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THVISTELMA

Ymparistossa esiintyy laajalti erilaisia elidille haitallisia sekd luonnollisia etta
ihmisperdisid aineita ja kemikaaleja. Haitallisten aineiden madra ympadristossa tulee
lisadntymadn kasvavan kemikaalien kayton myo6ta. Elididen selviytymisen kannalta
mekanismit, joilla haitallisia aineita voidaan poistaa soluista ja kudoksista ovat elintarkeité.
Tunnetuimpina  mekanismeina  haitallisia  vierasaineita sekd solujen  omien
aineenvaihdunnan tuotteita vastaan pidetddn erilaisia detoksifikaatioprosessaja. Naissé
detoksifikaatioprosesseissa solun sisélle kertyneitd aineita pyritddn poistamaan soluista
entsymaattisen muutunnan avulla.

Erds solutasoinen mekanismi, jolla haitallisten aineiden péésya ja kertymisté soluihin sek&
kudoksiin voidaan estdd, on multiksenobioottiinen resistenssi MXR. MXR-mekanismi
perustuu solukalvolla sijaitseviin ATP:ta sitoviin ja hydrolysoiviin ABC-proteiineihin.
ABC-proteiinit ovat yksi laajimpia proteiiniryhmid. Niitd on todettu esiintyvan kaikilla
tutkituilla  elioilld. MXR-mekanismia hoitavat ABC-proteiinit omaavat laajan
substraattispesifisyyden ja pystyvét siten poistamaan soluista myés monia haitallisia
yhdisteitd. ABC-proteiinien toiminta voi kuitenkin estyd erilaisten ymparistoon
joutuneiden kemikaalien vaikutuksesta, jolloin haitallisia aineita padsee kertymaan elididen
soluihin. ABC-proteiinien esiintymistd voidaan helposti tutkia proteiinien substraatteina
toimivien fluoresoivien variaineiden tai radioaktiivisten aineiden seka proteiinien toimintaa
estavien tietyille ABC-proteiiniryhmille spesifisten inhibiittoreiden avulla.

Tassa opinnaytetydssa tutkittiin  MXR-mekanismin toimintaa sekda ABC-proteiinien
esiintymista taysikasvuisella vesikirpulla (Daphnia magna) proteiinien substraatteina ja
inhibiittoreina toimivien aineiden avulla. Tydssa tutkittiin myds nikkelin ja kadmiumin
vaikutusta MXR-mekanismin toimintaan. Tuloksissa ainoastaan ABCB-proteiiniryhmén
esiintymisestd saatiin selvyys D. magnalla kyseista proteiiniryhman toimintaa inhiboivan
reversiini 205:n vaikutuksesta pitoisuuksilla 5 uM ja 20 uM. Vield tiedetdén ainoastaan
vahan siit4, millaiset yhdisteet voivat toimia ABC-proteiinien toimesta poistettavina
substraatteina ja niiden toimintaa estdvind inhibiittoreina. MXR-mekanismin ollessa
keskeisessa asemassa estaméssa haitallisten aineiden kertymistd eli6ihin, tarvitaan lisaa
tutkimusta ~ kyseista ~ mekanismia  haittaavien  aineiden selvittamiseen.
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ABSTRACT

There exist various harmful chemicals in the environment. The amount of chemical will
increases in the environment when the using of different chemical increases. So
mechanisms that can help organisms to survive in polluted environments and to efflux
harmful chemicals are vital. Xenobiotic toxicants and endogenous metabolites are usually
efflux by detoxification processes which metabolize toxins to be more easily excreted from
the cytoplasm.

Organisms can also avoid natural toxins and anthropogenic chemicals via so called
multixenobiotic resistance mechanism MXR. MXR mechanism is expression of
transmembrane transporter proteins which can efflux both endogenous compounds and
environmental toxins from cells. All multixenobiotic resistance proteins belong to the
ATP-binding cassette superfamily ABC. These proteins use energy from ATP hydrolysis
to transport molecules across cell membranes. ABC proteins are one of the largest protein
classes known and they are present in all organism and living cells. ABC proteins possess
very large substrate specificity. They can efflux many physically and chemically different
chemicals from the cells. The effective xenobiotic transport by ABC proteins can be
however inhibited by many chemicals. Inhibition of the transporter activity allows harmful
chemicals enter to the cytoplasm. Presence of these proteins can be measured with
fluorescent dyes or radioactive compounds which act as substrates of the transporter
proteins and specific protein inhibitors. When effective transporter proteins exist in the
cellular membrane, only a few dye molecules enter the cytoplasm.

The aim of this study was to determine the function of MXR mechanism and the presence
of ABC proteins with water flea Daphnia magna by using specific protein substrates and
inhibitors. We also studied the effect of cadmium and nickel metals to the MXR
mechanism. According to the results there exist only effective ABCC-family proteins in D.
magna. Concentrations 5 uM and 20 uM of specific ABCC inhibitor reversin 205 caused
more substrate accumulation in the D. magna cells than in the control.

There is only limited information about what kind of chemicals can act as ABC protein
inhibitors or substrates. More study is needed for the characterization of these compounds.



LYHENNELUETTELO

ABC ATP:td suitova kasetti (ATP-binding cassette)

Ca-AM kalseiini AM

CdCl, kadmiumkloridi

KTM keinotekoinen makeavesi

MDR monil&ékeresistenssi (multidrug resistance)

MRP moniladkeresistenssiin liittyva proteiini (multidrug associated protein)

MXR multiksenobioottinen resistenssi (multixenobiotic resistance)

NBD nukleotideja sitova domeeni (nucleotide binding domain)

NiCl, nikkelikloridi

P-gp P-glykoproteiini (P-plycoprotein)

REV205 reversiini 205

RhB rodamiini B

SBP substraatteja sitova domeeni (substrate binding domain)

TMD transmembraaninen domeeni (transmembrane domain)

VER verapamil



Sisallysluettelo

RN (@ o 15 72N A I I SRR 1
1.1 Multiksenobioottinen resistenssi MXR elididen suojamekanismina ..................... 1
1.2 MXR-mekanismin proteiinit ja proteiinirakenne ...........ccocevveieienene s 3
1.3 MXR-mekanismin toimintaperiaate ...........ccccvvvvvereiiieie e 6
1.4 MXR-mekanismin inhiboituminen, inhibiittorit sekd substraatit...............ccc.cc..... 8
1.5MXR-mekanismin toiminnan teStaaminen...........cccoeevireninieniienene e 11
1.6 MXR-mekanismin toiminta ja ABC-proteiinien esiintyminen vesieldimilla seka
vesikirpulla Daphnia Magna .........ccccveeiieieeie e 14
A Yo I 1Yo PSP 17
2 AINEISTO JAMENETELMAT ..ottt 17
2.1 K0e-elainten YHEAPITO .......coeveiiiiieie s 17
2.2 KOBASELEIMAL ..ot ettt et enes 18
2.3 ABC-proteiinien inhibiittoreina ja substraatteina kéytetyt aineet ........................ 19
2.4 Tulosten laskeminen ja tilastollinen teStaus ...........ccccvveveiievi e 21
B TULOKSET ..ottt b et e saesa e e e et e stesnenreereeneens 21
3.1 Verapamilin vaikutus ABC-proteiinien inhiboitumiseen ja substraattina kéytetyn
kalseiini-AM:n kertymiseen vesikirpulla Daphnia magna.........ccoceeeveniiinennnnnns 21
3.2 Verapamilin vaikutus ABC-proteiinien inhiboitumiseen ja substraattina kéytetyn
rodamiini B:n kertymiseen vesikirpulla Daphnia magna ..........ccccooeieienciinnnnnnns 22
3.3 Reversin 205:n vaikutus ABC-proteiinien inhiboitumiseen ja substraattina
toimivan rodamiini B:n kertymiseen vesikirpulla Daphnia magna............cc.cceeee.. 23
3.4 MK571 vaikutus ABC-proteiinien inhiboitumiseen ja substraattina toimivan
rodamiini B:n kertymiseen vesikirpulla Daphnia magna ..........ccccooevvienciininnnnnns 24
3.5 Nikkelikloridin (NiCl,) vaikutus ABC-proteiinien inhiboitumiseen ja
substraattina toimivan Ca-AM:n kertymiseen vesikirpulla Daphnia magna............. 25
3.6 Nikkelikloridin (NiCl,) vaikutus ABC-proteiinien inhiboitumiseen ja
substraattina toimivan rodamiini B:n kertymiseen vesikirpulla Daphnia magna......25
3.7 Kadmiumkloridin (CdCl,) vaikutus ABC-proteiinien inhiboitumiseen ja
substraattina toimivan Ca-AM:n kertymiseen vesikirpulla Daphnia magna............. 26
4 TULOSTEN TARKASTELU ..ottt 27
4.1 MXR-mekanismin toimivuuden tarkastelu taysikasvuisella Daphnia magnalla.27
4.2 Koeolosuhteiden arvioiNti ..........ccooeieiiiiieiieieee e 30
4.3 Verapamilin vaikutus ABC-proteiinien toiminnan inhiboitumiseen D. magnalla
sek& muilla VeSIElAIMITIA ............coviiee s 32
4.3.1 Verapamilin toksinen vaikutus vesikirppuun (D. magna) ja muihin vesieldimiin
.................................................................................................................................... 34
4.4 Reversin 205 vaikutus ABC-proteiinien toiminnan inhiboitumiseen D. magnalla
sekd muilla VeSIEIAIMIIIA ..o 35
4.5 MK571 vaikutus ABC-proteiinien toiminnan inhiboitumiseen D. magnalla sek&
MUl VESTEIAIMITIA ... 35
4.6 Raskasmetallien vaikutus vesieldaimiin sekd MXR-mekanismiin ..............c......... 38
4.7 Nikkelikloridialtistuksen vaikutus ABC-proteiinien toiminnan inhiboitumiseen
D. magnalla sekd muilla vesiel&imilla ... 39
4.8 Kadmiumkloridialtistuksen vaikutus ABC-proteiinien toiminnan inhiboitumiseen
D. magnalla sekd muilla vesiel&imilla ... 40
5 JOHTOPAATOKSET ..ottt ettt sttt en e 42
L0 =] SRS 43

KIFJAITISUUS .. bbbttt bbbt 43



1 JOHDANTO
1.1 Multiksenobioottinen resistenssi MXR elididen suojamekanismina

Eli6t altistuvat jatkuvasti erilaisille ymparistossa esiintyville haitallisille vierasaineille.
Ympéristossd esiintyy monia ihmisperdisia aineita ja kemikaaleja, kuten raskasmetalleja,
dioksiineja, PCB-yhdisteitd, palonestoaineita sek& torjunta-aineita, joiden vaikutusta
elidihin ei vield tunneta. Useat tutkimukset kuitenkin viittaavat ndiden aineiden ja
kemikaalien olevan monin tavoin haitallisia elioille. Erilaisilta haitallisilta vierasaineilta
suojautuminen on siten elididen selviytymisen kannalta tarkedd. Elidille on kehittanyt
monia puolustusmekanismeja, joilla voidaan estaa haitallisten aineiden vaikutusta eli6issa.
Elididen elimistoon, kudoksiin ja solujen sisélle kertyneita haitallisia vierasaineita voidaan
metaboloida sekd erittdd monin tavoin. Esimerkiksi immuunipuolustuksen tai
entsymaattisen muutunnan avulla, jolla haitallisia aineita pyritddn muokkaamaan aineita
helpommin eritettdvddn muotoon (Timbrell 2001). Elididen altistuminen ympéristossa
esiintyville vierasaineille tapahtuu esimerkiksi ravinnon, hengitysilman sekd veden
valityksella (Bain ym. 1997).

Erds merkittdvd solutasoinen suojautumiskeino haitallisia aineita vastaan on
moniksenobioottinen-/monildakeresistenssi MXR/MDR  (multixenobiotic  resistance/
multidrug resistance). MXR on solukalvolla esiintyvien ATP:ta sitovien ja hydrolysoivien
ABC-proteiinien (ATP-binding cassette) toimintaan perustuva mekanismi, joka estaa
monien erilaisten proteiinien substraatteina toimivien vierasaineiden sek& solujen omien
haitallisten aineenvaihdunnantuotteiden paasyéa ja kertymista soluihin. MXR toimii ikaan
kuin ensimmaisend seka viimeisena puolustusmekanismina haitallisia aineita vastaan,
estamalla aineiden padsyé soluihin ja poistamalla jo kertyneitd aineita tai solun haitallisia
aineenvaihdunnan tuotteita soluista (Bard 2000, Epel ym. 2008). Kyseinen
puolustusjarjestelmé@ on kuitenkin herkka erilaisille ympériston ja ihmisen tuottamille
aineille, jotka estadvat MXR-mekanismia hoitavien ABC-proteiinien tehokasta toimintaa.
Néiden proteiinien toiminnan estyessa myrkyllisid aineita paédsee kertymaén soluihin ja
vaikuttamaan haitallisesti elioén (Smital ym. 2004). MXR-mekanismi ja sen proteiinien
toiminta on myo6s yhteydessa yleisesti tunnettuun aineiden metaboliaan | ja Il vaiheiden,
kuten CYP450- ja GST-detoksifikaatio-entsyymien toimintaan. Tall6in MXR-mekanismin

ABC-proteiinit auttavat poistamaan soluista aineita, joita on muokattu CYP450-



jarjestelman entsyymien toimesta. Yhdessa CYP450-entsyymien kanssa MXR-mekanismi
muodostaa  solunsisdisen  haitallisia ~ aineita =~ muokkaavan  ja  poistavan
detoksifikaatiojarjestelman (Bard 2000, Yuan ym. 2014).

Ensimmaisen kerran MXR-mekanismin toimivuus havaittiin, kun huomattiin
syOpékasvainten olevan vastustuskykyisia syopaléékkeille. Syopasolujen vastustuskyvyn
todettiin tuolloin liittyvan solukalvolla esiintyviin ABCB1-proteiiniryhmaan kuuluviin P-
glykoproteiineihin (P-gpl), jotka estavat erilaisten syopélaakkeiden péaésya syodpasoluihin.
Toiminnaltaan MXR-mekanismi onkin todettu olevan samanlainen kuin sydpasolulinjoissa
syopalaékkeita vastaan toimiva nk. monildékeresistenssi (MDR) (Juliano & Ling 1976,
Bard 2000). MXR-mekanismin ja P-glykoproteiinien toimintaa on tutkittu paljon
syopalaédkkeille vastustuskykyisten solulinjojen ja kemoterapeuttisten aineiden osalta,
mutta vain vahan tiedetddn vield MXR:n toimintamekanismeista esimerkiksi

ympaéristomyrkkyjen erityksen osalta (Epel ym. 2008).

ABC-proteiiniperheeseen kuuluvia MXR-mekanismia hoitavia solukalvon
siirtjaproteiineja on l0ydetty laajalti Kkaikista elioryhmistd, aina kasveista mikro-
organismeihin, seka kaikista eldvistd soluista. ABC-proteiinit ovatkin yksi laajimpia
elioilla esiintyvia proteiiniryhmid (Van Veen & Konings 1998, Bard 2000, Dean ym.
2001). MXR-mekanismin siirtajaproteiineja on ldydetty eldimilla erityisesti aineiden
erityksesta ja metaboliasta huolehtivien elinten epiteelisoluista, kuten suoliston, maksan ja
munuaisten epiteelisistd sekd endoteelisista soluista, kuten kapilaarisista verisuonista ja
veri-aivoesteestd. Haitallisten aineiden poistoa hoitavien ABC-proteiinien laaja
esiintyminen eri elioryhmien valilla viittaa MXR-mekanismin olevan evolutiivisesti hyvin
vanhaa alkuperdad. MXR on myds luultavasti kehittynyt suojautumismekanismiksi elidille

toisistaan riippumattomana (Dassa & Bouige 2001, Sturm ym. 2009).

MXR-mekanismin yksi keskeisimpid ominaisuuksia on sen proteiinien laaja
substraattispefisyys. ABC-proteiinien tiedetd&n poistavan soluista monia erilaisia
ymparistomyrkkyja seka solun omia aineenvaihduntatuotteita (Bamdad ym. 1999). MXR-
mekanismin on todettu myds monissa tutkimuksissa indusoituvan ja sita hoitavien ABC-
proteiinin transkription lisd&ntyvan erilaisten vierasainealtistusten sekd stressitekijéiden
johdosta, kuten soluvaurioiden tai lampétilan nousun vaikutuksesta (Smital & Kurelec
1998 b, Bard 2000, Eufemia & Epel 2000, Navarro ym. 2012). Saastuneilla alueilla



esiintyvilla elaimilld on todettu esiintyvén korkeampaa MXR-mekanismin aktiivisuutta ja
sitd hoitavien ABC-proteiinien esiintymista verrattuna puhtaammilla alueilla esiintyviin
eldimiin (Minier & Moore 1996, Kurelec ym. 2000, Smital ym. 2000). MXR-mekanismin
ja P-g-proteiinien transkription on todettu my6s voimistuman siirrettdessa populaatio ei-
saastuneesta alueesta saastuneelle (Smital & Kurelec 1998 a, b). Moreaun ym. (2008)
mukaan MXR-mekanismin toiminta elidissa voi olla yksi keskeinen biomarkkeri
tutkittaessa elididen altistumista vierasaineille. Taysin patevdd menetelmaa sen tutkimiseen
biomarkkerina ei viel& ole kuitenkaan kehitelty. Elididen selviytymisen kannalta soluissa
tapahtuva haitallisten vierasaineiden sisdanoton estdminen ja eritys ovat elintarkeita
mekanismeja. N&iden mekanismien ymmartaminen ja tutkiminen lis&a tietoa eri aineiden
metaboliasta ja solujen puolustusmekanismeista haitallisia aineita vastaan (Einicker-Lamas
ym. 2003). MXR-mekanismi ja aktiivisesti toimivat ABC-proteiinit auttavat monia elidita
selviytyméan seka lisddntymaan ymparistossa, jossa esiintyy ihmisperdisié tai luonnollisia
myrkkyja (Bard 2000, Smital ym. 2004). ABC-proteiinien tarkkaa toimintamekanismia tai
spesifisyytta substraatteina toimiville poistettaville aineille ei ole viel& tarkoin maaritetty
(Smital ym. 2004). Lisdad tutkimusta tarvitaan MXR-mekanismin toiminnan
ymmartamiseen seka erityisesti siihen, millaiset yhdisteet kykenevat estdmaan MXR-
mekanismin ABC-proteiinien toimintaa (Moreau ym. 2008).

1.2 MXR-mekanismin proteiinit ja proteiinirakenne

MXR-mekanismin proteiinit luokitellaan kuuluvaksi ATP:td sitovaan ja ATP:n
hydrolysoitumisesta energiaa saavaan ABC-superperheeseen (ATP-binding casette), joihin
tiedetd&n talla hetkelld kuuluvan kahdeksan toiminnallisesti erilaista proteiiniryhméaéa/-
perhettd (ABCA — ABCH). Néistd B-, C- ja G-ryhmén proteiinit hoitavat haitallisten
aineiden kuljetusta solukalvon lavitse ulos solusta (Dean ym. 2005, Sheps ym. 2004).
ABC-proteiinien jako alaperheisiin/proteiiniryhmiin tapahtuu esimerkiksi niiden proteiinin
aminohappotahteen  nukleotideja  sitovan domeenin, proteiinien rakenteen ja
substraattispesifisyyden sekd geenisekvessien eroavaisuuksien perusteella (Van Veen &
Konings 1998, Homolya ym. 2003). ABC-proteiinit voidaan jakaa kahteen ryhmaan,
rilppuen mihin suuntaan ne Kkuljettavat substraattejaan solukalvon lavitse, eli
tuoja/importiini- (import) - ja viejd/eksportiini- (export) proteiineiksi. ABC-eksportiinit
kuljettavat aineita solun sytoplasmasta tai lipidikalvolta ulos. Importiinit hoitavat eri
aineiden, kuten ravinteiden kuljetetusta soluihin (Hollenstein ym. 2007 a).

Importiiniproteiineja tiedetddn esiintyvan vain prokaryooteilla, kun taas solusta aineita



ulosvievia eksportiiniproteiineja esiintyy kaikilla elioryhmilla (Hollenstein ym. 2007 b,
Locher 2009).

ABC-proteiinien rakennetta on madritetty rontgenkristallografian avulla saatujen kuvien
perusteella.  Rakeenteellisesti ABC-proteiinit omaavat samankaltaisen  neljéstéa
proteiinidomeenista koostuvan rakenteen. Toimiva ABC-proteiini koostuu kahdesta
transmembraanidomeenista (TMD), jotka muodostavat kaytavan kuljettavalle aineelle seka
kahdesta sytosolisesta nukleotideja sitovasta domeenista (NBD/ATP-binding cassette
ABC), joissa ATP:n sitoutuminen ja hydrolyysi tapahtuvat (kuva 1) (Hollenstein ym. 2007
a, Locher 2009). Importiineissa TMD:t ja NBD:t koostuvat erillisistd polypeptiiniketjuista,
kun taas eksportiineissa nelja eri domeenia muodostuu samasta polypeptidiketjusta.
Importiiniproteiinit omaavat myos erillisen substraatteja sitovan domeenin (SBP), joka

sitoo liuenneita aineita ja kuljettaa niita proteiinin ulkopinnalle (Locher 2009).

(a) (b)
hydrophilic nutrients: amino acids,
oligopeptides, sugars, ions, siderophores,...

! extracellular
: (periplasm)

membrane

cytoplasm

ATP ADP + P;

ATP ' ADP + P;

xenobiotics, lipids, cancer drugs,
antigenic peptides, ...

Kuva 1. A) ABC-importiiniproteiini. Proteiinissa esiintyy substraatteja sitova domeeni
(SBP), joka tuo hydrofiilisida substraatteja solukalvon domeeneille (TMD). Substraatti
kulkeutuu TMD-domeenien valistd “translokaatiopolkua” pitkin soluun. Domeenit
koostuvat erillisisté osista tuojaproteiineissa.

B) ABC-viejdproteiini, jossa TMD:t ovat liittyneind ABC-domeeneihin. Poistettava
vierasaineena toimivat esim. syopéalaakkeet (Locher 2009).



Hydrofobiset TMD:t ylittdvdat solukalvon useita kertoja o-kierteiden avulla. TMD:n
priméarisekvenssit sekd rakenteet ovat suhteellisen vaihtelevia eri proteiinien vélill4, jopa
niiden solukalvon heliksien lukumé&éra vaihtelee. Ne voivat sisaltdd jopa 10 — 20
solukalvon heliksid, riippuen niiden siirrettavien substraattien massasta sekd kemiallisista
ominaisuuksista (Hollenstein ym. 2007 a). TMD:t maéarittavat siirtdjaproteiinien
substraattispesifisyyden niiden substraatteja sitovien geenialueiden kautta, jotka vaihtelevat
paljon eri proteiinien vélilla (Hollenstein ym. 2007 b, Jones & George 2004).

ABC-proteiinit eivat pelkastaan vaikuta eri aineiden siirtoon ja poistoon solukalvon lavitse,
niillda on soluissa myds monia muita tehtdvid. ABC-proteiinit osallistuvat moniin
solutasoisiin prosesseihin ja niiden saatelyyn (Dassa & Bouige 2001, Homolya ym. 2003).
ABC-proteiinit toimivat mm. ionikanavina ja niiden saatelijéind, solukalvon reseptoreina,
ribosomien kokoamisessa sekd translaatiossa Esimerkiksi ABCB1-ryhmé& toimii myds
nisdkkaiden soluissa sappisuolojen ja rasvahappojen sekd hiivoilla feromonien
kuljetuksessa (Dean ym. 2001, Sheps ym. 2004). Monet sairaudet voivat johtua
puutteellisen ABC-proteiinien toiminnan seurauksena. Esimerkiksi ihmiselld esiintyva
kystinen fibroosi johtuu mutaatiosta, jossa ABC-proteiinin tehtdvd on toimia kloridi-
kanavana (Dean ym. 2001, Higgins 2007).

Yleisimpia ja eniten tutkittuja MXR-mekanismia hoitavia ABC-proteiineja ovat kahden
padluokan proteiinit: 170 kDa P-glykoproteiinit (P-Gpl/ABCB1/MDR1) sek&
monil&akeresistenssiin liitdnnaiset proteiinit (multidrug resistance-associated proteins)
(MRP/ABCC) (Van Veen & Konings 1998, Homolya ym. 2003, Deeley ym. 2006, Sturm
ym. 2009). P-glykoproteiinit (ABCB1) omaavat laajan substraattispesifisyyden ja pystyvét
tunnistamaan laajasti rakenteellisesti ja toiminnaltaan erilaisia substraatteina toimivia
aineita, kuten erilaisia l&dakeaineita ja ymparistomyrkkyjd. Ne estavat myos esimerkiksi
solun omien aineenvaihdunnan tuotteiden sek& fosfolipidien kertymistd soluihin. P-gp:n
substraatteina toimivat yhdisteet ovat yleensd hydrofobisia ja rakenteeltaan tasomaisia
luonnollisia tuotteita, jotka toimivat usein myds detoksifikaatioprosessien entsyymien,
kuten sytokromi P450:n, substraatteina (Bard 2000, Smital ym. 2004). P-gp:n substraatit
ovat varaukseltaan positiivisia tai neutraaleita (Homolya ym. 2003). P-glykoproteiineja on
todettu esiintyvan padosin maksan ja veri-aivo-esteen endoteelisissa soluissa, eli soluissa,
joissa niill& uskotaan olevan erityisen merkittdva rooli estamadssa myrkyllisten aineiden

paasya sisalle soluihin (Dean ym. 2001).



MR-proteiinit (MRP, ABCC) (190-kDa) koostuvat 1531 aminohaposta ja omaavat
geenisekvenssiltédén vain 15 % samankaltaisuuden P-gp:eihin. MR-proteiinien
substraatteina toimivat usein orgaaniset anionit tai negatiivisesti varautuneet molekyylit
(Litman ym. 2001). Osa MR-proteiineista toimii samoin kuin P-gp:t estamélla
vierasaineiden padsya soluihin tai poistamalla soluihin pa&sseité vierasaineita, joita ei ole
muokattu detoksifikaatioprosesseissa (Deeley ym. 2006). Merkittdvin rooli MR-
proteiineilla on kuitenkin solun omien endogeenisten aineenvaihdunnan tuotteiden ja solun
sisélle p&asseiden lipofiilisten vierasaineiden poistossa. Kyseiset aineet on ennen MRP-
vélitteistd poistoa muokattu vierasaineiden metaboliasta huolehtivan CYP450-jarjestelmén
I ja Il. vaiheen detoksifikaatioprosesseissa (Bard 2000, Homolya ym. 2003, Deeley ym.
2006).

1.3 MXR-mekanismin toimintaperiaate

MXR-mekanismin toimiessa tehokkaasti ainoastaan muutamat toksiset aineet paasevat
soluun. ABC-proteiinien on todettu pystyvéan poistamaan rakenteellisesti ja toiminnallisesti
hyvin erilaisia substraatteina toimivia aineita solukalvon l&pi konsentraatiogradienttia
vastaan ulos solusta perustuen ATP:n hydrolysoinnista saatavaan energiaan (Bard 2000).
ABC-proteiinien toiminnan energiariippuvaisuus on todistettu sen kyvysta toimia vain
riittavan korkeassa lampatilassa (21 °C). Matalammassa (4 °C) lampatilassa proteiinit eivat
kykene poistamaan substraattina toimivaa ainetta soluista. Einicker-Lamas (2003) on
tutkinut MXR-mekanismin energiariippuvaisuutta yksisoluisessa alkueldimella (Euglena

gracilis).

Litmanin ym. (2001) ja Locherin ym. (2009) mukaan aineiden ulosvirran tiedetédédn
aiheutuvan rontgenkristallogravian avulla saatujen kiderakennekuvien perusteella
proteiinien rakenteen konformaatiomuutoksesta, jolloin substraatin sitoutuessa solukalvolle
proteiinin aineita sitovan domeenin ja nukleotideja sitovan domeenin Vvélinen
vuorovaikutus lisdantyy. Nukleotideja sitovassa domeenissa sytoplasman puolella,
tapahtuu ATP:n sitoutuminen ja hydrolysoituminen, joka aiheuttaa hetkellisen
konformaation muutoksen TMD:n rakenteissa. Hollesteinen ym. (2007 a) mukaan
NBD:issé tapahtuu talléin 10 — 15 A:n mittaista sulkeutumista verrattuna niiden normaaliin
tilaan. Toisiaan l&hestyvét helikaasit kaantavat talléin TMD:it4d sisddnpdin olevasta

konformaatiosta ulospdin suuntautuvaan konformaatioon. ABC-importiinit voivat tallgin



ottaa vastaan substraatteja niit4 sitovilta proteiinidomeiineilta. ABC-eksportiinit taas
poistavat soluihin kertyneit& aineita ulos soluista (Rees ym. 2009). ATP:n epéorgaanista
fosfaattia (P;) vapautettuaan siirtajaproteiinit voivat palata takaisin sisdanpain
kaantyneeseen konformaatioon. Importiinit voivat siten vapauttaa substraatin sytoplasmaan
ja eksportiinit voivat ottaa uuden substraatin niiden korkean affiniteetin omaaviin
sitoutumiskohtiin (Hollestein ym. 2007 a). Importiini- sekd eksportiiniproteiinien
substraattien kuljetusmekanismin on todettu olevan samanlainen johtuen niiden

samankaltaisesta proteiinirakenteesta (Rees ym. 2009).

Vaikka MXR-mekanismin paaasiallinen tehtdvd on estdd haitallisten aineiden pé&sya
soluihin, on se myds yhteydessa vierasaineiden ja solun omien haitallisten
aineenvaihdunnan/metabolian tuotteiden poistoon soluista entsymaattisesti toimivan
sytokromi P450-jarjestelmén avustuksella. Solun siséltdpdin tapahtuvaan vierasaineiden tai
solun omien aineenvaihdunnan tuotteiden poistoon liittyy tall6in usein aineiden
entsymaattinen muutunta tai nk. detoksifikaatio, jotka muuttavat aineita vahemman
myrkyllisiksi ja helpommin poistettaviksi hydrofiilisemmiksi yhdisteiksi. Vierasaineita
muokataan talléin I-vaiheen tai ll-vaiheen detoksifikaatio-entsyymien avulla (Bard 2000,
Timbrell 2001, Epel ym. 2008). Solun sisélle kertynyt aine tai solun oma endogeeninen
substraatti voidaan poistaa solusta I-vaiheen avulla, sytokromi P450-jarjestelméssa
tapahtuvassa hydroksylaatiossa ja Il-vaiheen avulla, kuten glutationin konjugaatiolla,
jolloin detoksifikaatio entsyymien vaikutuksesta aine muutetaan hydrofiilisempaan
muotoon (kuva 2). Il-vaiheen konjugoidut aineet poistetaan usein MRP-vdlitteisesti. MR-
proteiinit tunnistavat ja poistavat talloin aineita, jotka ovat konjugoituneita Il-vaiheen
entsymaattisen muutunnan avulla, kuten glutationeilla, glukoronideilla tai sulfaattiestereilla
(Van Veen & Konings 1998, Homolya ym. 2003.) P-gp-vélitteinen vierasaineiden
poistaminen soluista ei taas ole riippuvaista solun entsymaattisesta detoksifikaatiosta.
Muokkaamaton vierasaine toimii talloin proteiinin substraattina, jolloin solukalvolla
tapahtuva transformaatio ei ole edellytys aineen poistolle solusta, toisinkuin MRP-

valitteisessa aineen poistossa (Bard 2000).
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Kuva 2. Vierasaineen (X) poistaminen solusta solukalvon aktiivisten MXR-roteiinien,
MRP ja P-gp, sekd I- ja ll-vaiheen detoksifikaatio-entsyymien avulla. Kuvassa vahainen
madra hydrofobista ainetta (X) liikkuu solukalvon l&pi ja padsee kertym&dn soluun vain
vahan, kun taas suurempi konsentraatio ainetta (X) kertyy soluun. Aineen poistamiseksi
solusta, se metaboloidaan yhden tai useamman CYP-entsyymin toimesta. Hydrolysoitu
aineenvaihdunnantuote (X) poistetaan joko P-gp-vélitteisesti tai muokataan edelleen
GST:n katalysoimalla glutationikonjugaatiolla (GSH). Glutationikonjugoitu aine (G-S-X)
poistetaan solusta MRP-valitteisesti (Bard 2000).

1.4 MXR-mekanismin inhiboituminen, inhibiittorit seka substraatit

MXR-mekanismin aineiden ulosvirtaa hoitavien ABC-proteiinien toiminta voi inhiboitua
erilaisten seka luonnollisten ettd ihmisperéisten yhdisteiden toimesta, jolloin toksisia
aineita péasee kertyméén sisalle soluihin (Epel ym. 2008). Kaksi merkittavintd syyta
naiden ABC-proteiinien tehokkaan toiminnan estymiseen on myrkyllisen aineen suuri
konsentraatio, joka ylittd4 proteiinien toimintakapasiteetin, jolloin proteiinit eivét pysty
enda estdméaan kaikkien molekyylien sisddnpadsya seké vierasaineiden molekyylirakenne,
jota ABC-proteiinipumput eivat pysty tunnistamaan. Esimerkiksi monet ihmisperéiset
kemikaalit, kuten diklooridifenyylitrikloorietaani (DDT) ja polyklooratut bifenyylit (PCB)
pystyvat kulkeutumaan vapaasti solukalvon lavitse, koska ne ovat molekyylirakenteeltaan
lipofiilisi& (Timbrell 2001, Epel ym. 2008).

Aineita ja yhdisteitd, joiden tiedetddn héiritsevan ja estdvdan MXR:44 hoitavien ABC-

proteiinien toimintaa sek& mahdollistavan substraatteina toimivien yhdisteiden paasyéa



soluihin, kutsutaan inhibiittoreiksi tai ns. kemiallisiksi herkistdjiksi (chemosensitizers).
N&ma aineet toimivat usein epésuorasti toksisina yhdisteind mahdollistaen haitallisten
substraatteina toimivien aineiden paasyd soluihin. Kemiallinen herkistdminen
(kemosensitaatio) onkin  keskeinen  ominaisuus MXR-mekanismia haittaavien
ympaéristokemikaalien osalta. Kemiallisten herkistéjien toiminnan tutkiminen on kuitenkin
vield melko varhaisessa vaiheessa (Luckenbach ym. 2004, Epel ym. 2008). MXR:n
toimintaa estdvat aineet voidaan luokitella Kkilpaileviksi ja ei-kilpaileviksi inhibiittoreiksi.
Kilpailevat inhibiittorit haittaavat ABC-proteiinien kykya tarttua substraatteihin
sitoutumalla itse niiden sitoutumiskohtiin. Ne voivat myds haitata proteiinipumppujen
toimintaa saturoimalla niitd. Talldin poistettavaksi tarkoitetun substraattina toimivan
haitallisen aineen sitoutuminen ja aktiivinen kuljetus solukalvon lapi estyy. Tyypillinen
esimerkki  Kilpailevasta inhibiittorista on verapamil, jota usein kaytetdankin
laboratoriokokeissa malli-inhibiittorina tutkittaessa ABCB1-proteiiniryhman esiintymista.
Ei-kilpailevat inhibiittorit estavat taas esimerkiksi proteiinipumppujen ATPaasi-
entsyymien aktiivisuutta, jolloin proteiinien ATP:n energiasta riippuvainen aineiden
kuljetus solukalvon lavitse estyy. Esimerkiksi usein kaytetty testi-inhibiittori syklosporiini
A toimii ei-kilpailevana inhibiittorina (Epel ym. 2008, Faria ym. 2011). Myos
proteiinikinaasi C:n saatelyyn vaikuttavien inhibiittoreiden, kuten staurosporiinin, on

todettu vahentévan P-gp-aktiivisuutta (Kurelec 1995).

Litmanin ym. (2001) mukaan usein ongelmana tutkittaessa MXR-mekanismin toimintaa on
erottaa toimiiko aine ABC-proteiinien substraattina vai ABC-proteiinien toimintaa
estavana inhibiittorina. Yleisesti substraatiksi luokitellaan aine, joka poistetaan solusta
ABC-proteiinipumppujen avulla tai aine, joka toimii katalyyttina proteiinien ATPaasin
aktiivisuudelle. Substraattina toimivat aineet voivat kuitenkin vaikuttaa P-gp:n ATPaasien
aktiivisuuteen stimuloiden niitd alhaisissa pitoisuuksissa, mutta inhiboiden suuremmissa
pitoisuuksissa. Esimerkiksi usein MXR-mekanismin aktiivisuutta mittaavissa testeissé
inhibiittorina k&ytetyn verapamilin on todettu aktivoivan P-gp:n ATPaaseja alhaisissa
pitoisuuksissa, mutta inhiboivan korkeissa pitoisuuksissa (Ambudkar ym. 1999, Litman
ym. 2001). Zajan ym. (2011) mukaan solukalvolta siirrettdvén substraatin I4sndolo
kiihdyttad proteiinin ATPaasinen aktiivisuutta. Inhibiittorina toimivan aineen l&sndolo taas
vahentdd ATPaasien aktiivisuutta, joko estamalla ATP:n hydrolysoitumista tai sitoutumalla
itse siirtajaproteiinin aktiivisiin kohtiin suurella affiniteetilla. Litmanin ym. (2001) mukaan

verapamilin toiminta ABC-proteiinien inhibiittorina perustuu osaksi myos sen vahvaan
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lipofiilisyyteen, jolloin se pystyy lapaisemadn solukalvon helposti ja diffunsoitumaan
takaisin solukalvolle, vaikka olisikin poistettu P-gp-valitteisesti. Talldin P-gp:n ATPaasien

aktiivisuus on tarpeetonta verapamilin liikkuessa jatkuvasti edestakaisin solukalvolla.

ABC-proteiinien inhibiittoreina toimiviksi aineiksi on tunnistettu hyvin laaja maara
kemiallisilta ominaisuuksiltaan erilaisia ihmisperéisida sekd luonnollisia aineita ja
yhdisteita, kuten  torjunta-aineita, pestisideja, raskasmetalleja, hajusteita,
perfluoroyhdisteitd, laakeaineita, polyaromaattisia hiilivetyja ja jopa nanopartikkeleita
(Altenburger ym. 2003, Luckenbach ym. 2004, Smital ym. 2004, Epel ym. 2008, Anselmo
ym. 2012). Smitalin ym. (2004) mukaan mikali ymparistoon péaasee vaikka yksikin ABC-
proteiinien inhibiittorina toimiva muutoin myrkytén aine, voi se aiheuttaa saastuneessa
ymparistdssd huomattavan suurta toksista vaikutusta elidihin ympéristossa ennestdéan
esiintyvien toksisten aineiden pa&stessd kertymaddn elion soluihin. Tiedetéan, ettei
ymparist0ssé voi esiintyd pelkastaan vain yksittéisia elidille toksisia aineita tai yhdisteita.
Ymparistossa esiintyvien luonnollisten sekd ihmisperdisten aineiden yhteisvaikutus voi
usein olla eliélle monin kerroin haitallisempaa ja usein myo6s vaikeasti etukéteen
arvioitavissa (Altenburger ym. 2003, Epel ym. 2008, Vandenbrouck 2009). Eras syy
MXR-mekanismia hoitavien ABC-proteiinien suureen madaréan voi olla niiden kyky
tunnistaa vain tietynlaisia substraatteina toimivia aineita tai se, etta eri proteiinit voivat

vaikuttaa eri tavoin samaan substraattiin (Epel ym. 2008, Lee ym. 2004).

Litmanin ym. (2001) ja Epelin (1998) mukaan P-glykoproteiinien yksi keskeisimpia
ominaisuuksia on niiden laaja substraattispefisyys. P-glykoproteiinien
substraattispesifisyytta ei ole vield kuitenkaan pystytty tarkoin maarittdamaéan. Substraatit
eroavat mm. niiden vaikutuskohteiden seka kemiallisten rakenteiden ja ominaisuuksien
perusteella (Endicott & Ling 1989, Bard 2000). P-gp:n substraateille yhteisia
ominaisuuksia on hydrofobisuus tai amfipaattisuus, korkea molekyylipaino (massa
enemman kuin 800 Da) sekd kationisuus tai neutraali varaus, mutta ei koskaan anionisuus
(Endicott & Ling 1989, Litman ym. 2001, Higgins 2007). Bainin ym. (1997) mukaan
substraatit, jotka voidaan P-glykoproteiinien toimesta poistaa soluista omaavat myos
alemman lipofiilisyyttd madrittdvan log Koy-arvon seka vetysidospotentiaalin kuin
substraatit, joita P-gp:t eivat pysty poistamaan. Kyseiset ominaisuudet ovat yhteydessa
molekyylien vesiliukoisuutta lisddvéan hydroksylaatioon. Viimeisen vuosisadan aikana

tieto P-gp:n vastustuskyvystéd on laajentunut syopalaakkeina kaytetyista vinka-alkaloideista
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ja antrasykleeneistd moniin muihin kemiallisiin yhdisteisiin. P-glyko-proteiinit pystyvét
estamadn mm. sytotoksisten molekyylien lisdksi, esim. antibioottien, malarialadkkeiden ja
herbisidien kertymistda soluihin (Higgins 2007). Eufemian & Epelin (2000) mukaan
altistumisen DDE:lle, nautriumarseniitille ja kadmiummetallille on taas todettu lisd&vén P-
gp:n aktiivisuutta ja substraattien ulosvirtausta soluista, vaikka naiden aineiden ei tiedeté
toimivan varsinaisesti P-gp:n substraatteina. Lisaksi myos epdorgaanisen elohopean,
pentokloorifenolin (PCP) seké herbisidina kaytetyn DCPA:n (Dacthal) tiedetadén lisadvan
MXR-mekanismin ABC-proteiinien indusoitumista (Navarro ym. 2012, Campos 2014).
Kingtong ym. (2007) ja Costan ym. (2012) mukaan my0s vesiympéristoissa usein
esiintyvat myrkylliset tributyylitina (TBT) seka benzo[a]pyreeni (BaP) indusoivat ABC-
proteiinien indusoitumista niiden konsentraatiosta riippuen testatuilla vesielaimilla Niilin
tilapialla  (Oreochromis niloticus) sekd osterilla (Saccostrea forskali). Usein
ympaéristomyrkkyjen haitallisuus tulee ilmi vasta riittdvan korkeissa pitoisuuksissa, jotka
ylittavat ABC-proteiinien toimintakapasiteetin. Esimerkiksi Xu ym. (2014) tutkineet P-gp-
inhibiittorina toimivan verapamilin vaikutusta yhdessa eri biosidien kanssa merisiilin
(Strongylocentrotus intermedius) 0 — 50 h ikdisilla alkioilla mitattuna S. intermediusin
alkion kehitysta 50 % haittaavana ECsp-arvona. He ovat huomanneet samanaikaisen
verapamil- ja biosidialtistuksen aiheuttaman toksisen vaikutuksen olevan tapauskohtaista,
riippuen siitd toimiiko biosidi P-gp:n substraattina. Mikali biosidi toimii P-g-proteiinin
substraattina ja poistuu normaalisti P-g-proteiinin toiminnan vaikutuksesta, sen toksinen

vaikutus eldimeen my6s on huomattavasti suurempi P-gp:n inhiboituessa.

MXR-mekanismin toiminnan voimistumisen on todettu lisddntyvan myds erilaisten
stressitekijoiden, kuten soluvaurion tai lampotilan nousun seurauksena (Smital & Kurelec
1998 b, Bard 2000, Eufemia & Epel 2000, Minier ym. 2000). Eufemian & Epelin (2000)
mukaan MXR-mekansimin ja P-gp:n aktivoitumista ei siten voida aina pitad indikaattorina
sille, etta eldin olisi altistunut jollekin kemikaalille.

1.5 MXR-mekanismin toiminnan testaaminen

MXR-mekanismin toimintaa ja eri ABC-proteiiniryhmien toiminnan aktiivisuutta voidaan
mitata kokeellisesti kahdella tapaa, maarittamalla erilaisten aineiden biokertyvyytta
soluihin tai ABC-proteiinien toiminnasta johtuvaa aineiden ulosvirtausta soluista. Aineiden
biokertyvyyden sekd ulosvirtauksen mittaus tapahtuu yleensd proteiinien substraatteina

toimivien fluoresoivien variaineiden, kuten rodamiinien tai kalseiini-AM:n, aiheuttaman
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solunsisdisen fluoresenssin tai radioaktiivisten aineiden, kuten *C vinblastiinin avulla.
Biokertyvyyden maaritys voidaan tehdd variainealtistuksen jalkeen eldvista ja
ldpikuultavista soluista tai kudoksista (in vivo), kuten kidusten soluista, verisoluista tai
alkioista, tarkastelemalla solunsisaista fluoresenssia fluoresenssimikroskoopilla tai eldimen
kudosten homogenaatista fluorometrilaitteen avulla (Smital & Kurelec 1998 a, Bard 2000,
Epel 2008). Talloin MXR:n toimintaa ja aktiivisuutta voidaan tarkastella solujen
fluoresenssin  voimakkuuden avulla. Mikéli solukalvon ABC-proteiinit toimivat
tehokkaasti, vain vahan substraattina toimivaa fluoresoivaa variainetta kertyy soluihin ja
solujen fluoresenssi on heikkoa. ABC-proteiinien toiminnan inhiboiduttua taas soluihin

paédsee kertymddn substraattina toimivaa vériaineitta ja solujen fluoresenssi on

F, i

i

voimakkaampaa (kuva 3) (Epel ym. 2008).

Kuva 3. Esimerkki fluoresenssimikroskoopilla otetuista kuvista, joissa substraattina
kaytettya fluoresoivaa vériainetta rodamiini B:td (punainen véri) seka kalseiini-Am:aa
(vihred véri) kertyy simpukan kidusten sek& merisiilin ja seeprakalan alkioiden soluihin.
Vasemman puoleisissa kuvissa nédkyy MXR-proteiinien tehokas toiminta, jolloin solun
sisélle on pa&ssyt kertymddn vain véhén fluoresoivaa vdriainetta. Oikeanpuoleisissa
kuvissa taas MXR-proteiinien toiminta on inhiboitunutta, jolloin solujen sisalle on kertynyt
enemman fluoresoivaa vériainetta (Epel ym. 2008).

g -

Aineen ulosvirtauksen madrityksessd aiemmin elididen solujen ja kudosten sisalle
kertyneen fluoresoivan vériainesubstraatin ulosvirtauksen mé&éardd maaritetddn elion
kasvatusliuoksesta.  Fluoresoivan vdriaineen ulosvirtauksen maar4d on suoraan

verrannollinen P-g-proteiinien ja muiden ABC-proteiinien aktiivisuuteen. Aktiivisesti
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toimivien ABC-proteiinien vaikutuksesta kasvatusliuokseen erittyy enemman fluoresoivaa
variainetta. Taman tekniikan avulla koe-eldimi& ei tarvitse vahingoittaa kokeen aikana ja
eldimet ovat uudelleen kaytettavissa myds seuraaviin testeihin (Smital & Kurelec 1998 a,
Bard 2000).

Kummassakin tapauksessa fluoresoivan variaineen biokertyvyyttd voidaan mitata myods
ABC-proteiinin inhibiittorina toimivien aineiden kanssa. Kaytetyn inhibiittorina toimivan
aineen tulisi estdd ABC-proteiinien toimintaa, jolloin substraattina toimivaa variainetta
paasee kertymdan eldimen soluihin tai kudoksiin ja sitd esiintyy myds vdhemman
altistusliuoksessa (Essodaigui ym. 1998, Smital & Kurelec 1998 a, Bard 2000). Kaytetyt
inhibiittorit ovat usein spesifisia vain tietyille ABC-proteiiniryhmille. Esimerkiksi
ABCBL1-ryhman osalta inhibiittorina kaytetdan yleisesti syklosporiinia ja sen johdannaista
PSC833:a, reversiini 205:a tai verapamilia, ABCC-ryhman osalta esim. MK571:ta (Epel
2007, Luckenbach ym. 2008). Mahdollista on kuitenkin, ettd inhibiittorit vaikuttavan
samanaikaisesti moniin eri ABC-proteiiniryhmiin. Tarpeeksi suuret inhibiittoripitoisuudet
pystyvat siten inhiboimaan useita ABC-proteiiniryhmia. Esimerkiksi verapamilin on
todettu estdvan myds MR-proteiinien toimintaa suuremmilla pitoisuuksilla (Litman 2001,
Epel 2007, Faria ym. 2011).

ABC-proteiinien esiintymistd elidilla voidaan tutkia myos etsimélla kyseisid proteiineja
koodaavia geenisekvensseja elididen periméstd esim. PCR-menetelmien avulla. Tallgin
luodaan l&hilajin sekvenssien perusteella alukkeet, jotka tunnistavat PCR:ssa halutun
geenisekvenssin ja saavat aikaan PCR-reaktion etenemisen. Moreay ym. (2008) mukaan
vield tiedetddn vain vahdn MRP:n geenisekvenssien esiintymisen osalta vesieldimilla.
Taman vuoksi mallialukkeina on jouduttu kayttdmaan geenisekvensseja taksonomisesti
hyvinkin erilaisilta lajeilta. Kaytetyt mallialukkeet ovat otettu mallipankeista. Suuri
yhdenmukaisuus aminohappojen ja nukleotidien osalta osoittaa kuitenkin selvasti
esimerkiksi MR-proteiineja esiintyvan myos vesieldimill4, kuten esimerkiksi heidéan

tyossaan tutkitulla keltajuovamullolla (Mullus surmuletus) (Sauerborn ym. 2004).

ABC-proteiinien ilmenemista eli6illd tutkitaan western blot-menetelmilld ja seka
entsyymivélitteiselld immunosorbenttimaarityksella eli ELISA-menetelmilld. Talloin
tutkitaan proteiinien esiintymista elitssa spesifien vasta-aineiden avulla, jotka tunnistavat

kyseiset proteiinit (Smital & Kurelec 1998 a, Smital ym. 2000, Moreay ym. 2008). Myds
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selkdrangattomilla vesieldinlajeilla on tunnistettu monia nisékkaiden ABC-proteiinin
kanssa vastaavia proteiineja (Smital & Kurelec 1998 a). Usein on kuitenkin mahdollista,
ettei proteiineja pystytd ilmentamaan tutkittavalla eli6lld johtuen sopimattoman, kuten

toisella lajilla esiintyvén vasta-aineen kaytosta (Smital ym. 2000).

1.6 MXR-mekanismin toiminta ja ABC-proteiinien esiintyminen vesielaimilla seka
vesikirpulla Daphnia magna

MXR-mekanismin ja sit4 hoitavien ABC-proteiinien tutkiminen on tarpeellista erityisesti
vesielididen suhteen, silld myrkyllisid aineita kertyy usein paljolti vesistoihin ja vesieliot
ovat siten erityisen alttiita altistumaan haitallisille aineille. Useat vesi- ja
sedimenttindytteet kertovat vesistdjen sisaltdvan monia MXR-mekanismiin haitallisesti
vaikuttavia aineita, eli ns. kemiallisia herkistjia ja ABC-proteiinien inhibiittoreita, jotka
lisddvat sekd solujen omien haitallisten endogeenisten ettd ulkopuolisten vierasaineiden
akkumulaatiota soluihin (Smital & Kurelec 1997, Kurelec ym. 2000, Smital ym. 2004).
Vesistojen saastuneisuudesta huolimatta vesieliot pystyvéat monesti kuitenkin elaméan seka
lisadntymaan elinymparistossaan, jossa esiintyy toksisia yhdisteitd. Yhtend merkittdvana
syyna elididen selviytymiseen saastuneessa ympéristossa on toimiva MXR-mekanismi.
Vesieldinten kudoksista on usein I0ydetty merkittdvasti véhemman epépuhtauksia kuin
niiden elinympariston naytteissa (Toomey & Epel 1993, Smital & Kurelec 1998 b, Smital
ym. 2004). Bardin (2000) mukaan useat laboratorio- ja kenttdkokeet ovat osoittaneet
MXR-mekanismin aktiivisuuden voimistumista  sek& korkeampien P-g-
proteiinipitoisuuksien  esiintymistd  erityisesti  saastuneilla  alueilla  el&villa
vesieldinpopulaatiolla. My6ds Smital ja Kurelec (1998 b) ovat todenneet saastuneelle
vedelle altistumisen lisddvdn MXR-mekanismin aktiivisuutta. He ovat todenneet MXR-
mekanismin toimivan tehokkaammin saastuneella alueella elavalla merietanapopulaatiolla
(Monodonta turbinata) tutkimalla sdilyketehtaan jatevedelle altistuneen M. turbinata
populaation MXR-mekanismin ilmentymista ja voimistumista verrattuna saastumattomalla
alueella eldvéan saman lajin populaatioon. Saastumattomalla alueella eldneeseen M.
turbinata populaatioon kertyi tallgin altistuskokeessa 281 % enemmén ABC-proteiinien
substraattina kaytettya vinkristiinia (*H-VCR) kuin saastuneella alueella elaneeseen

populaatioon.

Erds luonnollinen esimerkki ABC-proteiinien inhibiittorina toimivasta aineesta vesistoissé

on luonnon orgaanisen aines (NOM), jonka on todettu haittaavan MXR-mekanismin



15

aktiivisuutta, jopa NOM:in luonnossa esiintyvissad pitoisuuksissa 0,6 ja 1,2 mmol/L
tehdyissa 24 h altistuksissa. Syytd miksi NOM toimii ABC-proteiinien inhibiittorina, ei
vield kuitenkaan tiedetd. Mahdollisesti sen kyky toimia proteiinien inhibiittorina voi johtua
sen sisaltamistd funktionaalisista ryhmista (Timofeyev ym. 2007). Vastaavasti taas
makeanveden yksisoluisen ripsieldimen (Tetrahymena tyripormis) on todettu olevan
vastustuskykyinen PAH-aineille johtuen P-g-proteiinien esiintymisestd ja aktiivisesta

toiminnasta (Bamdad ym. 1999).

Bardin (2000) mukaan tunnetuimman ABC-proteiiniryhman, ABCB1/P-gp:n Kkaltaisia
geenejé, proteiineja sekd vierasaineiden poistamisen aktiivisuutta on I6ydetty melkein 40
makean ja suolaisen veden lajilla. Myds tehdyt kokeelliset testit monilla selkérangattomilla
sekd meriveden ettd makeanveden vesieldimilla ovat osoittaneet P-gp-inhibiittoreiden
aiheuttavan pitoisuuden kasvusta riippuvaista substraatteina kéaytettyjen rodamiinien,
kalseiini Am:n ja vinkristiinien Kkertymistd vesieldinten soluihin, mik& todistaa
vesieldimilla esiintyvan aktiivista siirtdjaproteiinien toimintaa. MXR-mekanismin
toiminnan testauksessa kadytetyt inhibiittorit ovat olleet tyypillisia nisakkailla kéaytettyja eri
ABC-proteiiniryhmien inhibiittoreita kuten verapamil, syklosporiini A, starurosporiini
(Smital & Kurelec 1998 a, Bard 2000, Smital ym. 2004). Vesieldinten kudoksista
I6ydettyjen ABC-proteiinien on todettu myds olevan western blot-menetelmilld tehtyjen
tutkimusten perusteella usein homologisia nisakkaiden soluissa esiintyvien P-g-proteiinien
kanssa (Bard 2000). Myds ABCC/MR-proteiinien osalta tehdyissa tutkimuksissa on
I6ydetty MP-proteiinien geeneja esiintyvan ja toimivan seka makeanveden ettd meriveden

vesieldimill, kuten simpukoilla seké kaloilla (Sauerborn ym. 2004).

Monilla makeanveden selkarangattomilla eléinlajeilla, kuten vesikirpulla, on tehty vasta
vahan tutkimusta MXR-mekanismin ja ABC-proteiinien toiminnasta. Sturm ym. (2009)
ovat tutkineet MXR-mekanismin kuuluvien ABC-proteiiniryhmien esiintymista
vesikirpulla Daphnia pulex tutkimalla proteiineja koodaavien geenisekvenssien
esiintymista D. pulexin genomissa. Sturm ym. (2009) ovat todenneet D. pulexin genomissa
esiintyvan 64 ABC-proteiinia kaikista alaryhmistda A — H. D. pulexilla 16ytyy heidan
mukaansa kaksi homologista P-glykoproteiinia (ABCB1) sekd kuusi MR-proteiinia
(ABCC). Campos ym. (2014) ovat julkaisseet ensimmaisend tutkimuksen liittyen MXR-
mekanismin toimintaan sek& ABC-proteiinien esiintymiseen vesikirpulla Daphnia magna

sen eldmén varhaisemmissa vaiheissa; munista neljan vuorokauden ikéisiin juveniileihin
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poikasiin. Tutkimus on perustunut substraatteina toimivien fluoresoivan vériaineiden RhB,
Rh123 ja Ca-AM kertymiseen D. magnan soluihin tunnettujen ABCB1- ja ABCC-
proteiiniryhmien inhibiittoreiden; syklosporiini A, REV205 ja MK571 vaikutuksesta.
Heiddn tekemén tutkimusten mukaan fluoresoivien vériaineiden kertyminen soluihin
lisdéntyy tunnettujen inhibiittoreiden pitoisuuden kasvun vaikutuksesta D. magnalla.
Tulokset kertovat D. magnalla esiintyvén siten toimivia ABC-proteiineja sekd ABCB- etté
ABCC-ryhmistd. He ovat myos selvittaneet gPCR-tekniikalla sekd ABCB- ettd ABCC-
proteiiniryhmien geenien esiintymistd seka ilmentymista D. magnan eri elamanvaiheissa.
Lisaksi he ovat tutkineet tapahtuuko ABC-proteiineissa niiden geenien transkription
muutosta ABC-proteiineja indusoivien aineiden vaikutuksesta. Heidan saamien qPCR:ll&
tehtyjen testitulosten mukaan D. magnalla esiintyy vahaisempaa ABCB1 (P-gp) ja
ABCC1/3 (MRP) transkriptiota D. magnan munilla kuin neonaateilla poikasilla (alle 12 h)
sekd 4 wvrk juveniileilla vaiheilla. ABCC4- sekd ABCC5-proteiinirynmien geenien
transkriptiota esiintyy kaikissa eldman vaiheissa. Yleisesti eniten ABC-proteiinien
transkriptiota ilmenee juveniileilla (4 vrk) D. magnan poikasilla (kuva 4). Kuvasta 4 nakee
my6s ABCC-ryhmaén proteiineja esiintyvan enemmén kuin ABCB-ryhmén proteiineja D.
magnan kaikissa sen eldman varhaisemmissa vaiheissa. Taysikasvuisilla D. magnan

yksiloilla he eivét ole tutkineet ABC-proteiinien transkriptiota tai esiintymista.

1 eggs
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EmmN neonate
juvenile

100

mRNA levels (per 108 185 RNA molecules)
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ABC Transporters

Kuva 4. ABC-proteiiniryhmien esiintyminen vesikirpun Daphnia magna eri eldman
vaiheissa, munista 4 vrk ikaisiin juveniileihin poikasiin.  Eniten ABC-proteiinien
transkriptiota esiintyy juveniileilla 4 vrk ikéisilla poikasilla sekd ABCB- ettd ABCC-
ryhman proteiinien osalta (Campos ym. 2014).
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1.7 Tydn tavoite

Taman tutkielman tavoitteena on tutkia MXR-mekanismia ja ABC-proteiiniryhmien
(ABCB/P-gp ja ABCC/MRP) esiintymistd ja toimintaa tédysikasvuisilla 12 - 14
vuorokauden ikéisilla vesikirpuilla Daphnia magna. ABC-proteiinien toiminnan ja
esiintymisen testaus tapahtuu altistamalla vesikirppuja tunnetuille ABC-proteiini-
inhibiittoreille (VER, REV205 ja MK571) sekda ABC-proteiinien substraatteina toimiville
fluoresoiville vériaineille (Ca-AM ja RhB). Tyodssé selvitetddn my6s kadmiumkloridin
(CdCly) ja nikkelikloridin (NiCl;) vaikutusta MXR-mekanismiin ja ABC-proteiinien
inhiboitumiseen. Mikéli D. magnan soluissa tapahtuu MXR-mekanismin ABC-proteiinien
toiminnan estymista inhibiittoreina kaytettyjen aineiden vaikutuksesta, solujen erittdma
fluoresenssi on voimakkaampaa kuin positiivisessa kontrollissa: pelkké kalseiini-Am- tai
rodamiini B-altistus. Talldin voidaan olettaa tdysikasvuisilla 12 - 14 vrk ikaisilla
vesikirpulla (D. magna) esiintyvan toimivia MXR:n ABC-proteiineja, jotka inhiboituvat
kaytettyjen inhibiittoreiden vaikutuksessa. Tyossa selvitetddn myos kéytettyjen metallien,
kadmiumin (CdCl,) ja nikkelin (NiCl,), vaikutusta MXR-mekanismin toimintaan seka
toksisuutta vesikirppuun ja muihin vesieldimiin. Tyossd koe-eldimena kaytettdva
vesikirppu Daphnia magna on maailman laajuisesti levinnyt planktondyridinen, jota usein
kaytetdan indikaattorilajina tutkittaessa eldinten altistumista erilaisille toksisille aineille. D.
magnalla on todettu olevan muun muassa keskeinen ekologinen vaikutus jarvien ja

lampien ravintoverkon toimivuuteen (Poynton ym. 2007, Sturm ym. 2009).

2 AINEISTO JA MENETELMAT
2.1 Koe-eldinten yllapito

Altistuskokeissa kaytetyt vesikirput D. magna oli kasvatettu Jyvaskylan yliopiston bio- ja
ympéristotieteiden laboratoriossa erillisessd kasvatushuoneessa. Vesikirput oli siirretty
tilavuudeltaan n. kahden litran kokoisiin lasisiin kasvatusvuokiin niiden kuoriuduttua.
Vesikirput olivat talléin samanikaisia samoissa kasvatusvuoissa. Myos vesikirppujen
sukupolvet oli kirjoitettu ylés. Kasvatusliuoksena kaytettiin OECD 202 standardin
mukaan valmistettua M7-vettd, johon oli lisatty 100 pl B-vitamiinia yhta vesilitraa kohden
(OECD 2004). Altistuksissa kaytettaviksi tarkoitetut vesikirput kerattiin syntyneisté
poikasista uusiin vuokiin 100 kpl/vuoka kolmesti viikossa. Osasta syntyneistd poikasista

tehtiin uusia emoja kerddmalla niita 50 kpl/vuoka. Vesikirppuja ruokittiin péivittain, paitsi
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viikonlopun aikana, kasvatuslevélla 50 ml/vuoka. Kasvatushuoneen lampdétila oli séadetty
20 °C ja valorytmi 8/16 h.

2.2 Koeasetelmat

Tehdyissd kokeissa altistettiin vesikirppuja (Daphnia magna) MXR-mekanismin eri
proteiiniryhmi& inhiboiville aineille (verapamil, reversin 205 ja MK571) seka nikkeli- ja
kadmiummetalleille (NiCl, ja CdCl,) seka proteiinien substraatteina toimiville
fluoresoiville variaineille (Kalseiini-Am ja rodamiini B) (taulukko 1). MXR-mekanismin
inhibitiota tarkastellaan ty0sséd solunsisaisen fluoresenssin kasvun avulla, jolloin
substraattina k&ytettyd fluoresoivaa vériainetta on padssyt kertymé&an inhibiittorin
vaikutuksesta D. magnan soluihin suhteutettuna mérké&painoon. Tyosséa kaytetyt vesikirput
(Daphnia magna) olivat 10 - 12 paivan ikaisid ja syntyneet samasta sukupolvesta.
Vesikirppujen (8 kpl) altistus inbiittoreille ja variaineelle tapahtui 8 ml tilavuudessa
pimeéssa kahden tunnin ajan. Altistuksen jalkeen vesikirppujen solujen homogenaatin
fluoresenssi mitattiin fluorometrilaitteella (Labsystems Fluoroskan Ascent).

Tyo aloitettiin ilmastamalla lasipullossa n. 1 litra 30 - 60 min. OECD 202 standardin
mukaan valmistettua keinotekoista makeaa vettd (KTM) (OECD 2004). llmastuksen
jalkeen KTM:n pH saadettiin 1 molaarisen suolahapon (HCI) avulla n. 6,50, jotta
inhibiittorina kaytetty verapamil ei olisi sakkaantunut altistusten aikana. llmastettu KTM
kaadettiin lasivuokaan, johon tydssd kaytetyt vesikirput pipetoitiin muovisella pipetilla

niiden kasvatusliuoksesta.

Jokaisesta altistuksesta tehtiin 20 ml tuikepulloihin kolme rinnakkaista 8 ml késittelya (a,b
ja c), joihin liséttiin jokaiseen mikropipetin avulla 200 pl tilavuudessa 8 vesikirppua, seka
yksi 8 ml altistus ilman vesikirppuja (d). Tydssa otettiin huomioon vesikirppujen
pipetoinnin mukana tulevan KTM:n maéra (n. 200 plL/vesikirppu), joka vaihteli aina eri
paivina tehtyjen altistuskokeiden valilld riippuen kdytetysta pipetin kérjesta.

Tyo6ssd valmistettiin ensin negatiivinen kontrolli (8 ml KTM tai 8 ml 0,1 % DMSO) sek&
pienemmastd pitoisuudesta suurempaan altistukset inhibiittoreista tai metalleista
tuikepulloihin. Vesikirput pipetoitiin tuikepulloihin mikropipetilla 200 pl tilavuudessa
aloittaen aina negatiivisesta kontrollista (pelkkd KTM- tai 0,1 DMSO-altistus) ja edeten
pienemmasta inhibiittori- tai metallipitoisuudesta suurempaan. Pipetoinnin aikana

tuikepullot pyrittiin pitdmaan pimedssé folion avulla. Vesikirppuja pidettiin pimedssa
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altistuksessa 2 h ajan, jonka jalkeen niiden maérk&paino punnittiin. Punnitusta varten
pyrittiin poistamaan vesikirppujen mukana tuleva altistusliuos tai KTM kaatamalla liuokset
havaksella vuorattuun lasisuppiloon ja antamalla liuoksen imeytyd havaksen lapi myods
talouspaperiin. Altistuksen aikana kuolleet vesikirput poistettiin eikd niiden markapainoa
mitattu. Punnituksen jalkeen kunkin rinnakkaisen toiston vesikirput siirrettiin pinsettien
avulla 1,5 ml Eppendorf-putkiin. Eppendorf-putkiin pipetoitiin 200 pL tislattua vetté ja
vesikirput homogenoitiin muovisella sauvalla. Eppendorf-putkia sentrifugoitiin 5 min.
1300 rpm 21 °C lampétilassa (Hitachi Himac CT15RE). Sentrifuugiputkiin muodostunut
supernatantti pipetoitiin 200 pl tilavuudessa toisiin 1,5 ml sentrifuugiputkiin. 96-
kuoppalevylle pipetoitiin jokaisesta sentrifuugiputkesta 90 pL supernatanttia kahtena
rinnakkaisena pienemmastd pitoisuudesta suurempaan. Altistuksissa, joissa kéytettiin
fluoresoivana vdriaineena rodamiini B:td, kaytettiin mustaa kuoppalevyd. Seka
varjaysliuosten ettd vesikirppujen homogenaatin fluoresenssi mitattiin fluorometrilaitteella,
Ca-AM: 485 nm/538 nm ja RhB: 584 nm/612 nm. Tyossd pyrittiin myds pitamé&an

kuoppalevyt pimeéassé folion avulla.

2.3 ABC-proteiinien inhibiittoreina ja substraatteina kaytetyt aineet

Tyossa  kaytettiin - MXR-mekanismia hoitavien =~ ABC-proteiinien inhibiittoreina
(x)verapamil hydrokloridia (VER) (Sigma V4629) ja reversiini 205 (REV205) (Sigma
R1401-10MG), jotka on todettu toimivan nisékkailla P-gpl/ABCB-proteiiniryhman
inhibiittorina sekd MK571:a (Sigma M7571-5MG), joka toimii nisakkéilla MRP/ABCC-
proteiiniryhmén inhibiittorina (Luckenbach & Epel 2005). Tyo6ssd tutkittiin  myos
nikkelikloridin (NiCl,) sek& kadmiumkloridin (CdCly) eri pitoisuuksien vaikutusta MXR:n
proteiinien inhiboitumiseen. Fluoresoivina vériaineina ja proteiinien substraatteina
kaytettiin 0,5 uM ja 1 uM Kkalseiini-AM:aa (Ca-AM) (Sigma 56496-20X50UG) tai 10 uM
rodamiini B:t4 (RhB) (Sigma R6626-25G). Kaytetyistd inhibiittoreista verapamil ja
MKS571 oli liuotettu steriiliin veteen, reversiini 205 DMSO:hon. Kaytetyista substraateista
Ca-AM oli liuotettu DMSO:hon ja RhB steriiliin veteen.

Mikali tyéssa huomattiin inhibiittoreiden aiheuttavan alhaisempaa fluoresenssia kontrolliin
verrattuna, inhibiittorin pitoisuutta laimennettiin seuraavia kokeita varten. Erityisesti
verapamilista tehtiin testeja varten monia valilaimennoksia. Vélilaimennukset tapahtuivat

laimentamalla inhibiittorin kantaliuosta steriililla vedella tai DMSO:lla.
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Negatiivisena kontrollina kaytettiin 8 ml 0,1 % dimetyylisulfoksidia (DMSO) tai
keinotekoista makeaa vettda (KTM), joilla ei esiinny fluoresenssia. Seké kalseiini-AM:n etté
rodamiini B:n tiedetddn toimivan sekd MR- ettd P-glykoproteiinien substraattiena
(Essodar"gui ym. 1998, Litman ym. 2001, Hamdoun ym. 2004). Taulukossa 1 on esitetty
tyossd kaytettyjen inhibiittorit, niiden vaikutuskohteina olevat ABC-proteiiniryhmét seka
pitoisuusalueet.

Taulukkko 1. Testeisséd kaytetyt ABC-proteiinien inhibiittorit ja niiden pitoisuusalueet,

ABC-proteiinien substraatteina ké&ytetyt fluoresoivat vadriaineet sekd negatiivisina
kontrolleina kdytetyt aineet.

Inhibiittori Vaikutuskohde Pitoisuusalue  Fluoresoiva Negatiivinen
vériaine/substraatti kontrolli

Verapamil P-gpl/ABCB1 0,0001-0,02 (0,5, 1 uM Kalseiini 0,1 % DMSO/

UM AM), 10 uM KTM

Rodamiini B

MK571 MRP/ABCC 0,1-30uM 10 uM Rodamiini B KTM

Reversin 205 P-gpl/ABCB1 1-20 uM 10 uM RodamiiniB  KTM

Kadmiumkloridi 0,001-0,1 10 uM RodamiiniB ~ KTM

(CdClI2) mg/I

Nikkelikloridi 0,1-1mg/l 10 UM RodamiiniB  KTM

(NICI2)

Fluoresoivana variaineena kaytetty kalseiini-AM on tavallisesti ei-fluoresoiva P-gp:n ja
MRP:n substraatti. Mikali kalseiini-AM péatyy MXR-mekanismin ABC-proteiinien
inhiboitumisen johdosta solun sytoplasmaan, se muuttuu esteraasin hydrolysoitaessa
kalseiini-AM:n esterisidoksen fluoresoivaksi kalseiiniksi (Homolya 1993, Kurelec ym.
2000, Luchenbach ym. 2008). Proteiinien substraatteja ja inhibiittoreita sekd CdCl, ja
NiCl, sdilytettiin jadkaapissa/kylmahuoneessa. +4 °C (VER, Ca-AM, CdCl,, NiCl,) tai
pakastimessa -20 °C (RhB, REV205, MK571) kokeiden valilla.
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2.4 Tulosten laskeminen ja tilastollinen testaus

Fluorometrilaitteella saadut tehtyjen testien fluoresenssit siirrettiin Microsoft Exceliin.
Myos jokaisen rinnakkaisen altistuksen (a,b,c) 8 vesikirpun markéapaino Kirjattiin Exceliin.
Altistuksen aikana kuolleita vesikirppuja, kuoriutuneita poikasia tai munia ei otettu
huomioon punnituksessa. Jokaisesta rinnakkaisen altistuksen nesteen seka vesikirppujen
homogenaatin  fluoresenssien voimakkuuksista laskettiin niiden keskiarvo seka
keskihajonta. Varsinainen tutkielmassa kéytetty tulos laskettiin suhteuttamalla saatu

homogenaatin fluoresenssi vesikirppujen mérkapainoon.

Tyossa yhdistettiin eri paivana tehdyistd testeista samoista pitoisuuksista ja kontrolleista
saadut fluoresenssien voimakkuudet. Saadut fluoresenssin voimakkuudet inhibiittoreista
sekéd kontrollista normalisoitiin 10 pM rodamiini B:n suhteen. Normalisointi tapahtui
jakamalla kontrollin sek& jokaisen inhibiittorin pitoisuuden fluoresenssien mittaustulokset
mittauspdivan kontrollin fluoresenssin keskiarvolla. Tallgin saatiin kontrollin fluoresenssin
arvoksi 1,00, johon eri aineiden normalisoitua fluoresenssia pystyttiin vertaamaan. Mikéli
inhibiittoreiden aiheuttama D. magnan solunsisainen fluoresenssi oli voimakkaampaa kuin

kontrollissa, se sai suuremman arvon kuin 1,00.

Normalisoitujen fluoresenssien eroavaisuutta suhteessa kontrolliin tarkasteltiin myds 1BM
SPSS Statistics 19-ohjelman ja riippumattoman Kruskal-Wallisin testin avulla.
Merkitsevyystasona oli p-arvo 0,05; mikali saatu p-arvo on pienempi kuin 0,05 se poikkeaa
tilastollisesti ~ merkitsevésti  kontrollista. ~ Kontrollista  merkitsevésti  poikkeavia
inhibiittoripitoi- suuksia merkitadn kuvissa kirjaimella B. Kontrollia ja siitd
poikkeamattomia tuloksia merkitéan kuvissa kirjaimella A (kuvat 5 — 8).

Tuloksissa tarkistettiin myos SPSS:n Shapiro-Wilkin sek& Kolmogorov-Smirnovin testien
avulla  fluoresenssien  arvojen  normaalijakautuneisuus.  Mik&li  aineisto  on

normaalijakautunut, kKyseisten testien p-arvot saavat suuremman arvon kuin 0,05.

3 TULOKSET

3.1 Verapamilin vaikutus ABC-proteiinien inhiboitumiseen ja substraattina kaytetyn
kalseiini-AM:n kertymiseen vesikirpulla Daphnia magna

Vesikirppuja (D. magna) altistettiin ABC-proteiinien substraattina toimivalle kalseiini

AM:lle sekd& ABCB1/P-gp-ryhman inhibiittorina toimivalle verapamille. Ca-AM
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pitoisuudet olivat tehdyisséd kokeissa joko 1 puM tai 0,5 uM. Verapamilin pitoisuudet
vaihtelivat 1 — 50 pM. Saaduissa tuloksissa esiintyi suurta vaihtelua D. magnan
markapainoon suhteutetuissa eri inhibiittoripitoisuuksien fluoresenssien voimakkuuksien
keskiarvoissa seka keskihajonnoissa. Suurta eroa esiintyi myos pelkasta altistusliuoksesta
mitatuissa fluoresensseissa. Tulosten suuren keskihajonnan vaihtelun vuoksi ABC-
proteiinien substraattina siirryttiin k&yttdmaan seuraavissa testeissd 10 uM rodamiini B:t&.

3.2 Verapamilin vaikutus ABC-proteiinien inhiboitumiseen ja substraattina kaytetyn
rodamiini B:n kertymiseen vesikirpulla Daphnia magna

P-gp/ABCB1-ryhman inhibiittorina toimivan verapamilin vaikutusta MXR-mekanismin
inhiboitumiseen tutkittiin D. magnalla yhdessa substraattina kdytetyn 10 UM rodamiini B:n
kanssa. Verapamilin pitoisuudet vaihtelivat 0,0001 uM — 0,02 uM. Kontrollina kéytettiin
10 uM RhB-altistusta. Paasaantoisesti verapamililla ei ollut vaikutusta MXR-mekanismin
ja sitd hoitavien ABCB1-proteiinien inhiboitumiseen. Korkeampaa fluoresenssia esiintyi
yksittéisissa testeissa pitoisuudella 0,02 uM ja 0,002 uM, joka todennakdisesti johtuivat

sattumasta.

Normalisoiduissa tuloksissa yhdellakéan testatuista verapamilin pitoisuuksista ei esiintynyt
korkeampaa fluoresenssia verrattuna kontrollina kéytettyyn 10 pM rodamiini B-
altistukseen. Kaikkien normalisoitujen VER:n pitoisuuksien fluoresenssien voimakkuudet
saivat pienemman arvon kuin kontrollille maaritetyn arvon 1,00 (kuva 5). Parametrittoman
testin (Riippumaton Kruskal-Wallis) mukaan fluoresenssit poikkesivat toisistaan (p-arvo
0,013 < 0,05). Saatujen tulosten perusteella nolla-hypoteesi, eli se ettei verapamil aiheuta
ABC-proteiinien inhiboitumista, séilytettiin. Shapiro-Wilkin sekd Kolmogorov-Smirnovin
testien mukaan fluoresenssien voimakkuuksien arvot eivét olleet aineistossa normaalisti

jakautuneita (p-arvo < 0,001).
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Verapamilin (0,0001 - 0,02 uM) normalisoidut
fluoresenssit suhteessa kontrolliin (10 M

rhB)
1,40
1,20
1,00 A }
0,80 A A A
0,60
0,40
0,20
0,00
10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM

Rhodamiini B rodamin.B + rodamin.B+ rodamin.B+ rodamin.B + rhodamiini B rhodamiini B
0,0001 pM  0,0002 uM 0,001 pM ver 0,002 pM ver +0,01 pM  +0,02 uM
ver ver verapamil  verapamil

Kuva 5. Verapamilin eri pitoisuuksien aiheuttama normalisoitu fluoresenssin kasvu
vesikirpulla (D. magna) fluoresoivana vériaineena ja substraattina kaytetyn 10 uM
rodamiinin B:n kanssa verrattuna kontrolliin (£ keskihajonta).

3.3 Reversin 205:n vaikutus ABC-proteiinien inhiboitumiseen ja substraattina
toimivan rodamiini B:n kertymiseen vesikirpulla Daphnia magna

ABCBL1/P-gp-ryhman inhibiittorina toimivan reversin 205:n vaikutusta MXR-mekanismin
toimivuuteen tutkittiin D. magnalla altistuskokeissa yhdessé substraattina toimivan 10 uM
RhB:n kanssa. REV205:n pitoisuudet vaihtelivat 1 — 20 uM. Saaduissa normalisoiduissa
tuloksissa reversiini 205:n pitoisuudet 5 pM ja 20 uM vylittivat kontrollina kaytetyn 10 uM
rodamiini B:n pitoisuuden normalisoidun arvon 1,00 (kuva 6). Myos tilastollisesti erot
kontrolliin olivat nédiden pitoisuuksien osalta merkitsevia riippumattoman Kruskal-Wallis-
testin perusteella (p-arvo = 0,001 < 0,05). Saatu tulos osoittaa D. magnalla esiintyvén
toimivia ABCB1-ryhman proteiineja, joiden toimintaa voidaan inhiboida REV205:n
vaikutuksesta. Normalisoiduissa fluoresensseissa esiintyi testattujen pitoisuuksien osalta
kuitenkin myos suurta vaihtelua. Reversiinin pitoisuudet 2,5 uM ja 7,5 uM aiheuttivat
alhaisempaa fluoresenssin  voimakkuutta kuin kontrollissa. Erot fluoresenssien
voimakkuuden vaihtelussa eivéat kuitenkaan olleet ndiden pitoisuuksien osalta tilastollisesti
merkitsevid, p-arvo > 0,05. Shapiro-Wilkin sek& Kolmogorov-Smirnovin testien mukaan

fluoresenssien arvot eivat olleet aineistossa normaalisti jakautuneita (p-arvo < 0,001).
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Reversin 205:n (1 - 20 pM) normalisoidut
fluoresenssit suhteessa kontrolliin (10 uM
RhB)
2
1,8 T
1,6
1,4 ¢
1,2
1 x A
0,8
0,6
0,4
0,2
0
10 uM 10 uMm 10 um 10 um 10 uMm 10 uMm 10 uMm
rodamin.B rodamin.B + 1 rodamin.B + rodamin.B + 5 rodamin.B + rodamin.B+ rodamin.B +
KM reversin 2,5 uM UM reversin 7,5 uM 10 um 20 uM
205 reversin 205 205 reversin 205 reversin 205 reversin 205

Kuva 6. Reversin 205:n eri pitoisuuksien aiheuttama normalisoitu fluoresenssin kasvu
vesikirpulla (D. magna) fluoresoivana variaineena ja substraattina kdytetyn rodamiinin B:n
kanssa verrattuna kontrolliin (+ keskihajonta).

3.4 MK571 vaikutus ABC-proteiinien inhiboitumiseen ja substraattina toimivan
rodamiini B:n kertymiseen vesikirpulla Daphnia magna

ABCC-ryhmén inhibiittorina toimivan MK571:n vaikutusta MXR-mekanismin
inhiboitumiseen tutkittiin D. magnalla altistuskokeissa yhdessa substraattina kdytetyn 10
UM Rh-B:n kanssa. MK571:n pitoisuudet vaihtelivat 0,1 — 30 uM. Normalisoiduissa
tuloksissa esiintyi MK571:n 0,5 uM ja 20 uM pitoisuuksilla voimakkaampaa fluoresenssia
kuin kontrollissa (10 uM RhB) (kuva 7). Tilastollisesti ero ei kuitenkaan ollut merkitsevéaa
riippumattoman Kruskal-Wallisin testin mukaan (p-arvo > 0,05). Shapiro-Wilkin sek&
Kolmogorov-Smirnovin testien mukaan fluoresenssien arvot eivat olleet aineistossa

normaalisti jakautuneita (p-arvo < 0,001).
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MK571:n (0,1 - 30 uM) normalisoidut
fluoresenssit suhteessa kontrolliin (10 uM
RhB)

1,4

1,2

I ,
, } A

0,8

0,6

0,4

0,2
0

10 uMm 10 uM 10 uMm 10 uMm 10 uMm 10 uM 10 uMm 10 um
rodamin.B rodamin.B +rodamin.B +rodamin.B +rodamin.B +rodamin.B +rodamin.B +rodamin.B +

0,1 uM 0,5 uM 1uMm 5uM 10 um 20 uM 30 uM

MK571 MK571 MK571 MK571 MK571 MK571 MK571

Kuva 7. MK571:n eri pitoisuuksien aiheuttama normalisoitu fluoresenssin kasvu
vesikirpulla (D. magna) fluoresoivana variaineena ja substraattina kaytetyn 10 uM
rodamiinin B:n kanssa verrattuna kontrolliin (£ keskihajonta).

3.5 Nikkelikloridin  (NiCl;) vaikutus ABC-proteiinien inhiboitumiseen ja
substraattina toimivan Ca-AM:n kertymiseen vesikirpulla Daphnia magna

Nikkelikloridin (NiCl,) vaikutusta MXR-mekanismin toimivuuteen ja ABC-proteiinien
esiintymiseen tutkittiin D. magnalla altistuskokeissa yhdessé substraattina kéytetyn 0,5 uM
kalseiini AM:n kanssa. NiCl,:n pitoisuudet vaihtelivat 0,05 - 1 mg/L. Saaduissa tuloksissa
esiintyi suurta vaihtelua altistusliuoksen, D. magnan homogenaatin sekd méarké&painoon
suhteutettujen fluoresenssien voimakkuuksien suhteen saaduissa keskiarvoissa ja
keskihajonnoissa. Tulosten suuren keskihajonnan vaihtelun vuoksi proteiinien substraattina

siirryttiin kdyttdmaan seuraavissa testeissa 10 uM rodamiini B:ta

3.6  Nikkelikloridin ~ (NiCl;) vaikutus ABC-proteiinien inhiboitumiseen ja
substraattina toimivan rodamiini B:n kertymiseen vesikirpulla Daphnia magna

Nikkelikloridin (NiCl,) vaikutusta MXR-mekanismin toimivuuteen ja ABC-proteiinien
esiintymiseen tutkittiin yhdessa substraattina kéytetyn 10 uM rodamiini B:n kanssa.
Kontrollina kéytettiin 10 uM rhB-altistusta. NiCl,:n pitoisuudet vaihtelivat 0,01 — 1 mg/L.
Tuloksissa esiintyi voimakkaampaa fluoresenssia joissakin yksittéisissa testeissd NiCl,:n
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pitoisuuksilla 0,01 mg/L ja 0,1 mg/L. Normalisoiduissa tuloksissa vain NiCl,:n pitoisuus
0,1 mg/L aiheutti suuremman fluoresenssin voimakkuuden kontrolliin verrattuna (kuva 8).
Tilastollisesti ero ei kuitenkaan ollut merkitsevaa riippumattoman Krusskal-Wallisin testin
mukaan (p-arvo 0,095 > 0,05). Tukey HSD:n sekd& Dunnett T3:n testien mukaan kuitenkin
NiCly:n pitoisuus 0,1 mg/L aiheutti tilastollisesti merkitsevan eron kontrolliin verrattuna
(p-arvot 0,03 ja 0,043 < 0,05).

Shapiro-Wilkin seka Kolmogorov-Smirnovin testien mukaan fluoresenssien arvot eivét

olleet aineistossa normaalisti jakautuneita (p-arvo < 0,001).

Nikkelikloridin (NiCl;) (0,01 - 1 mg/L)
normalisoidut fluoresenssit suhteessa
kontrolliin (10 uM RhB)

1,60
1,40 T
1,20 T
1,00 X
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00
10 um 10 uMm 10 um 10 uM 10 uM 10 uMm
rodamiini B rodamiini B+ rodamiiniB+ rodamiiniB+ rodamiiniB+ rodamiiniB+1
0,01 mg/LNi 0,05 mg/L Ni 0,1 mg/L Ni 0,5 mg/L Ni mg/L Ni

Kuva 8. Nikkelikloridin eri pitoisuuksien aiheuttama normalisoitu fluoresenssin kasvu
vesikirpulla (D. magna) fluoresoivana vériaineena ja substraattina kaytetyn 10 uM
rodamiinin B:n kanssa verrattuna kontrolliin (£ keskihajonta).

3.7 Kadmiumkloridin (CdCl,) vaikutus ABC-proteiinien inhiboitumiseen ja
substraattina toimivan Ca-AM:n kertymiseen vesikirpulla Daphnia magna

Kadmiumikloridin (CdCl,) vaikutusta MXR-mekanismin toimivuuteen ja ABC-proteiinien
esiintymiseen tutkittiin pitoisuuksilla 0,01 mg/L, 0,04 mg/L sekd 0,1 mg/L yhdessa
substraattina kaytetyn 1 uM Ca-AM kanssa. Kontrollina kéytettiin 1 uM Ca-AM-altistusta.
Normalisoiduissa tuloksissa ei esiintynyt yhdellak&&n CdCl,:n pitoisuudella korkeampaa

fluoresenssia kontrolliin verrattuna. Kadmiumikloridin aiheuttamaa MXR-mekanismin ja
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ABC-proteiinien toiminnan inhiboitumista testattiin myds pitoisuuksilla 0,005, 0,01, 0,04
ja 0,1 mg/L yhdessa substaattina kdytetyn 0,5 pM Ca-AM-pitoisuuden kanssa. Saaduissa
tuloksissa esiintyi suurta vaihtelua seka fluoresenssin keskiarvoissa ettd keskihajonnoissa.

Saatuja tuloksia ei siten otettu huomioon tehdyssa tutkimuksessa.

4 TULOSTEN TARKASTELU
4.1 MXR-mekanismin toimivuuden tarkastelu téysikasvuisella Daphnia magnalla

Saatujen tulosten perusteella taysikasvuisella 12 — 14 vrk ikéisella vesikirpulla Daphnia
magna ei esiintynyt yhtaléaistd kaytettyjen MXR-mekanismin eri ABC-proteiiniryhmien
inhibiittoreiden, verapamil, reversin 205 ja MK571, pitoisuuksien kasvusta riippuvaista
solunsiséisen fluoresenssin voimakkuuden kasvua kuin mitd on todettu tapahtuvan
vastaavissa altistuskokeissa muilla vesielaimilla tai aiemmin Campos ym. (2014)
testaamalla 4 vrk ikaisella D. magnalla (Bard 2000, Smital ym. 2004). Taulukossa 2. on
esitelty esimerkkejd vesielaimilla tehdyista testeistd liittyen eri inhibiittoreiden (VER,
REV205 sekda MK571) vaikutuksesta tapahtuvaan MXR:n sekd ABC-proteiinien

inhiboitumiseen.
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Taulukko 2. Esimerkkeja vesieldimilla saaduista tuloksista liittyen MXR-mekanismin
inhiboitumiseen kaytettyjen inhibiittoreiden vaikutuksesta yhdessa substraattina toimivan
rodamiini B:n kanssa.

Inhibiittori rodamiini B:n elain P-arvo/LOEC viite
pitoisuus
VER 10 uM 2,5 UM Mytilus P < 0,001 Smital ym.
galloprovincialis 2000
VER 10 uM 2,5uM Monodonta P <0,05 Smital ym.
turbinata 2000
VER 10 uM 2,5 UM Dreissena P<0,01 Smital ym.
polymorpha 2000
VER 10 uM 2,5uM Viviparus viviparus P < 0,05 Smital ym.
2000
VER 5 uM 5uM Dreissena P<0,01 Faria ym.
polymorpha 2011
REV2055uM  5uM Dapnhia magna P < 0,05 Campos ym.
(LOEC) 2014
REV2055uM  5uM Dreissena P<0,01 Faria ym.2011
polymorpha (LOEC)
REV2055uM  5uM Dreissena P<0,01 Faria ym.2011
polymorpha (LOEC)
MK571 5 uM 5uM Dreissena P<0,01 Faria ym.2011
polymorpha (LOEC)
MK571 5 uM 5uM Dapnhia magna P < 0,05 Campos ym.
(LOEC) 2014
CdCl, 100 p.p.b 1uM Mytilys P <0,005 Eufemia &
ja 500 p.p.b californianus Epel 2000
Cd3uM rodamiinil23 Euglena crasilis P =0,002 Einicker-
5 pg/ml Lamas ym.

2003
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Tuloksissa ainoastaan ABCB1-ryhman/P-glykoproteiinien esiintymisestd D. magnalla
saatiin tehtyjen testien perusteella todiste. ABCB1-ryhman inhibiittorina toimivan
reversiini 205:n pitoisuudet 5 UM ja 20 pM aiheuttivat tehdyissé testeissd suuremman ja
tilastollisesti merkitsevan (p-arvo < 0,05) eron fluoresenssin voimakkuudessa kuin
positiivisessa kontrollissa (pelkkd 10 puM rhB altistus). Myos verapamil on usein kaytetty
P-gp/ABCBL1-proteiiniryhman inhibiittori, mutta sen ei todettu aiheuttavan tehdyissa
kokeissa testatuilla pitoisuuksilla proteiinien inhiboitumista johtuvaa substraattina
toimivan (10 uM RhB) kertymistd D. magnan soluihin. Campos ym. (2014) ja Sturm ym.
(2009) ovat aiemmin todenneet ABCC-proteiiniryhmén toimivan yleisimpand ABC-
proteiiniryhména 4 vrk ikaisella vesikirpulla Daphnia magna seké& Daphnia pulexilla.

Mahdollista on, etteivat tutkitut proteiinit inhiboituneet kéytettyjen inhibiittoreiden
vaikutuksesta, esimerkiksi inhibiittoripitoisuuksien ollessa liian alhaisia tai korkeita, jolloin
niiden toksiset ominaisuudet olisivat vaikuttaneet haitallisesti vesikirpun solujen kuntoon.
Tehdyissd kokeissa huomattiin eri inhibiittoripitoisuuksille altistettujen D. magnan
homogenaattien fluoresenssien olevan jopa alhaisempia kuin kontrollissa, mikéd kertoo,
ettei substraattina kdytettyd variainetta ollut paassyt sisélle soluihin tai se on jostain syysté

virrannut ulos soluista, esimerkiksi solujen hajotessa kasittelyn aikana.

Kadmium- ja nikkelikloridin osalta tehdyissa testeissa huomattiin pitoisuuksien 0,005 mg/I
CdCl,:n osalta ja 0,1 mg/l NiCl,:n osalta aiheuttavan suurempaa fluoresenssia kontrolliin
(10 uM RhB-altistus) verrattuna. Tilastollisesti erot eivat kuitenkaan olleet merkitsevié
parametrittoman Kruskal-Wallisin testin perusteella p-arvojen ollessa suurempia kuin 0,05.
Muiden tilastollisten testin perusteella kuitenkin NiCl2:n pitoisuus 0,1 mg/L aiheutti
kontrolliin verrattuna tilastollisesti merkitsevasti korkeampaa fluoresenssia. Kadmiumilla
ja nikkelill tiedetddn olevan toksinen vaikutus eliihin, mutta kummankin metallin osalta
altistuspitoisuudet ovat olleet alemmat kuin mit& on todettu olevan toksisia nikkelin osalta
vesikirpulle ja kadmiumin osalta muille vesieldimille (Ferreira ym. 2010, Eufemia & Epel
2000). Myos kaytetyilla MXR:n ABC-proteiinien inhibiittoreilla, kuten verapamililla seka
MKS571:114, on todettu olevan toksista vaikutusta eliéihin, joka voi aiheuttaa esimerkiksi
solukalvon eheyden menetystd ja siten fluoresoivan vériaineen ulosvirtausta soluista
(Anselmo ym. 2010).
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Luckenbach ym. (2008) mukaan vaikka samankaltaisia MXR-mekanismia hoitavia ABC-
proteiineja on loydetty kaikilla lajeilla seka elioryhmill&, ei ole kuitenkaan varmaa, etté
proteiinien toiminta olisi samankaltaista tai yht& tehokasta eri lajien vélilla. Ympéristossa
esiintyvien haitallisten vierasaineiden tai tutkimuksissa kaytettdvien MXR-mekanismin
ABC-proteiinien inhibiittoreiden vaikutusta MXR-mekanismin toimivuuteen ei voida siten
yleistdd yhtad voimakkaaksi tai edes toimiviksi eri lajien vélilla. Vierasaine tai malli-
inhibiittori voi myds hdiritd vain tietynlaisia siirtajaproteiiniryhmid, jotka voivat esiintya
vain tietyilla elidlajeilla tai eldimilla vain tietyssa eldmanvaiheessa (Anselmo 2012,
Campos ym. 2014). Elidlajit voivat olla myds luonnostaan herkempid ymparistosséa
esiintyville myrkyllisille aineille, johtuen alhaisemmasta MXR-mekanismin ABC-
proteiinien esiintymisesta tai niiden toiminnan aktiivisuudesta (Bard 2000, Smital ym.
2000). Myos vesieldimilla on todettu esiintyvan merkittdvad eroa MXR-mekanismin
aktiivisuudessa.  Eroavaisuus johtuu todenn&kdisesti eri lajien elinympadriston
saastuneisuuden vaihtelusta ja lajien sopeutumisesta eldmadn saastuneessa ympéristossa.
Monissa tutkimuksissa MXR-mekanismin ja ABC-proteiinien ilmentymisen on todettu
olevan voimakkaampaa saastuneilla aluille esiintyvilla lajeilla ja jopa saman lajin eri
populaatioilla. Myos yksilonvalisia eroja on todettu esiintyvan (Smital & Kurelec 1998 b,
Bard 2000, Smital 2000, Whalen ym. 2010).

4.2 Koeolosuhteiden arviointi

Koeolosuhteet pyrittiin - pitamé&an eri paivind tehdyissa kokeissa mahdollisimman
samankaltaisina, mutta esimerkiksi altistuksen kestossa saattoi olla vaihtelua riippuen
kuinka nopeasti vesikirput oli siirretty tuikepulloihin ja kauanko niiden punnitsemissa oli
kestanyt. Tyossd pyrittiin siihen, ettd altistusaika olisi ollut jokaisessa testissd 2 tuntia,
mutta se saattoi vaihdella jopa 30 min. verran. Myds mikrovaa'an epatarkkuus saattoi

hieman vaikuttaa punnitustuloksiin.

Nesteen fluoresenssin voimakkuudessa esiintyi myo6s eri altistuspitoisuuksien valilla
vaihtelua, vaikka fluoresoivana vériaineina kdytettyja rodamiini B:t4 ja kalseiini AM:aa oli
pipetoitu sama méaéra tuikepulloihin, eli 8 uL 10 uM rodamiini B:td tai 8 uL 0,5 tai 1,0 uM
Ca-AM:aa 8 ml kokonaistilavuutta kohden. Fluoresenssien voimakkuuden vaihtelu saattoi
mahdollisesti johtua proteiinien substraattina kaytettyjen variaineiden rodamiini B:n tai
kalseiini AM:n kertymisestd altistuksen aikana vesikirppujen soluihin tai vdriaineen

pitoisuuden vaihtelusta eri altistuksissa. Talléin vériainetta oli saattanut j&&da pipetin
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karjen sisdlle tai KTM:n madréssd oli vaihtelua johtuen kaytetystd 10 ml pipetista.
Inhibiittorialtistuksen vérjdysliuoksen fluoresenssi saattoi olla voimakkaampaa tai
alhaisempaa kontrolliin verrattuna. Tamé& saattoi vaikuttaa siten myods siihen, ettd
fluoresenssi oli D. magnan homogenaatissa myds korkeampaa tai alhaisempaa kuin
kontrollissa. Osaan tehdyisté kokeista variaineena kaytetty RhB pipetoitiin yhdessd KTM:n
kanssa, jolloin vériainetta pédatyi varmasti sama madra seka kontrollialtistukseen etta
jokaiseen inhibiittorin altistuspitoisuuteen. Tdma vaikutti saatujen tulosten luotettavuuteen,
kun jokaisessa altistuksessa oli varmasti sama maéaard fluoresoivaa vdriainetta.
Vesikirppujen mukana tuli usein altistusliuoksiin munia, joista kuoriutui 2 h altistuksen
aikana joissakin kokeissa poikasia. Kuoriutuneita poikasia tai munia ei otettu testeihin
mukaan. Tydssa pyrittiin valikoimaan vesikirpuista hyvéakuntoiset ja isoimmat yksilot

testeihin.

Tyossa kaytettiin proteiinien substraattina korkeaa 10 uM rodamiini B:n pitoisuutta, joka
saattoi aiheuttaa ABC-proteiinien saturoitumista. Muissa vastaavissa vesielaimilla
tehdyissa kokeissa on kéytetty pienempid pitoisuuksia rodamiini B:t4, kuten 5 pM
seeprasimpukalla (Dreissena polymorpha) (Faria ym. 2011) 1 uM merimadon toukilla
Urechis caupo (Toomey & Epel 1993) sekd 0,25 pM 15 min. altistuksessa 20 uM
verapamilin kanssa merisimpukan (Mytilus edulis) toukilla (McFadzen 2000). Myds
Campos ym. (2014) altistivat D. magnan 4 vrk ikaisid juveniileja poikasia yksittaisesti
huomattavasti alhaisemmilla RhB:n pitoisuuksilla 2,5 uM, 1,5 uM sekd 0,5 uM altistusajan

ollessa vain 1 h.

Tyossa kaytetyt vesikirput (D. magna) oli kasvatettu kontrolloiduissa olosuhteissa, eivatka
ne siten olleet altistuneet aiemmin MXR-mekanismia mahdollisesti aktivoiville tai
inhiboiville aineille. Luonnonvaraisia eldimia kéytettdessa on taas mahdollista, ettd eldimet
ovat aiemmin altistuneet ABC-proteiiniryhmid inhiboiville tai indusoiville aineille tai
muille stressitekijoille, jotka vaikuttaisivat tulosten luotettavuuteen (Kurelec 1997, Smital
2000, Navarro ym. 2012). Tyodssa ei otettu huomioon my6sk&an eri inhibiittoreiden
yhteisvaikutusta ABC-proteiinien inhiboitumiseen, kuten esim. metallin ja malli-

inhibiittorin yhteisvaikutusta.

Aiempaan Campos ym. (2014) tekemddn vastaavanlaiseen kokeeseen verrattuna, jossa
MXR-mekanismia hoitavien ABC-proteiinien esiintymisté oli tutkittu D. magnalla ty6ssa
kéytettyjen samojen inhibiittoreiden: MK571 sekd REV205 vaikutuksesta tapahtuvan solun
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sisaisen fluoresenssin kasvun avulla, poikkesi monin tavoin tehdyistd testeistd. Campos
ym. (2014) olivat tutkineet eri ABC-proteiiniryhmien ilmentymista vesikirpun D. magnan
munista 4 vrk ikaisiin juveniileihin yksil6ihin. Substraatteina kéytetyt fluoresoivat
variaineet (Rh123, RhB ja Ca-AM) olivat liuotettu DMSO:hon ja niiden pitoisuudet olivat
1,5 pM seké 0,5 pM. Altistusaikana oli 1 — 2,5 h. Kaytettyjen inhibiittoreiden MK571 ja
reversiini 205 pitoisuudet olivat heiddn kokeissa 1 — 10 puM, kun taas tehdyissé kokeissa
inhibiittoripitoisuudet vaihtelivat 0,1 pM — 30 uM. Kaytetyt vesikirput oli Camposin ym.
(2014) tekemissé kokeissa immobilisoitu heti ennen altistuskokeita pistamélla neulalla
vesikirpun syddmeen. Immobolisoinnin ansiosta solut ja kudokset ovat viela eheitd ja
substraattien poisto soluista vield toimivaa. Campos ym. (2014) D. magnan 4 vrk ikéisilla
poikasilla tekemien testien perusteella ABC-proteiinit pystyvat poistamaan tehokkaammin
kalseiinia kuin rodamiineja ulos soluista. Siten myds ABC-proteiinien toiminnan estyessa
Ca-AM:aa kertyy soluihin suhteessa enemmén kuin rodamiineja. Kontrolliin verrattuna
rodamiini aiheutti D. magnalla 1,4 — 1,9-kertaisen fluoresenssin kasvun kun taas Ca-AM
aiheutti suuremman 1,9 — 2,2-kertaisen fluoresenssin kasvun saman inhibiittorin

vaikutuksesta.

4.3 Verapamilin vaikutus ABC-proteiinien toiminnan inhiboitumiseen D. magnalla
sekd muilla vesielaimilla

Normalisoiduissa tuloksista testatut verapamilin pitoisuudet (pitoisuusalue: 0,0001 — 50
MM) eivdt aiheuttaneet MXR-mekanismin proteiiniryhmien, P-gpl/ABCBl ja
mahdollisesti myos ABCC/MDR, toiminnan inhiboitumista tehdyissa kokeissa vesikirpulla
D. magna. Substraatteina kaytettyjen kalseiini-Am:n (1 uM ja 0,5 puM) tai rodamiini B:n
(10 pM) fluoresenssit eivat olleet verapamilin aiheuttaman ABCB1- tai ABCC-
proteiiniryhmien inhiboitumisen vaikutuksesta pa&séaantoisesti korkeampaa D. magnan
soluissa kuin positiivisena kontrolleina kaytettyjen pelkan pelkédn Ca-AM- tai rodamiini B-
altistusten solunsisdiset fluoresenssit olivat. D. magnan maérkdpainoon suhteutetut

fluoresenssit olivat jopa alhaisempia testatuilla inhibiittoripitoisuuksilla kuin kontrollissa.

Tutkimuksessa kaytetyt suurimmat verapamilin pitoisuudet olivat 10 uM, 20 uM ja 50 uM
1 uM Ca-AM:aa kohden 8 ml tilavuudessa. Tall6in muutama (1 — 3) vesikirpuista kuoli
kahden tunnin mittaisen altistuksen aikana, joka saattoi johtua vesikirppujen
vahingoittumisesta pipetoinnin aikana tai verapamilin toksisesta vaikutuksesta D.

magnaan. Suuremmilla pitoisuuksilla (10 uM, 20 uM ja 50 uM) tehty testi toistettiin vain



33

kerran. Saatuja tuloksia ei otettu huomioon tutkielmassa johtuen tuloksissa esiintyvista
suurista keskihajonnoista. Mahdollista on, ettd verapamil olisi vaikuttanut Ca-AM:n
esteraasiaktiivisuuteen, jolloin Ca-AM ei olisi hajonnutkaan fluoresoivaksi kalseiiniksi
kokeiden aikana. Vaikka verapamilia pidetdan spesifinda ABCB1/P-gp-inhibiittorina
Haimeurin ym. (2004) mukaan suuremmat verapamilin konsentraatiot inhiboisivat myos
MR-proteiineja (ABCC-ryhma).

Verapamilin vaikutuksesta D. magnan MXR-aktiivisuudeen estymiseen ei 10ydy
Kirjallisuudesta tietoa. Campos ym. (2014) eivat kéyttaneet verapamilia ABC-proteiinien
inhibiittorina D. magnalla tekeméssaan tutkimuksessa. On mahdollista, ettei VER ei
vaikuta D. magnalla lainkaan MXR:n ABC-proteiineihin. Monissa muilla vesieldimill,
kuten simpukoilla ja merisiilin toukilla, tehdyissé testeisséd verapamilin on kuitenkin
todettu aiheuttavan suoraa sen pitoisuuden kasvusta johtuvaa substraatin (Ca-AM ja
rodamiinien) kertymistd koe-eldimen soluihin ja kudoksiin (Smital ym. 2000, Faria ym.
2011, Anselmo ym. 2012). Testatut VER-pitoisuudet ovat olleet muiden tekemissé
vesieldimilla tehdyissd vastaavissa kokeissa p&&osin korkeampia. Tehdyissé testeissd on
huomattu esiintyvdn myo6s lajikohtaisia eroja substraattien kertymiseen, joka kertoo
MXR:n aktiivisuuden ja ABCB1-proteiiniryhman esiintymisen vaihtelusta lajien vélilla.
Esimerkiksi Faria ym. (2011) ovat todenneet vasta yli 5 pM verapamilin pitoisuuden
aiheuttavan Ca-AM:n sekd RhB:n ulosvirtauksen estymistd seeprasimpukalla (Dreissena
polymorpha). Anselmon ym. (2012) mukaan taas verapamilin pitoisuuden kasvu (1 uM —
100 uM) 45 min. altistuksessa aiheuttaa kasvavaa Ca-AM:n kertymistda merisiilin toukan
(Psammechinus miliaris) soluihin sen blastula-vaiheessa suhteessa kasvavaan VER-

pitoisuuteen (kuva 9).

Kuva 9. 2,5 pM Ca-AM:n kertyminen merisiilin toukan (P. miliaris) blastulavaiheen
soluihin kasvavan VER-pitoisuuden vaikutuksesta. Verapamilin pitoisuudet ovat a) 1 uM,
b) 10 uM, ¢) 25 uM, d) 50 uM ja €) 100 uM (Anselmo ym. 2012).
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Smital ym. (2000) mukaan 10 uM VER-pitoisuus aiheuttaa kontrolliin (2,5 uM RhB- tai 5
MM Rh123-altistus) verrattuna melkein kaksinkertaista rodamiini b:n kuin rodamiini 123:n
fluoresenssien kasvua seeprasimpukan (D. polymorpha) sekd makeanveden merietanan
(Viviparus Viviparus) kidusten soluihin. Tehdyssa testissé on huomatta myo6s D.
polymorphaan kertyvan suhteessa enemmén substraattina toimivaa 2,5 pM rodamiini B:ta
kuin V. viviparukseen tutkitun 10 pM VER:n vaikutuksesta. Kokeessa testattuun
joutsensimpukkaan (Anodonta cygnea) Kertyi taas vain ainoastaan hyvin vahan 2,5 uM
RhB:ta kontrolliin verrattuna 20 uM VER-pitoisuudella. Tilastollisesti fluoresenssi ei ollut
talloin edes merkitsevasti korkeampaa kuin kontrollissa. Myoskaan Zajan ym. (2008)
mukaan kalan maksasolulinjojen MXR-aktiivisuuden estymiseen verapamililla ei ole
suurta vaikutusta. Todennakdista on, ettd eri lajien valilla esiintyy lajikohtaista seké
kudostyyppien valistd vaihtelua P-gp:n esiintymisen laajuudessa ja siten myds MXR-

mekanismin aktiivisuudessa (Smital 2000, Faria ym. 2011).

Ambudkar ym. (1999) mukaan verapamilin tiedetddn estdvan P-gp:n ATPaasien
aktiivisuutta korkeissa pitoisuuksissa, mutta aktivoivan ATPaasien aktiivisuutta alhaisissa
konsentraatioissa, jopa 100 - 500 %, Kn-arvon ollessa 0,5 - 2,0 pM. Siten voidaan olettaa,
ettd P-gp:n ATPaasien aktivoituminen tydssé testattujen verapamilin pienten pitoisuuksien
vaikutuksesta on aiheuttanut alhaisempaa RhB:n solunsiséista fluoresenssia kontrolliin

verrattuna D. magnan soluissa.

4.3.1 Verapamilin toksinen vaikutus vesikirppuun (D. magna) ja muihin vesieldimiin

MXR-mekanismin inhibiittoreina toimivilla aineille on todettu olevan monia toksisia
vaikutuksia elidihin sekd myo6s tutkimuksessa kaytettyyn vesikirppuun D. magna.
Verapamilin toksinen vaikutus eldimiin johtuu mahdollisesti sen kyvysta hairita elididen
solukalvon kalsiumkanavia (Einicker-Lamas 2003). Villegas-Navarron ym. (2003) mukaan
verapamil vaikuttaa eldimilla myos niiden sydédmen aktiivisuuteen. Verapamil aiheuttaa
talldin annoksesta riippuvaista sydamen sykkeen kiihtyvyytta D. magnalla 107 — 10° M
pitoisuuksissa. 10* M pitoisuudessa sydamen syke alkaisi laskea. Villegas-Navarro ym.
(2003) ovat méérittdneet Daphnia magnalle verapamilin LCsp-arvon 48 h altistuksessa
pitoisuudessa 7,04 mg/L, eli n. 14 uM/L. Anselmo ym. (2012) ovat todenneet verapamilin
olevan akuutisti toksista rantamerisiilin (Psammechins. miliaris) toukille yli 100 pM
pitoisuudessa 45 min altistuksessa. Tallgin toukka alkaa menettdd sen ruumiin sek&

solukalvojen eheyttd. Vastaava ilmié on voinut tapahtua myo6s tehdyissa kokeissa
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vesikirpulla, jolloin fluoresoiva vériaine on paassyt virtaamaan ulos soluista solukalvon
rikkoutuessa. Suurin kaytetty verapamilin pitoisuus oli kuitenkin vain 50 uM 2 h

altistuksessa.

4.4 Reversin 205 vaikutus ABC-proteiinien toiminnan inhiboitumiseen D. magnalla
sek& muilla vesielaimilla

Normalisoitujen tulosten perusteella reversiini 205:n pitoisuudet 5 uM ja 20 uM
aiheuttivat tilastollisesti korkeamman fluoresenssin kontrolliin (10 puM rhB) verrattuna.
Reversin 205:n on todettu toimivan ABCBL1/P-gp-ryhmén inhibiittorina. Tilastollisesti
merkitseva ero fluoresenssin voimakkuudessa kontrollin ja inhibiittorialtistuksen vélilla
tarkoittaa, ettd vesikirpulla (D.magna) esiintyy toimivia ABCBL-ryhméan proteiineja.
Reversiinin 205 vaikutuksesta néiden proteiinien toiminta inhiboituu, jolloin proteiinien
substraattina toimivaa rodamiini B:td kertyy soluihin sisélle. Saaduissa tuloksissa
kuitenkaan reversiinin 205:n pitoisuuksilla 7,5 uM ja 10 uM, eik&d myoskaan pienemmilla
pitoisuuksilla: 1 pM ja 2,5 uM, ollut tilastollisesti merkitsevaa poikkeamaa verrattuna
kontrolliin (p-arvot > 0,05). Reversin 205:n ABCB-proteiineja inhiboiva vaikutus toimisi

siten D. magnan osalta mahdollisesti vain tietylla pitoisuusalueella.

Muilla vesieldgimilla on my6s, kuten seeprasimpukoiden (Dreissena polymorpha) toukilla,
on todettu esiintyvan toimivia ABCB1-ryhman proteiineja, jotka inhiboituvat REV205:n
pitoisuuden kasvun (0,05 — 10 pM) vaikutuksesta. REV205:n on todettu olevan myos
kaikkein potentiaalisin ABCB1-ryhmén inhibiittori D. polymorphalla alhaisimmalla 1Cso-
arvolla. D. polymorphan alkioiden osalta reversiini 205:n on todettu olevan 48 h
altistuksessa myos vain vahan toksista pitoisuuksien 10 uM ja 20 uM alapuolella (Faria
ym. 2011).

4.5 MKS571 vaikutus ABC-proteiinien toiminnan inhiboitumiseen D. magnalla sek&
muilla vesielaimilla

Normalisoitujen tulosten perusteella testatut MK571:n pitoisuudet (0,1 uM — 30 puM) eivét
aiheuttaneet tilastollisesti merkitsevasti korkeampaa fluoresenssin kasvua kontrolliin (10
MM rhB) verrattuna D. magnalla. Normalisoiduissa tuloksissa esiintyi ainoastaan hieman
korkeampaa fluoresenssia vain MK571:n pitoisuuksilla 0,5 uM ja 20 uM. Tilastollisesti
fluoresenssin erot eivat kuitenkaan olleet merkitsevid (p-arvo > 0,05). Tehtyjen testien
perusteella taysikasvuisella D. magnalla ei siten esiintyisi aktiivista ABCC/MR-proteiinien

toimintaa, joka inhiboituisi MK571:n vaikutuksesta. Vaikka MK571 pidetédan spesifina
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ABCC-proteiiniryhmén inhibiittorina Farian ym. (2011) mukaan MK571 pystyy
mahdollisesti inhiboimaan suuremmilla pitoisuuksilla my6s ABCB1-ryhmaén proteiineja.

Muilla vesieléinlajeilla on kuitenkin huomattu MK571:n vaikutuksesta johtuvaa ABCC-
proteiinien inhiboitumista ja substraattina toimivien fluoresoivien vadriaineiden, seké
kalseiinin ettd rodamiinien, kertymistd vesieldinten soluihin (Hamdoun ym. 2004, Smital
ym 2004, Luckenbach ym. 2008, Whalen ym. 2010, Faria ym. 2011). Luckenbach ym.
(2008) ovat todenneet MK571:n pitoisuuden kasvuun 0,1 — 50 uM verrannollista kalseiini-
AM:n kertymista tdysikasvuisten Kalifornian simpukoiden (Mytilus californianus)
kidusten kudoksiin ja soluihin. Pienet MK571:n 0 — 2 uM pitoisuudet aiheuttivat vain
vahdistd Kkalseiinin kertymistd kudosten soluihin. Yli 10 pM:n MKS571:n pitoisuudet
aiheuttavat taas eksponentaalisesti kasvavaa kalseiinin kertymistd M. californianusen
kudoksiin. Hamdounin ym. 2004 ja Smitalin ym. 2004 tekemien testien perusteella myos
merisiilin (Strongylocentrotus purpuratus) alkioilla tapahtuu 10 puM MK571:n 90 min
altistuksen vaikutuksesta kalseiini-AM:n huomattavan suurta kertymistd merisiilin (S.
purpuratus) kudosten soluihin. Hamdounin ym. (2004) mukaan MK571:n vaikutuksesta
fluoresenssin voimakkuus kasvoi 80-kertaisesti verrattuna pelkkdan Ca-AM-altistukseen.
Merisiilin S. purpuratus osalta myés MK571 toimii voimakkaimpana inhibiittorina (kuva
11).
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Kuva 11. Eri ABC-proteiiniryhmien inhiboituminen merisiilin (Strongylocentrotus
purpuratus) munilla sek& kaksisoluisilla alkioilla MXR-proteiinien inhibiittoreina
kaytettyjen syklosporiini A:n, MK571:n, PSC383 (MRP/ABCC-ryhmén inhibiittoreita) ja
reversin 205:n sek& verapamilin (ABCB1-ryhman inhibiittoreita) 90 min altistuksen
vaikutuksesta. Kuvasta nédhdddn MK571:114 olevan suurin, eli 80-kertainen vaikutus
ABCC-proteiinien inhibitioon merisiilin alkioilla 10 pM pitoisuudessa. Tehty tutkimus
osoittaa S. purpuratuksella esiintyvan eniten MRP-ryhman proteiineja (Hamdoun ym.
2004).

Merietanoihin kuuluvilla Tritonia hamnerorumilla MK571:n 30 uM pitoisuuden on todettu
aiheuttavan suurimman Ca-AM kertymisen kudosten soluihin. T. hamnerorumilla esiintyisi
siten eniten ABCC-ryhman proteiineja tai ne pystyvat ABCB-ryhmaa tehokkaammin
poistamaan substraattina toimivaa Ca-AM:aa soluista. Tehdyn testin perusteella ABCB1-
ryhman inhibiittorina toimivilla verapamililla ei ole sen pitoisuuden kasvusta riippuvaista
Ca-AM:n ulosvirtauksen estoa T. hammerorumin soluista. Siten jo 5 uM VER-altistus
pystyy estdmaan kaiken ABCB-proteiinien hoitaman substraatin ulosvirran homogenaatin
soluista (kuva 12) (Whalen ym. 2010).
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Kuva 12. ABCB-ryhman inhibiittorina toimivan verapamilin ja ABCC-ryhmén
inhibiittorina toimivan MK571:n vaikutus fluoresoivana variaineena kdytetyn 500 nM Ca-
AM:n kertymiseen Tritonia hamnerorumin soluihin. Harmaat pylvaat kuvassa esittavat
kontrollia (DMSO ja 500 nm Ca-AM-altistus) (Whalen ym. 2010).

4.6 Raskasmetallien vaikutus vesieldaimiin sekd MXR-mekanismiin

Metalleja tiedetddn esiintyvan laajalti kaikissa vesiympéristoissa ja niiden pitoisuus
ymparistossd tulee kasvamaan esimerkiksi kaivosteollisuuden kasvun myotd. Metallien
kasvava madra ymparistossa lisdd todenndkdisesti myds metallien sisédanottoa sekéa
biokertyvyyttd elidihin. Erilaiset toimivat mekanismit, joiden avulla metalleja voidaan
erittda elimistossa, ovat siten elididen selviytymisen kannalta tarkeitd (Offermann 2009).
Roesijadin mukaan (1996) metallien biokertymisessa eri eliryhmien kudoksiin tiedetaan
esiintyvéan hyvinkin suurta vaihtelua eri elioryhmien valilla. Erityisesti pehmytkudoksisiin
eldimiin, kuten ostereihin, on todettu kertyvdn paljon metalleja. Pandey & Madhurin
(2014) mukaan myos esimerkiksi eldéimen kehitysvaihe vaikuttaa metallien biokertymiseen
ja erityisesti varhaisemmat kehitysvaiheet ovat herkkid metallialtistukselle.

Ensisijaisesti metalleja poistetaan elimistostd detoksifikaatio-prosesessien avulla, kuten
tioli-ryhmid sisaltdvien molekyylien, kuten metallotioneiien (MT) kelaation avulla
(Timbrell 2001, Offermann 2009). Metallialtistusten, kuten tydssd tutkitun kadmiumin,
tiedetddn myds indusoivan aineiden 2. vaiheen detoksifikaation GST-entsyymien sekd ns.
stressientsyymind toimivan lampdshokkiproteiinien HSP70:n geeniekspressiota. Myos

MXR-mekanismin  ABC-proteiinien indusoitumista on havaittu nisékkailla seka
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vesieldimillad. N&iden entsyymien ja proteiinien ilmentymisen lisadntymist4 voidaan pitaa
erddnd biomarkkerina arvioitaessa elion altistumista metalleille (Homolya 2003, Achard
ym. 2004, Lauritano 2012). Della Torren ym. (2012) mukaan vield ei ole kuitenkaan tehty
paljoakaan tutkimusta sen osalta kuinka merkittavasti MXR-mekanismi ja ABC-proteiinien
toiminta indusoituu metallialtistusten seurauksena vesieldimilla. Achardin ym. (2004)
mukaan on kuitenkin myo6s useilla vesielamilld huomattu tapahtuvan metallien poistoa
soluista myds MXR:n ABC-proteiinien vaikutuksesta. Esimerkiksi MXR-proteiinien
tiitterin on todettu kasvavan sinkin, epéorgaanisen elohopean seka kuparin vaikutuksesta
makean veden simpukan (Corbicula fluminea) kidusten soluissa. Della Torren ym. (2012)
kalan solulinjoilla tekemien in vitro-testien perusteella MRP1/ABCC1-proteiinien geenit

indusoituvat taas vain vahan metallialtistuksen seurauksena.

4.7 Nikkelikloridialtistuksen vaikutus ABC-proteiinien toiminnan inhiboitumiseen D.
magnalla sek& muilla vesielaimilla

Normalisoitujen tulosten perusteella ainoastaan nikkelikloridin (NiCly) pitoisuus (0,1
mg/L) aiheutti Daphnia magnalla MXR-mekanismin ja ABC-proteiinien inhiboitumisesta
johtuvaa voimakkaampaa solunsiséistd fluoresenssia kuin kontrollissa (10 uM RhB-
altistus). Tilastollisesti ero ei ollut kuitenkaan merkitsevad riippumattoman Kruskal-
Wallisin testin mukaan (p-arvo > 0,05). Muilla tilastollisilla testeilld saatiin kuitenkin
tilastollisesti merkitsevé ero, siten on mahdollista nikkelin aiheuttavan MXR-mekanismin

ABC-proteiinien inhiboitumista.

Suuremmilla nikkelikloridin pitoisuuksilla 0,5 mg/l ja 1 mg/l solunsisdinen fluoresenssi oli
alhaisempaa kuin kontrollissa. Fluoresenssin aleneminen aiheutui mahdollisesti NiCl,:n
toksisesta vaikutuksesta D. magnan soluihin, jolloin substraattina toimivaa variainetta oli
paassyt virtaamaan ulos soluista, vaikka seké altistusaika ettd tutkitut pitoisuudet olivat
huomattavasti pienemmét kuin mitd on todettu olevan toksisia D. magnalle (Ferreira ym.
2010). Altistusnesteen fluoresenssissa esiintyi myods kontrolliin verrattuna alhaisempaa

fluoresenssia pitoisuuksilla 0, 5 ja 1 mg/l yhdessa yksittaisessa testissa.

Nikkeli on yleisesti kdytetty metalli, jota vapautuu mm. kaivosteollisuudesta ja jatteiden
poltosta korkeitakin pitoisuuksia sekd maa- ettd vesiymparistoon (Vandenbrouck ym.
2009). Nikkeli toimii yhtend eldimille valttdmattdmané hivenaineena ja sen toksisuus tulee
ilmi eli6ill4 vasta korkeissa pitoisuuksissa (Achard 2004). Nikkelin vaikutuksesta tai sen

metaboliasta vesikirpulla (D. magna) tai muilla vesieldimilla tiedetdan vield hyvin véhan
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(Muyssen ym. 2004, Ferraira ym. 2010). Kirjallisuudesta ei 16ydy aiempaa tutkimusta,
jossa NiCly:n vaikutusta MXR-mekanismin inhiboitumiseen tai voimistumiseen olisi

tutkittu aiemmin vesikirpulla tai muilla vesielaimilla.

Ferrairan ym. (2010) mukaan puolet koe-eldimista tappava nikkelin LCsp-arvo 48 h
altistuksessa on vesikirpulla (D. magna) 7,36 mg/L. Ty6ssa kaytetyt nikkelipitoisuudet
olivat huomattavasti tat4 pitoisuutta alhaisemmat altistusajan ollessa myds huomattavasti
lyhyempi (n. 2 h), joten nikkelilld tuskin oli toksista vaikutusta D. magnaan tehtyjen
altistuskokeiden aikana. Mydsk&an Kszos ym. (1992) mukaan D. magna ei ole kovinkaan
herkk& nikkelin vaikutukselle. D. magna pystyy selviytymadn korkeissakin
nikkelipitoisuuksissa, mutta sen lisadntymiseen riittdvan suuri nikkelipitoisuus vaikuttaa
kuitenkin alentavasti. Vandenbrouck ym. (2009) mukaan kroonisen 96 h nikkelialtistuksen
(Ni?*) tiedetaan aiheuttavan seka merkittavaa hapenkulutuksen ettd kehon hemoglobiinin
alenemista D. magnalla. Vandenbrouck ym. (2009) testataamat Ni?*:n pitoisuudet olivat
0,125, 0,5, 1 sekd 2 mg/L. Pienin testattu pitoisuus 0,125 mg/L aiheutti solujen energian
jakamassa (CEA) 96 h aikavalilla merkittdvaa lisadntymistad. Suuremmat pitoisuudet 0,5, 1
ja 2 mg/L aiheuttivat taas merkittdvad laskua CEA:ssa. Kolmipaivaisessd (72 h)
altistuskokeessa huomattiin my6s Ni?*'n pitoisuuksien 1 ja 2 mg/L aiheuttavan D. magnan
kasvussa tilastollisesti merkitsevdd kasvun alenemista kontrolliin verrattuna 96 h
altistuksen jélkeen. My6s 0,5 mg/L pitoisuus aiheutti merkitsevad kasvun hidastumista D.

magnalla.

4.8 Kadmiumkloridialtistuksen vaikutus ABC-proteiinien toiminnan inhiboitumiseen
D. magnalla seka muilla vesielaimilla

Normalisoitujen tulosten perusteella yksikééan testattu kadmiumkloridin (CdCly) pitoisuus
(0,0005 - 0,1 mg/L) ei aiheuttanut Daphnia magnalla MXR:n ABC-proteiinien
inhiboitumisesta johtuvaa voimakkaampaa solunsiséistd fluoresenssia kuin kontrollissa
(0,5 uM ja 1,0 Ca-AM tai 10 uM RhB-altistus). Ainoastaan CdCl,:n pitoisuus 0,0005
mg/L aiheutti mahdollisesti MXR-mekanismin inhiboitumisesta johtuvaa solunsisdisen
fluoresenssin kasvua kontrolliin verrattuna. Tilastollisesti ero ei ollut kuitenkaan

merkitsevaa (p-arvo > 0,05).

Kadmium on raskasmetalli, jolla on ainoastaan toksinen vaikutus elidihin (Pandey &

Madhuri 2014). Kirjallisuudesta ei 16ydy tutkimusta, jossa olisi tutkittu kadmiumin tai
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kadmiumkloridin vaikutusta MXR-mekanismiin D. magnalla. Muilla vesielaimilla Cd:n tai

CdCl,:n vaikutusta MXR-mekanismin ilmenemiseen on kuitenkin hieman tutkittu.

Eufemian & Epelin (2000) tekeméan tutkimuksen mukaan kahden péivan (48 h) akuutti
altistus merivedelle yhdistettynd 100 p.p.b. ja 500 p.p.b. CdCl,:n pitoisuuksiin aiheuttaa
korkeampaa 1 UM rodamiinin kertymistda simpukan (Mytilys californianusen) kidusten
soluihin verrattuna altistukseen pelkélle merivedelle seka 1 M rodamiinille. Tilastollisesti
erot ovat myos merkitsevia kummankin pitoisuuden osalta p-arvojen ollessa 100 p.p.b:n
osalta 0,001 ja 500 p.p.b:n osalta 0,005. Tehty tutkimus toimii Achardin ym. (2004)
mukaan ensimmaisend todisteena MXR-mekanismin sekd P-glykoproteiinien toiminnan
ilmentymisen  lisddntymisena  metallialtistuksen  vaikutuksesta  selkdrangattomilla

vesielaimilla.

Einicker-Lamas ym. (2003) ovat tutkineet ABC-proteiinien esiintymista sek& verapamilin
vaikutusta kadmiumin sietokykyyn yksisoluisella Euglena gracilisilla. He ovat
tutkimuksessaan altistaneet 30 min. E. gracilista 3 uM verapamilille sekd substraattina
toimivalle rodamiini 123:lle (5 pg/ml). 3 UM verapamil-altistus sai aikaan tehdyissa
kokeissa selvdd rodamiini 123:n kertymistd E. gracilisin soluihin. Saatujen tulosten
perusteella E. gracilisilla esiintyisi siten substraattien ulosvirtaa hoitavia MRP- ja P-g-
proteiinien Kkaltaisia proteiineja. Tehdyssa tutkimuksessa saatiin selville myds Cd**n
pitoisuuden kasvun estavan fluoresoivana variaineena kaytetyn Rodamiini 123:n ulosvirtaa
soluista. Myos tilastollisesti esiintyy merkitsevé ero (P-arvo 0,002) verrattuna kontrolliin,
jossa E. gracilisin soluja on altistettu pelkélle rodamiini 123:1le. Saatu tulos vahvistaa siten
kasitystd kadmiumin toiminnasta MXR-mekanismin inhiboijana. Einicker-Lamas ym.
(2003) mukaan verapamilin aiheuttaman MXR:n  ABC-proteiinien toiminnan
inhiboitumisen johdosta kadmiumin toksinen vaikutus soluihin pédasee myds
voimistumaan. Kolmipéivéaisessa (72 h) altistuksessa 1 puM verapamilin pitoisuus aiheutti
yhdessd 1,36 pM kadmiumin kanssa 40 % laskun yksisoluisen E. gracilisin
selviytymisessd, kun taas pelkasséa kadmiumaltistuksessa selviytyminen laski 13 % (kuva
13).
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Kuva 13. Verapamilin (0 — 2 pM) vaikutus yhdessa 1,36 uM kadmiumin (Cd**) kanssa
seké pelkan kadmiumin (control) vaikutus yksisoluisen E. gracilisin soluviljelman (1x10*
solua/ml) eloonjaé@miseen kolmen pdivén aikana. Kuvassa olevat arvot on normalisoitu 100
% kontrollina kaytetyn pelkélle kadmiumille altistettujen solujen suhteen. Kadmiumaltistus
yhdessa verapamilin kanssa aiheuttaa suuremman kuolemisprosentin kuin pelkka
verapamil-altistus (Einicker-Lamas ym. 2003).

Myo6s McFadcen ym. (2000) mukaan kadmiumkloridialtistus yhdessa 20 pM verapamilin
kanssa aiheuttaa seka kehityksen ettd kasvun alenemista sinisimpukalla (Mytilus edulis).
Cornwallin ym. (1995) mukaan taas CdCl; ei toimisi P-gp:n tai muiden MXR-mekanismia
hoitavien ABC-proteiinien substraattina Kalifornian simpukalla (Mytilus californianus).
CdCl,:a ei siten poisteta soluista ABC-proteiinien vaikutuksesta.

5 JOHTOPAATOKSET

Tyossa tutkittiin MXR-mekanismin toimivuutta ja sitd hoitavien ABC-proteiiniryhmien
(ABCB1 ja ABCC) esiintymista taysikasvuisella Daphnia magnalla. Tutkimuksessa
saatujen tulosten perusteella ainoastaan ABCB-proteiiniryhmén esiintymisestd ja MXR-
mekanismin toimivuudesta taysikasvuisella vesikirpulla D. magna saatiin todiste. Tydssa
tutkituilla kadmiumkloridilla tai nikkelikloridilla ei testattujen NiCl, ja CdCl,

pitoisuuksien perusteella ei ollut vaikutusta MXR:&4 hoitaviin ABC-proteiiniryhmiin.

MXR-mekanismia hoitavia ABC-proteiineja on kuitenkin todettu esiintyvén kaikilla
elioilld. Lisdd tutkimusta tarvitaan D. magnan osalta MXR-mekanismin ja ABC-

proteiinien toiminnan ja esiintymisen kartoittamiseen.
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