeen – 80°C. 

3.4.2 RNA:n laadunvarmennus 

RNA:n laadunvarmennus aloitettiin mittaamalla ensin näytteiden RNA:n määrä 

NanoDrop-spektrofotometrilla. RNA:n konsentraatio näytteissä tulisi olla 125–500 

ng/µl, tavoitteemme oli n. 200 ng/µl. Laadunvarmennus aloitettiin asettamalla 

kahdeksan PCR-putken strippi telineelle jäille ja pipetoitiin 5 µl RNA-

näytepuskuria (RNA ScreenTape Sample Buffer, Agilent) sekä 1 µl näytettä 

jokaiseen putkeen. Putkia vorteksoitiiin 30 s ja fuugattiin 10 s ja laitettiin 

lämpöhauteeseen 3 min, 72 °C, jonka jälkeen jäille kahdeksi minuutiksi. Tämän 

jälkeen strippi asetettiin TapeStation-laitteeseen (Agilent 2100 Bioanalyser, Agilent 

Technologies, USA.). Laite kertoo RNA:n RIN-arvon (RNA Integrity Number), joka 

kertoo sen, miten ehjää RNA on. RIN-arvon tuli olla 7–10 välillä, mitä isompi arvo 

sitä ehjempää RNA oli. Ympäristössä olevat RNAasi-entsyymit pilkkovat RNA-
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molekyylejä, joten on tärkeää selvittää RNA:n eheys, joka kertoo voiko sitä käyttää 

(Schroeder ym. 2006). 

3.4.3 DNaasi-käsittely 

Jotta RNA:sta voitiin valmistaa komplementaarista DNA:ta eli cDNA:ta, tarvittiin 

RNA:ta reaktioon 1 µg. RNA:n määrästä laskettiin kaavalla: 

V1 =  mRNA /C1                     (3) 

, missä mRNA on tarvittava RNA:n määrä eli 1 µg, C1 on RNA:n pitoisuus (n. 200 

ng/µl). Synteesissä RNA:n ja veden määrä tuli olla 8 µl, joten tarvittu veden määrä 

saatiin laskemalla kaavalla: 

𝑉𝐻2𝑂 = 8 µ𝑙 − 𝑉1        (4) 

 Laimennokset valmistettiin pipetoimalla laskettujen RNA:n ja RNaasittoman 

veden määrät PCR 8-strip-putkiin (Bio-Rad). Laimennoksen jälkeen putkiin lisättiin 

seuraavat aineet, jolloin tilavuudeksi saatiin 10 µl. 

• 1 µl 10X DNAasi 1 reaktiopuskuri 

• 1 µl DNAasi I. 1 U/µl entsyymi 

Aineet sekoitettiin purskuttelemalla varovasti pipetillä. Putket sentrifugoitiin ja 

inkuboitiin 30 min 37 °C PCR-laitteessa, jonka jälkeen niihin lisättiin 1 µl 

etyleenidiamiinitetraetikkahappoa eli EDTA:a. Tämän jälkeen putket siirrettiin 

takaisin PCR-laitteeseen ja inkuboitiin 10 min, 65 °C. 

3.4.4 cDNA-synteesi 

Komplementaarisen DNA:n eli cDNA:n synteesiä varten valmistettiin supermix 

siten, että kutakin näytettä kohti: 

• 4 µl nukleaasiton vesi 

• 4 µl 5x iScript Reaction Mix (Bio-Rad) 

• 1 µl iScript Reverse Transcriptase (Bio-Rad) 
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Supermixiä valmistettiin siten, että ainetta olisi riittänyt kahteen ylimääräiseen 

putkeen mahdollisten pipetointihäviöiden vuoksi. Valmistaseosta laitettiin PCR-

putkiin 9 µl, jonka jälkeen ne sentrifugoitiin ja laitettiin PCR-laitteeseen viimeiseen 

ajoon (5 min, 25 °C; 46 °C, 20 min; 95 °C, 1 min). Ohjelman jälkeen näytteistä tehtiin 

1:10 laimennokset ottamalla Eppendorf-putkiin cDNA:ta 18 µl ja lisäämällä tislattua 

vettä 162 µl. Näytteet säilöttiin pakkaseen -20 °C. 

3.5 qPCR 

Reaaliaikaista polymeraasiketjureaktio (qPCR) -ajoja varten alukkeiden tehokkuus 

tuli varmistaa (Taulukko 1). Tätä varten valmistettiin ensin kustakin geenin 

alukkeesta laimennokset ohjeen mukaan. Jokaisesta geenistä tehtiin taka-aluke 

(reverse primer, R) ja etualuke (forward primer, F) ohjeen mukaan.  

Alukkeiden toimivuus testattiin siten, että valmistettiin kuudesta näytteestä mix, 

josta tehtiin laimennokset 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ja 1:32. Kustakin geenistä (vtg, erα, cyp1a, 

rl17, rl2 ja ndufa) ja laimennoksesta tehtiin kaksi toistoa. Kolmesta mahdollisesta 

referenssigeenistä (rl2, rl17 ja ndufa) valittiin kaksi kokeilemalla geenien toimivuus. 

Referenssigeeneinä toimivat rl17 ja ndufa, jotka olivat kaksi parhainta eli niiden 

ekspressio oli stabiileinta eri käsittelyissä. Referenssigeenit ovat sellaisia, ettei 

tutkittavalla aineella ole vaikutusta niiden ilmenemiseen ja niiden avulla tulokset 

normalisoidaan (Nygard ym. 2007) 
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Taulukko 2. Geenien alukkeiden sekvenssit ja tehokkuudet. 

Alukkeen sekvenssi Tehokkuus 

(%) 

Sytokromi P4501A (cyp1a) F: CAG TCC GCC AGG CTC TTA TCA AGC 

Sytokromi P4501A (cyp1a) R: GCC AAG CTC TTG CCG TCG TTG AT 

91,8 

Ribosomal protein L17 (rl17) F: ATC GAG CAC ATC CAG GTC AAC AAG 

Ribosomal protein L17 (rl17) R: AAT GTG GCA AGG GGA GCT CAT GTA 

93 

Ribosomal protein L2 (rl2) F: TTG AGA CAT GCA TGG CCA CAG T 

Ribosomal protein L2 (rl2) R: CGG TTC CTG CCA GCT TTA CCA AT 

96,5 

NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A (ndufa) F: 

 TTC AGA GCC TCA TCT TGC CTG CT 

NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit A (ndufa) R: 

 CAA CAT AGG GAT TGG AGA GCT GTA CG 

106,2 

Estrogeenireseptori alfa (erα) F: ACT GCC CTG GGA AAC TCA TCT TTG 

Estrogeenireseptori alfa (erα) R: AAG ATC TCA GCC ATA CCC TCC ACA 

92,5 

Vitellogeniini (vtga) F: GGG AGT ATG CAA GAC CCA CTA TGT 

Vitellogeniini (vtga) R: CTG TGT AAG CCA GAC CAA AGT CCT 

82 

 

Kullekin geenille oli lisäksi templaatiton kontrolli (NTC, no template control), joissa 

näytteen sijaan käytettiin steriiliä vettä. Jokaiselle geenille tehtiin master mix uuteen 

mikrosentrifugiputkeen: 

• 12,5 µl iQ™ SYBR® Green supermix, Bio-Rad 

• 0,75 µl etualuke (primer F, 300 nM, stock 10 µM) 

• 0,75 µl taka-aluke (primer R, 300 nM; stock 10 µM) 

• 6 µl steriili vesi 
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Pipetointi 96-kuoppaiselle PCR-levylle (Bio-Rad) tapahtui siten, että ensin 

pipetoitiin näytteet, eli tässä valmistettuja laimennoksia 5 µl kuhunkin kuoppaan, 

jonka jälkeen kullekin geenille oma master mix, jota tuli 20 µl kuoppiin. Pipetoinnin 

jälkeen kaivolevy suljettiin teipillä ja näytteet sentrifugoitiin kevyesti ja laitettiin 

PCR-ajoon PCR-laitteeseen (CFX96, Real-Time System C1000, Bio-Rad), sekä ajettiin 

ohjelma: 

• 1. denaturointi: 95 °C, 3 min 

• 2. denaturointi: 95 °C, 10 s 

• 3. alukkeiden liittyminen: 58 °C, 10 s 

• 4. pidennysvaihe 72 °C, 30 s (kuoppalevyn luku) 

• 5. sulamiskäyrä 65–95 °C, 5 s (kuoppalevyn luku) 

Syklejä oli 39 ensimmäistä ja viimeistä vaihetta lukuun ottamatta. Erα:n ja vtg:n 

osalta tehokkuusajot jouduttiin uusimaan.  

Tehokkuusajojen jälkeen suoritettiin varsinaisten näytteiden ajot. Ajoissa mukana 

olivat kaikki muut geenit, paitsi rl2. Kunkin näytteen osalta oli kaksi toistoa yhtä 

geeniä kohden. Pipetointi tapahtui samaan tapaan kuin tehokkuusajoissa, eli ensin 

pipetoitiin näytteet ja sitten master mix. Levy suljettiin teipillä ja sentrifugoitiin 

varovasti ja laitettiin PCR-ajoon samalla sekvenssillä kuin edellä mainittu. Ajojen 

tuloksena Bio-Rad CFX Maestro- ohjelma antoi kyseisten geenien 

geeniekspressiotulokset eli kuinka paljon kunkin geenin lähetti-RNA:ta näytteissä 

oli. Lähetti RNA:n määrä kertoo geenin ilmenemisestä ja mitä enemmän RNA:ta on, 

sitä enempi geeniä on transkriptoitu. 

3.6 Tilastolliset analyysit 

Kunkin vuoan poikasista laskettiin muuttujien keskiarvot, jolloin n = 3 pituuksia, 

ruskuaispussien pinta-aloja ja geeniekspressioita analysoitaessa. Limoittuneisuus 

arvioitiin käsittelyryhmittäin siten, että kaikki saman käsittelyn poikaset käsitellään 

yhtenä populaationa, jolloin n = 36 tai 35. Tilastolliset analyysit suoritettiin 

käyttämällä tilasto-ohjelmaa IBM SPSS 26.0., minkä jälkeen tutkittiin limoittumisen 
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ja käsittelyn vaikusta poikasten pituuksiin ja ruskuaispussien pinta-aloihin 

käyttämällä kaksisuuntaista varianssianalyysia (Two-way ANOVA), jossa 

merkitsevyystaso oli 95 % (p<0,05). Havaittuja vaikutuksia tutkittiin Tukeyn Post 

Hoc-testillä tekijän osalta (merkitsevyystaso 95 %, p<0,05). Käsittelyn vaikutusta 

limoittumiseen tutkittiin Kruskal-Wallisin testillä (p<0.05), koska se soveltuu myös 

järjestysasteikollisille muuttujille. Käsittelyn ja limoittumisen välistä yhteyttä 

tutkittiin Spearmanin järjestyskorrelaatiolla. 

Geenien tutkimista varten ekspressiotulokset muunnettiin log10-muotoon, koska 

ne eivät olleet normaalijakautuneet. Geenien cyp1a ja vtg ekspressioiden eroja 

käsittelyryhmittäin tutkittiin yksisuuntaisella varianssianalyysillä (ANOVA). 

Geenin erα ekspressiota tutkittiin Kruskal-Wallisin testillä, sillä sen ekspressiot eivät 

olleet normaalijakautuneet log10-muunnoksesta huolimatta. ANOVA:lla havaittuja 

eroja eri geenien ilmenemisessä käsittelyryhmittäin tutkittiin Tukeyn Post Hoc- 

testillä. Pylväskuvaajat piirrettiin Microsoft Excel (Office 365, versio 2004) 

ohjelmalla. 

4 TULOKSET 

4.1 Poikasten pituudet 

Poikasten limoittuneisuus huomioitiin analysoitaessa käsittelyjen vaikutusta 

tutkittaviin muuttujiin pituuteen (mm) ja ruskuaispussin pinta-alaan (mm2). 

Käsittelyn ja limoittuneisuuden vaikutusta pituuteen tutkittiin kaksisuuntaisella 

varianssianalyysillä, sillä Shapiro-Wilkin testin mukaan normaalisuus toteutui 

käsittelyryhmittäin (p>0,05) ja Levenen testin mukaan varianssien hajonta oli yhtä 

suurta kussakin ryhmässä (p = 0,147). Käsittelyllä (F = 2,416, df = 7, p = 0,1) ja 

limoittuneisuudella (F = 2,914, df = 2, p = 0,101) ei ollut vaikutusta poikasten 

pituuskasvuun, eikä myöskään yhteisvaikutusta ollut (F = 0,513, df = 4, p = 0,728). 
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Tukeyn Post Hoc- testin perusteella limoittuneisuus vaikutti eniten poikasten 

pituuteen ryhmien ”ei yhtään tai vähän” ja ”paljon” välillä poikasten ollessa 

keskimäärin 0,47 mm lyhyempiä runsaasti limoittuneissa kuin vähän tai ei 

ollenkaan limoittuneissa, vaikkakaan ero ei ollut tilastollisesti merkitsevä (p = 

0,169), eikä näin ollen validi. 

Myös käsittelyn vaikutusta pituuteen analysoitiin Tukeyn Post Hoc- testin avulla. 

Positiivisessa kontrollissa reteenissä poikaset olivat keskimäärin lyhyempiä kuin 

muissa käsittelyissä, vaikka tilastollista merkitsevyyttä ei tässäkään ollut. Suurin 

ero havaittiin reteenin ja beta-sitosteroli 1000 µg/l välillä (Kuva 5), missä ero on 0,75 

mm. Vastaavasti beta-sitosterolipitoisuudessa 1000 µg/l poikaset olivat pitempiä 

verrattuna kaikkiin muihin käsittelyihin, poikasten ollessa hieman pitempiä myös 

beta-sitosterolin pitoisuudessa 100 µg/l. 

 

Kuva 5. Järvitaimenen poikasten pituuksien keskiarvot (mm, standardipituus) ja 
keskihajonnat käsittelyryhmittäin. Vastakuoriutuneita järvitaimenen poikasia 
altistettiin beta-sitosterolille (1–1000 µg/l), positiiviselle kontrollille reteenille tai 
liuotinkontrolleille (DMSO, EtOH) 14 vrk:n ajan. Tilastollisia eroja pituuksissa eri 
käsittelyjen välillä ei löytynyt. 
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4.2 Ruskuaispussien pinta-alat 

Limoittuneisuuden ja käsittelyjen vaikutusta ruskuaispussien pinta-aloihin 

selvitettiin samalla periaatteella kuin näiden tekijöiden vaikutusta pituuksiin. 

Kaksisuuntaisen varianssianalyysin edellyttämä varianssien yhtä suurus täyttyi 

(Levenen testi: p = 0,479), joten analyysia voitiin käyttää. Analyysin perusteella 

käsittelyllä (F = 2,160, df = 7, p = 0,130) eikä limoittuneisuudella (F = 0,045, df = 2, p 

= 0,597) havaittu vaikutusta ruskuaispussien pinta-aloihin, kuten ei myöskään 

yhteisvaikutusta ollut (F = 1,114, df = 4, p = 0,403). 

Käsittelyn vaikutusta ruskuaispussin pinta-alaan tutkittiin Tukeyn Post Hoc- 

testillä. Vaikka tilastollista merkitsevyyttä ei havaitakaan, on ruskuaispussit 

hieman isompia reteenikäsittelyssä verrattuna muihin käsittelyihin (Kuva 6). Beta-

sitosterolilla ei samankaltaista vaikutusta ollut, eikä käsittelyjen välillä ollut 

havaittavissa mitään trendiä. 

 

Kuva 6. Järvitaimenen poikasten ruskuaispussien pinta-alat (mm²) ja keskihajonnat 
käsittelyryhmittäin. Vastakuoriutuneita järvitaimenen poikasia altistettiin beta-
sitosterolille (1–1000 µg/l), positiiviselle kontrollille reteenille tai 
liuotinkontrolleille (DMSO, EtOH) 14 vrk:n ajan. Tilastollisia eroja eri 
käsittelyryhmien välillä ei havaittu. 
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4.3 Käsittelyn vaikutus limoittumiseen 

Käsittelyn vaikutusta limoittumiseen tutkittiin Kruskal-Wallisin testillä, jolla 

voidaan tutkia myös järjestysasteikollisia muuttujia. Testin perusteella eri 

käsittelyryhmien välillä on eroa limoittumiseen (F = 42,811, df = 7, p<0,01). Näitä 

eroja tutkittiin parivertailulla, joissa tilastollisesti merkitsevää eroa havaittiin 

DMSO:n ja beta-sitosterolin pitoisuuksien 1, 100 ja 1000 µg/l välillä, sekä DMSO ja 

etanolikontrolli 200 µg/l välillä (p<0,05 kummassakin vertailussa). Näissä 

limoittumista oli merkitsevästi vähemmän DMSO-käsittelyissä. Tilastollisesti 

merkitseviä eroja oli myös reteenin ja beta-sitosterolin käsittelyjen 100 ja 1000 µg/l 

sekä reteenin ja etanolikontrolli 200 µg/l välillä. Beta-sitosteroli 1000 µg/l 

käsittelyssä limoittuneisuutta havaittiin merkitsevästi enemmän kuin käsittelyissä 

DMSO, etanolikontrolli 20 µg/l, reteeni sekä beta-sitosteroli 1 ja 10 µg/l. Tulosten 

perusteella ei korrelaatiota eri käsittelyjen välillä löytynyt (Spearmanin 

järjestyskorrelaatio p = 0,187) eli minkään aineen pitoisuuden kasvu ei vaikuta 

limoittumisen määrään. Käsittelyissä DMSO ja reteeni limoittumista esiintyi 

vähemmän kuin kaikissa muissa käsittelyissä. Käsittelyissä etanolikontrolli 200 

µg/l ja beta-sitosteroli 1000 µg/l limoittumista esiintyi eniten (Kuva 7). 
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Kuva 7. Järvitaimenen poikasten limoittuneisuus käsittelyryhmittäin. 
Vastakuoriutuneita järvitaimenen poikasia altistettiin beta-sitosterolille (1–1000 
µg/l), positiiviselle kontrollille reteenille tai liuotinkontrolleille (DMSO, EtOH) 14 
vrk:n ajan. Vähiten limoittumista havaittiin näytteessä DMSO, missä 50 % 
poikasista (18 kpl) eivät olleet lainkaan tai olivat vähän limoittuneet. Tässä 
käsittelyssä ei havaittu myöskään yhtään runsaasti limoittunutta yksilöä. Eniten 
limoittumista taas havaittiin käsittelyssä beta-sitosteroli 1000 µg/l, missä 50 % (18 
kpl) poikasista olivat runsaasti limoittuneet. Tilastollisesti merkitsevästi 
limoittuneisuus erosi käsittelyjen DMSO ja beta-sitosteroli 1, 100, 1000 µg/l ja 
etanolikontrolli 200 µg/l välillä, reteeni ja beta-sitosteroli 100 , 1000 µg/l ja 
etanolikontrolli 200 µg/l välillä, sekä beta-sitosteroli 1000 µg/l ja DMSO, 
etanolikontrolli 20 µg/l, reteeni, beta-sitosteroli 1 ja 10 µg/l välillä. Tilastollinen 
samankaltaisuus on merkitty kirjaimin (A/B/C). 

4.5 qPCR 

Geenien cyp1a, erα ja vtg aktiivisuutta tutkittiin analysoimalla lähetti-RNA:n määrää 

käsittelyryhmittäin. Geeniekspressiotulokset muunnettiin log10-muotoon, koska 

ne eivät olleet normaalijakautuneita osajoukoissaan. Muunnoksen jälkeen cyp1a ja 

vtg olivat normaalijakautuneet (Shapiro-Wilk, cyp1a: F = 0,967, df = 67, p = 0,072; 

vtg: F = 0,964, df = 67, p = 0,052). Näille geeneille tehtiin yksisuuntainen 

varianssianalyysi ja normaalijakautumattomalle erα-geenille Kruskal-Wallisin testi.  
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Geeni cyp1a erosi tilastollisesti erittäin merkitsevästi eri käsittelyryhmien välillä (F 

= 11,617, df = 7, p<0,01). Eroja tutkittiin Tukeyn LSD- testillä, jonka perusteella 

havaittiin, että geeniä ilmenee merkittävästi enemmän reteenikäsittelyissä kuin 

muissa käsittelyissä (p<0,01) (Kuva 8). Eron merkitsevyystaso pysyi samana 

kaikkien käsittelyjen osalta. Lisäksi ekspressio oli käsittelyssä DMSO tilastollisesti 

matalampi verrattuna etanolikontrolli 200 µg/l (p = 0,047) ja beta-sitosteroli 1 µg/l 

ja (p = 0,022). 

 

Kuva 8. Cyp1a-geenin ekspressiot ja keskihajonnat käsittelyryhmittäin 
vuorokauden altistuksen jälkeen. Vastakuoriutuneita järvitaimenen poikasia 
altistettiin beta-sitosterolille (1–1000 µg/l), positiiviselle kontrollille reteenille tai 
liuotinkontrolleille (DMSO, EtOH) yhden vrk:n ajan. Tilastollisesti merkitsevästi 
enemmän ekspressiota ilmenee reteenikäsittelyssä verrattuna muihin käsittelyihin 
(p<0,01). Käsittelyssä etanolikontrolli 200 µgl/l (EtOH 200) ekspressiota ilmenee 
tilastollisesti enemmän kuin DMSO-käsittelyssä (p = 0,047). Lisäksi ekspressio on 
suurempaa käsittelyssä beta-sitosteroli 1 µg/l verrattuna DMSO- käsittelyyn (p = 
0,022). Tilastolliset samankaltaisuudet on merkitty kirjaimin (A/B/AB/C). 

Normaalijakautumattomalle erα-geenille tehdyn Kruskal-Wallisin testin perusteella 

ei tilastollisesti merkitsevää eroa geenien ekspressioissa havaittu eri 

käsittelyryhmien välillä (p = 0,99) (Kuva 9). 
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Kuva 9. Erα- geenin ekspressiot ja keskihajonnat vuorokauden altistuksen jälkeen. 
Vastakuoriutuneita järvitaimenen poikasia altistettiin beta-sitosterolille (1–1000 
µg/l), positiiviselle kontrollille reteenille tai liuotinkontrolleille (DMSO, EtOH) 
yhden vrk:n ajan. Tilastollisesti merkitseviä eroja ekspressioissa ei käsittelyjen 
välillä havaittu. 

Vtg-geenin osalta ei eroja eri käsittelyryhmien välillä ei löytynyt yksisuuntaisella 

varianssianalyysilla (F = 0,547, df = 7, p = 0,767)(Kuva 10). Beta-sitosterolin 

pitoisuuden 1 µg/l osalta on havaittavissa samansuuntaista eroa muihin 

käsittelyihin verrattuna erα- geenin määrän ollessa suurin kyseisessä käsittelyssä. 
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Kuva 10. Vtg-geenin ekspressiot ja keskihajonnat käsittelyryhmittäin vuorokauden 
altistuksen jälkeen. Vastakuoriutuneita järvitaimenen poikasia altistettiin beta-
sitosterolille (1–1000 µg/l), positiiviselle kontrollille reteenille tai 
liuotinkontrolleille (DMSO, EtOH) yhden vrk:n ajan. 

5 TULOSTEN TARKASTELU 

5.1 Kalanpoikasten pituudet ja ruskuaispussien pinta-alat 

Tutkimuksen perusteella sekä kalanpoikasten limoittuminen että käsittely eivät 

vaikuttaneet poikasten pituuksiin. Limoittuneisuudella olisi mahdollisesti voinut 

olla enemmänkin vaikutusta poikasten pituuskasvuun, sillä limoittuneisuus 

vaikuttaa suoraan poikasten kuntoon ja siten myös hyvin todennäköisesti kasvuun. 

Limoittuminen tapahtui suurelta osin poikasten pään ja kidusten alueella, mikä 

vaikuttanee hapensaantiinkin. Eroja ei kuitenkaan havaittu, joten tämän perusteella 

näyttäisikin siltä, ettei limoittuminen vaikuta merkittävästi poikasten 

pituuskasvuun. 
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Vaikka käsittelyllä ei ollut vaikutusta poikasten pituuksiin, on reteenillä 

havaittavissa hienoista vaikutusta pituuskasvuun, jota aiemmat tutkimukset 

puoltaisivat. Reteenin on havaittu vaikuttavan negatiivisesti kalanpoikasten 

pituuskasvuun (Billiard ym. 1999). Könönen (2018) Pro Gradu- tutkielmassa 

reteenin pitoisuuden 100 µg/l, sama kuin tässäkin tutkimuksessa käytetty, 

havaittiin vaikuttavan negatiivisesti kirjolohen poikasten pituuskasvuun 13 päivää 

kestäneessä altistuskokeessa. Näin ollen olisi ollut odotettavaa, että tilastollisia eroja 

tässäkin tutkimuksessa olisi havaittu, mutta limoittuneisuus itsessään saattoi 

vaikuttaa kokeeseen, joten ilman sitä merkitseviä tuloksia olisi voinut tulla. Eroja 

olisi voinut löytyä myös, jos otoskoko olisi ollut suurempi. Rahkonen (2018) Pro 

Gradu- lyhyempiaikaisessa (9 päivää) kokeessa pienemmässä reteenin 

pitoisuudessa (32 µg/l) sen vaikutusta ei sen sijaan havaittu. Näiden tutkimusten 

pohjalta näyttääkin siltä, että altistusajalla voi olla huomattava merkitys 

vaikutusten ilmenemiseen ja niinkin pieni pitoisuus kuten käytetty 100 µg/l voi 

riittää aiheuttamaan muutoksia kasvuun 13 päivää kestäneen kokeen aikana. 

Beta-sitosterolilla ei havaittu olevan tilastollisesti merkitsevää vaikutusta poikasten 

pituuskasvuun. Sen sijaan on havaittavissa trendi, missä beta-sitosterolikäsittelyssä 

1000 µg/l poikaset ovat pitempiä verrattuna muihin käsittelyihin. Tämän 

tutkimuksen mukaan siis beta-sitosteroli mahdollisesti voisi jopa kiihdyttää 

poikasten pituuskasvua, mikä kylläkään aiempien tutkimusten perusteella ei ole 

todennäköinen. Lehtinen ym. (1999) tutkimuksessa fytosterolialtistuksessa olleet 

järvitaimenet tuottivat pienempiä mätimunia kuin altistumattomat, ja siten myös 

kuoriutuivat pienempiä. Poikasten paino pysyi pienempänä myös 

ruskuaispussipoikasvaiheen jälkeen. Sen sijaan poikasten kasvu kiihtyi vasta 

myöhemmässä kehitysvaiheessa altistuksessa 20 µg/l. On kuitenkin otettava 

huomioon, että Lehtinen ym. (1999) kokeessa koeasetelma oli erilainen verrattuna 

tähän kokeeseen. Tässä kokeessa poikaset laitettiin altistukseen vasta juuri niiden 

kuoriuduttua, joten vanhempien sukupolven vaikutusta ei tässä ole huomioitu. 

Poikasten kasvun kiihtyminen havaittiin myös vasta paljon myöhemmässä 

vaiheessa, kuin ruskuaispussipoikasvaiheessa. Lehtinen ym. tutkimuksessa (1999) 
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pienempien mätimunien vuoksi myös kuoriutuneet poikaset olivat pienempiä, ja 

kasvu ei välttämättä ehtinyt kiihtymään vielä ruskuaispussipoikasvaiheessa, mutta 

kasvun kiihtyminen havaittiin sitten myöhemmin. Hanson ym. (2013) 

tutkimuksessa taas beta-sitosterolin havaittiin heikentävän kirjolohen poikasten 

kasvua. Tutkimuksessa käytettiin kuitenkin nuoria kirjolohia (paino n. 50 g), joten 

kehitysvaiheen takia eivät tulokset ole verrattavissa 

ruskuaispussipoikasvaiheeseen, missä kaloja ei tarvitse ruokkia ja kasvuun 

tarvittava energia tulee ruskuaispussin sisällöstä.  

Käsittelyllä ja limoittuneisuudella ei havaittu tilastollisesti merkitsevää vaikutusta 

ruskuaispussien pinta-aloihin. Reteenialtistuksessa oli kuitenkin havaittavissa 

trendi, että siinä ruskuaispussit olivat isompia verrattuna muihin käsittelyihin. 

Havainto tukee Rahkosen (2018) Pro Gradu- tutkielman havaintoa, missä reteenin 

pitoisuus 32 µg/l aiheutti keskimäärin isommat ruskuaispussien pinta-alat. Tulos 

on yhteneväinen myös kalojen pituuskasvuun verrattuna, sillä lyhyemmät kalat 

ovat käyttäneet vähemmän ruskuaispussin sisältöä kasvuun. Beta-sitosterolilla ei 

sen sijaan havaittu minkäänlaista vaikutusta ruskuaispussien pinta-aloihin. Tämä 

tulos ei vastaa poikasten pituuskasvussa havaitun trendin kanssa, sillä poikaset 

ottavat kasvuun tarvittavan energian ruskuaispussista. Olisikin siis ollut 

oletettavaa, että korkeassa beta-sitosterolialtistuksessa ruskuaispussit olisivat olleet 

hieman pienempiä kuin muissa käsittelyissä johtuen pitemmistä poikasista. Koska 

tilastollista merkitsevyyttä kummankaan muuttujan osalta ei havaittu, ei mitään 

johtopäätöksiä voi kuitenkaan tehdä. Ruskuaisen käyttöaste nousee tyypillisesti 

lämpötilojen noustessa ja kirjolohilla on havaittu, että lämpötilan laskiessa alle 10 

°C ruskuaisen käyttö pienenee merkittävästi (Kamler 2008). Kokeen aikana 

lämpötilat mitattiin vain etanolikontrolleista, mutta lämpötilat tuskin vaihtelivat 

paljoa eri vuokien välillä, sillä kontrolleja oli ympäri kylmähuonetta. Näin ollen 

mahdolliset lämpötilaerot eivät selitä havaittua trendiä. Beta-sitosterolilla ei ole 

havaittu olevan vaikutusta kasvuhormonin määrään, mutta se mahdollisesti 

vaikuttaa kasvuhormonireseptorien toimintaan, mutta havaittu vaikutus ei ollut 
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positiivinen eli beta-sitosteroli ei kiihdytä kasvuhormonin toimintaa (Hanson ym. 

2017).  

5.2 Limoittuminen ja käsittelyn vaikutus limoittumiseen 

Järvivedessä elää monenlaisia mikroskooppisia eliöitä, kuten bakteereja, sieniä ja 

leviä. Piilevät (Bacillariophyceae) ovat piistä riippuvaisia vesiekosysteemeissä, 

etenkin merissä tärkeitä tuottajia (Geider ym. 2001). Merissä piilevät muodostavat 

merkittävän osan erilaisten pintojen limoittumisesta (Molino & Wetherbee 2008). 

Suomessa piilevät aiheuttavat mm. verkkojen limoittumista (Niinimäki & Penttinen 

2014). Pirkanmaan Pyhäjärvellä verkkojen limoittumista havaittiin aiheuttavan 

rihmamainen runsaslukuisena esiintynyt Aulacoseira islandica- piilevä, sekä 

joukossa oli myös pienemmissä määrin muita saman suvun levälaleja. Suuria 

massaesiintymiä A. islandica aiheuttaa kylmässä alle 10–12 °C lämpötiloissa ja jopa 

jään alla. Myös rihmamaisia Phormidium- suvun sinileviä havaittiin näytteissä 

jonkin verran (Vuorio ym. 2013). Piilevät myös tukkivat kalalaitoksilla kalojen 

kiduksia (Niinimäki & Penttinen 2014). Kesällä ja syksyllä limoittumista on havaittu 

sinilevien lisäksi aiheuttavan viherleviin (Chlorophyceae) kuuluva Hyalotheca-

koristelevä (Niinioja ym. 2012). Monenlaiset levät siis kykenevät aiheuttamaan 

limoittumista ja etenkin altistuskokeen viileät olosuhteet voisivat olla sopivat 

piilevien lisääntymiselle perustuen Vuorio ym. (2013) tutkimukseen. 

Maailmalla on kuitenkin raportoitu levien aiheuttamasta haitasta kalanviljelylle. 

Panssarisiimaleviin (Dinoflagellata) kuuluva Margalefidinium polykrikoides on 

aiheuttanut kalojen massakuolemia Aasiassa ja Pohjois-Amerikassa (López-Cortés 

ym. 2019), sekä myös lohenkasvatuksessa merkittäviä levähaittoja on havaittu 

(Rodger ym. 2011). Bakteerit taas voivat vaikuttaa kalanpoikasten kasvuun 

päätyessään ruoansulatuselimistöön ja niillä on vaikutusta myös immuunikyvyn 

kehittymiselle (Hansen & Olafsen 1999, Olafsen 2001). Nämä vaikutukset ovat 

kuitenkin tapahtuvat kalojen elimistön sisällä, kun taas tässä kokeessa ongelmana 

oli mikrobikasvusto kalojen päällä, etenkin kidusten alueella. Proteolyyttisten 
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bakteerien määrän on havaittu olevan korkea, kun vedessä on paljon saatavilla 

proteiineja. Zmysłowska ym. (2001) särjillä (Rutilus rutilus) tehdyssä kokeessa 

proteolyyttisten eli proteiineja hajottavien bakteerien määrä nousi poikasten 

kuoriutumisen jälkeen johtuen munankuorista ja entsyymien vapautumisesta 

veteen. Tässä kokeessa kuitenkin kalanpoikaset laitettiin yksistään veteen eikä 

bakteereille tarjottu ylimääräisiä resursseja elää. Beta-sitosterolin tai fytosterolien 

vaikutusta levien kasvuun ei ole tutkittu. On toki huomioitavaa, että myös bakteerit 

ja sienet voivat aiheuttaa limoittumista. Paikan mukaan (makea vesi – merivesi) eri 

lajit dominoivat (Hellio ym. 2001, El-Sharouny ym. 2009). 

Limoittuminen ei ollut mikään haluttu tapahtuma, joten päätettiin tutkia olisiko eri 

käsittelyillä vaikutusta limoittumiseen. Itse altistuskoetta ei kuitenkaan voitu uusia, 

koska ruskuaispussipoikasia ei ollut enää koekeväänä saatavissa. Analyysi paljasti 

käsittelyn vaikuttavan limoittumiseen. Tulosten perusteella limoittumista on 

vähiten käsittelyissä DMSO ja reteeni, ja taas eniten beta-sitosterolin korkeimmassa 

pitoisuudessa. Beta-sitosteroli vaikuttaa siis limoittumiseen, mutta varsinaista 

korrelaatiota pitoisuuden ja limoittuneisuuden välillä ei kuitenkaan havaittu. 

Reteeni eliöille toksisena aineena mahdollisesti vaikuttaa myös mikrobien kasvuun, 

joten luultavasti se vaikutti myös limoittumiseen. DMSO:n on havaittu vaikuttavan 

heikentävän patogeenisen bakteerin Vibrio cholera kasvua yli 60 µg/l pitoisuudessa, 

sekä Salmonella paratyphi -bakteerin kasvua pitoisuudessa 80 µg/l. Etanolin taas 

havaittiin vaikuttavan kaikkiin tutkittuihin bakteereihin (Staphylococcus epidermidis, 

Pseudomonas oleovorans, Vibrio cholerae, Shigella flexneri ja Salmonella paratyphi)  jo 20 

µg/l pitoisuudessa paitsi Shigella flexneri -bakteeriin, johon myöskään DMSO ei 

vaikuttanut yhtä voimakkaasti (Wadhwani ym. 2009). DMSO:n antibakteerisen 

luonteen takia se voisi vaikuttaa bakteerien kasvuun ja siten limoittumiseen. 

Etanolin on kuitenkin havaittu olevan merkittävämpi antibakteerinen aine kuin 

DMSO, mutta vaikutusta limoittumiseen ei havaittu suurimmassakaan 

etanolipitoisuudessa. Bakteereja on kuitenkin lukuisia, joten voi olla mahdollista 

että jokin resistentti bakteeri olisi päässyt lisääntymään. 
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Beta-sitosterolilla on havaittu olevan vaikutusta bakteerien kasvuun 

samansuuruisilla (Park ym. 2009) ja suuremmilla (Kim ym. 2003) pitoisuuksilla kuin 

tässä tutkimuksessa. Kiprono ym. (2014) tutkimuksessa beta-sitosterolin havaittiin 

inhiboivan patogeenisten bakteerien Salmonella typhii ja Corynebacterium diphtheria 

sekä homeen Fusarium spp. kasvua pitoisuudessa 12 mM, mutta vaikutusta ei 

havaittu pensselihomeiden (Penicillium spp.) kasvuun ja vain vähäistä vaikutusta 

havaittiin kolerabakteeriin (Vibrio cholerae). Samanlaisia bakteerien kasvun 

inhiboivaa vaikutusta beta-sitosterolilla on havaittu myös Kim ym. (2003) 

tutkimuksessa, missä beta-sitosteroli-3-O-glukopyranosidi inhiboi stafylokokkien 

(Staphylococcus aureus), aktinobakteerien (Micrococcus luteus) ja basillien (Bacillus 

subtilis) kasvua ja Vikram ym. (2013) tutkimuksessa beta-sitosteroliglukosidi 

heikensi kolibakteerin (Escherichia coli) kasvua ja Park ym. (2009) sinileviin 

kuuluvan Microcystis aeruginosa- bakteerin kasvua. Subramaniam ym. (2014) 

tutkimuksessa taas β-sitosteroli-D-glukopyranosidilla havaittiin antibakteerisia 

vaikutuksia ihmisen patogeeneihin.  

Tutkimusten perusteella beta-sitosteroli ja sen yhdisteet vaikuttavat joidenkin 

bakteerien ja sienien kasvua heikentävästi, mutta resistentteihin bakteereihin ja 

sieniin vaikutukset ovat vähäisiä tai niitä ei ole ollenkaan. Beta-sitosterolilla onkin 

potentiaalia antibakteerisena aineena, sillä sen on havaittu heikentävän 

patogeenisten bakteerien menestymistä. Kolesterolin kaltaisena aineena se voi 

myös olla antibakteerinen kolesterolista riippuvaisille toksisille eliöille, kuten 

pneumokokille (Streptococcus pneumoniae) (Li ym. 2015). Sen sijaan bakteerien 

kasvua ei beta-sitosterolin ole havaittu edistävän. On toki mahdollista, että jokin 

tutkimusten kannalta ei-relevantti bakteeri (ei patogeeninen) hyötyisikin beta-

sitosterolista. 

Tutkimusten pohjalta voisikin olettaa, että kyse olisi mahdollisesti jostain levästä, 

koska bakteerien ja sienten kasvua ei beta-sitosterolin ole ainakaan havaittu 

lisäävän. On mahdollista, että limoittumisen on aiheuttanut myös usea eri tekijä. 

Tutkimuksessa käytettyjen aineiden pitoisuuksia ei subkroonisen altistuskokeen 



38 

 

lopuksi voitu määrittää johtuen koronaviruksen (COVID-19) aiheuttamasta 

laboratorioiden käyttökiellosta, joten aineiden todellisia pitoisuuksia vesissä ei 

tiedetty. On hyvin mahdollista, että kokeen loppuvaiheessa syntynyt 

limoittuneisuus on absorboinut aineita vedestä, jolloin ne eivät ole enää olleet 

samalla lailla biosaatavilla poikasille. 

5.3. Geeniekspressiot 

Geeniekspressiotulosten perusteella reteenillä havaittiin olevan vaikutusta cyp1a- 

geenin ilmentymiseen järvitaimenen poikasissa, mikä on todettu aiemmissa 

tutkimuksissa kirjolohen poikasilla (Brinkwoth ym. 2003, Vehniäinen ym. 2016 

Rahkonen 2018, Rigaud ym. 2020). Ruskuaispussipoikasten on havaittu olevan 

herkimpiä reteenin vaikutuksille ruskuaispussitaudin ilmenemisen ja cyp1a-

induktion perusteella. Myöhemmässä kehitysvaiheessa kalojen aineenvaihdunta 

kehittyy ja vierasaineiden eritys tehostuu (Brinkworth ym. 2003). 

Reteenipitoisuuden nousun tiedetään myös nostavan cyp1a-geenin ekspressiota 

(Billiard ym. 1999, Basu ym. 2001), joten vielä selkeämpiä tuloksia geeniekspression 

osalta olisi tullut korkeammassa altistuspitoisuudessa. Mikäli epämuodostumia 

olisi voinut katsoa ja sydämen sykettä laskea, olisi niissäkin todennäköisesti 

havaittu eroavaisuutta verrattuna muihin käsittelyihin. Ruskuaispussitaudin 

oireita, kuten ruskuaispussin ödeemaa olisi myös todennäköisesti havaittu selkeästi 

enemmän reteenissä kuin muissa käsittelyissä. Reteeni myös vaikuttaa sydämen 

sykkeeseen sitä alentavasti (Vehniäinen ym. 2015). 

Beta-sitosterolilla ei sen sijaan havaittu olevan vaikutusta cyp1a-geenin 

ilmenemiseen eli tämän tutkimuksen perusteella beta-sitosteroli ei aiheuta 

dioksiinin kaltaista toksisuutta järvitaimenen ruskuaispussipoikasille. Lehtinen 

ym. (1999) tutkimuksessa EROD-aktiivisuus, mikä kuvaa Cyp1a-aktiivisuutta, 

kohosi järvitaimenilla fytosterolialtistuksessa ja naarailla havaittu vaikutus oli 

suurempi. Tremblay & Van Der Kraak (1999) taas havaitsivat MFO-aktiivisuuden, 

joka myös kertoo Cyp1a-toiminnasta, lisääntyneen beta-sitosterolille altistuneilla 
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maturoitumattomilla kirjolohilla. Myös Orrego ym. (2010) huomasivat beta-

sitosterolin lisäävän EROD-aktiivisuutta nuorilla kirjolohilla. On huomioitavaa, että 

aiemmissa tutkimuksissa ei Cyp1a-aktiivisuutta ole tarkasteltu vastakuoriutuneilla 

kalanpoikasilla vaan nuorilla tai aikuisilla kaloilla, joten tulokset eivät ole 

verrattavissa keskenään. On toki oletettavaa, että vastakuoriutuneet poikaset 

olisivat herkempiä toksisille aineille kuin aikuiset, kuten reteenin osalta on havaittu 

(Brinkworth ym. 2003). Järvitaimen on myös herkkä laji, joten tuloksia olisi pitänyt 

ilmetä, mikäli beta-sitosteroli olisi dioksiinin kaltainen aine.  Mohammadrezaei ym. 

(2018) tutkimuksessa särkikalojen (Caspian cutum, Rutilus cutum) alkioilla 

havaittiin kohonnutta EROD-aktiivisuutta, kun hedelmöittyneitä mätimunia 

altistettiin 7 päivän ajan beta-sitosterolin pitoisuudelle 500 ng/l. Yhteistä kaikille 

näille tutkimuksille on se, että niissä altistusaika on ollut paljon pitempi. Lehtinen 

ym. (1999) kokeessa altistus kesti 4,5 kuukautta ja Mohammadrezaei ym. (2018) 

viikon verran, kun taas tässä tutkimuksessa kalat altistuivat vain yhden 

vuorokauden ajan beta-sitosterolille. Cyp1a-geenin ekspressio nousee kuitenkin 

nopeasti (jo vuorokaudessa), jos kyseessä on aryylihiilivetyreseptorin (AhR) kautta 

vaikuttava aine, kuten kokeessa käytetty reteeni. Voidaankin todeta, ettei beta-

sitosteroli ole akuutisti toksinen aine eli se ei aiheuta kuolleisuutta 

toksisuustesteissä (kaloilla tyypillisesti 4 vrk) vastakuoriutuneille järvitaimenen 

poikasille. Johtopäätöksenä voidaan todeta, että beta-sitosteroli ei aiheuta 

vastakuoriutuneissa järvitaimenen poikasissa dioksiinien kaltaista toksisuutta. 

Erα-geenin osalta tilastollisesti merkitsevää eroa eri käsittelyjen välillä ei havaittu, 

mutta parametrittomana Kruskal-Wallisin testinä se on myös robustisempi kuin 

parametriset testit. Kruskal-Wallisin testiä varten käsittelyjen välillä tulisi olla 

enemmän vaihtelua kuin parametrisillä testeillä, tai otoskoon tulisi olla suurempi 

tilastollisesti merkitsevien tulosten saamiseksi. Mahdollisesti joitain pieniä eroja 

olisi voitu siis huomata, mikäli ANOVA:a olisi voitu käyttää tai otoskoko olisi ollut 

suurempi.  Vitellogeniinin ilmenemiseen ei millään käsittelyllä ollut tilastollisesti 

merkitsevää vaikutusta. Lehtinen ym. (1999) eivät havainneet vitellogeniinitason 

nousua sukukypsillä koirailla beta-sitosterolialtistuksessa. Christianson-Heiska 
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ym. (2008) havaitsivat vitellogeiinitasojen nousua maturoitumattomilla naarailla ja 

koirailla jo neljän päivän jälkeen beta-sitosterolin injektoimisesta.  

Tremblay & Van Der Kraak (1999) tutkimuksen perusteella beta-sitosteroli indusoi 

vitellogeniinin tuotantoa 21 päivää kestäneen kokeen aikana nuorilla kirjolohilla ja 

sama havaittiin myös aiemmassa Mellanen ym. (1996) tutkimuksessa. Nakari & 

Erkomaa (2003) havaitsivat seeprakalalla myös vitellogeniinin induktiota 

fytosterolialtistuksessa. Kaikki tutkimukset eivät kuitenkaan tue havaintoa, että 

beta-sitosteroli indusoisi vitellogeniinin tuotantoa. Flinder ym. (2014) 

tutkimuksessa vitellogeniinitasot vaihtelivat hyvin paljon paksupäämuduilla 

(Pimephales promelas) eri käsittelyjen välillä, eikä beta-sitosterolilla havaittu selkeää 

vaikutusta. Brown ym. (2014) tutkimus osoittaa, ettei beta-sitosterolilla ole 

vaikutusta taistelukalojen (Betta splendens) steroiditasoihin. Naarailla 17β-

estradiolin (estrogeenin) määrä ei muuttunut suuressakaan (1000 µg/l) beta-

sitosterolipitoisuudessa, mikä pitoisuus oli myös tässä kokeessa mukana.  

Estrogeenista vaikutusta tutkittaessa on huomioitavaa, että aiemmissa 

tutkimuksissa käytetyt kalat ovat olleet joko aikuisia tai nuoria yksilöitä, joilla 

luontaisesti on erilainen hormonitoiminta kuin ruskuaispussipoikasilla. Kirjolohen 

poikasilla tehdyssä kokeessa estrogeenilla (17β-estradioli) on havaittu olevan 

negatiivista vaikutusta poikasten kehitykseen, selviytymiseen ja pituuskasvuun, 

sekä aiheuttavan lisääntynyttä vitellogeniinin synteesiä. Näin ollen estrogeeneilla 

on mahdollisesti vaikutuksia myös kalanpoikasten hormonaaliseen, fysiologiseen 

ja morfologisiin toimintoihin (Marlatt ym. 2014) Näissäkin tutkimuksissa 

altistusaika on ollut hyvin paljon pitempi verrattuna tässä kokeessa käytettyyn 

altistusaikaan. Tässäkin tutkimuksessa geeniekspressiota olisi voitu mitata 14 

vuorokauden altistuksen jälkeen, mutta poikasten limoittuminen toi epävarmuutta 

tulosten luotettavuuteen, työmäärä olisi tullut liian suureksi ja COVID-tilanne olisi 

joka tapauksessa estänyt analyysit. Ideaalitilanteessa olisi käytetty myös positiivista 

kontrolliainetta, kuten 17β-estradiolia tai 17α-etinyyliestradiolia, mutta niitä ei ollut 

saatavilla. Tuloksissa havaittiin selkeää vaihtelua geenien vtg ja erα välillä. Koska 
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kyseisten geenien toiminta on kytkeytynyt toisiinsa, havaittiinkin kummassakin 

samanlaista vaihtelua käsittelyjen välillä. Suurin ekspressio havaittiin pienimmässä 

beta-sitosterolin pitoisuudessa, joten mitään määrästä riippuvaa heikkoakaan 

annos-vasteisuutta ei havaittu. Lyhytaikaisella altistuksella beta-sitosterolille ei 

tämän tutkimuksen perusteella ole estrogeenista vaikutusta järvitaimenen 

ruskuaispussipoikasiin. 

6 JOHTOPÄÄTÖKSET 

Tutkimuksen perusteella beta-sitosteroli ei ole akuutisti toksinen aine järvitaimenen 

ruskuaispussipoikasille, eikä se aiheuta myöskään estrogeenisia vaikutuksia 

lyhyessä altistuksessa. Tuloksia tarkasteltaessa tulee kuitenkin ottaa huomioon 

limoittumisen aiheuttama negatiivinen vaikutus, jolloin epämuodostumien ja 

sydämen sykkeen laskemista ei voitu tehdä. Limoittuminen itsessään saattoi 

aiheuttaa häiriöitä poikasten kehityksessä, sillä limoittumista oli havaittavissa 

etenkin kidusten alueella, mikä voi vaikuttaa poikasten hapensaantiin. 

Limoittuneisuus vaikutti merkittävästi koko koetuloksiin, joten subkroonisen 

altistuskokeen tulokset jäivät vajaiksi, eikä niitä voi hyödyntää sellaisenaan uusia 

kokeita suunniteltaessa. 

Beta-sitosterolin mahdollisia vaikutuksia ruskuaispussipoikasten kasvuun voisi 

tutkia uudestaan paremmin, jolloin haitallinen limoittuminen pyrittäisiin estämään 

vaikkapa vaihtamalla vuoat uusiin useammin kuin kerran kokeen aikana. Kunkin 

pitoisuuksien toistojen lisääminen myös antaisi paremmat tulokset. Näin ollen voisi 

selvittää, onko beta-sitosterolilla positiivista vaikutusta poikasten pituuskasvuun, 

mistä tässä tutkimuksessa hieman olisi viitteitä, vaikkakaan todellisia merkitseviä 

eroja ei ollut. Limoittuneisuutta esiintyi kuitenkin eniten korkeimmassa beta-

sitosterolin pitoisuudessa ja limoittuneisuus itsessään vaikuttaa poikasten kuntoon, 

mutta pituuskasvuun sillä ei vaikutusta ollut. Voi olla mahdollista, että 
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limoittuneisuus on sitonut beta-sitosterolia vedestä, jolloin se ei ole vaikuttanut 

yhtä voimakkaasti enää poikasiin kuin ilman limoittuneisuutta.  Ruskuaispussien 

pinta-aloissa ei havaittu eroavaisuuksia, joten kasvun kiihtyminen ei liity 

tehokkaampaan ruskuaispussin sisällön käyttöön. Myös aiemmissa tutkimuksissa 

havaittua reteenin aiheuttamaa ruskuaispussien suurempaa kokoa ei tässä 

tutkimuksessa ilmennyt, mikä voisi myös johtua limoittuneisuuden vaikutuksesta.  

Käsittelyn vaikutusta limoittuneisuuteen olisi mielenkiintoista selvittää. Aihetta 

voisikin tutkia enemmän, että mikä aiheuttaa limoittuneisuutta ja miten erilaiset 

käsittelyt vaikuttavan sen esiintymiseen altistuskokeen aikana. Altistuskokeita 

suunniteltaessa voitaisiin enemmän miettiä keinoja limoittumisen ehkäisemiseen, 

kun ilmiön aiheuttaja tiedettäisiin. 
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