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Polyaromaattisest hiilivedyt (PAH) ovat pddstojd oOljyperdisistd ldhteistd ja
epdtdydellisen polton prosesseista ja niitd esiintyy yleisesti moninaisina seoksina
kaikkialla ympaéristossd. Reteeni (1-metyyli-7-isopropyylifenantreeni) toimii AHR-
agonistina eli aryylihiilivetyreseptorille kiinnittyvand yhdisteend, joka kdynnistaa
AHR-signaalireitin ja tuottaa mm. CYPlAl-entsyymid haitta-ainemetaboliaa
varten. Fluoranteeni (1,2-benzacenaphthene) toimii soluissa CYP1A-inhibiittorina,
joka estdd tai vahentdd AHR-agonistin metaboliaa inhiboimalla CYP1A-entsyymin
toimintaa, mikd johtaa emoyhdisteiden puoliintuumisajan pidentymiseen. Tydssa
tutkittiin reteenin (3,2; 10 ja 32 ng/l) ja fluoranteenin (5, 50 ja 500 pg/I)
yhteisvaikusta kirjolohen (Oncorhynchus mykiss) poikasiin yhdeksanpdivdisessa
altistuskokeessa, jossa mitattavia vasteita olivat ruskuaispussitaudin oireiden
ilmeneminen, pituus, ruskuaispussin pinta-ala ja cyplal-geeniekspression maara.
Reteeni- ja fluoranteenialtistuksen kasvaessa poikaset kdyttivit energiaa kasvun
sijasta haitta-ainemetaboliaan. Cyplal-geeniekspressio lisddntyi ldhes jdrjestden,
kun yhdisteiden altistuspitoisuudet nousivat. Tulosten mukaan reteenin ja
fluoranteenin yhteisaltistus ei vdhennd reteenin haitallisuutta kirjolohen
poikasilla, vaan niiden vyhteisaltistus lisdd ruskuaispussitaudin oireiden
ilmenemistd ja vakavuutta. Tutkimuksen tuloksia voidaan pitdd muuten

luotettavina paitsi altistusvedestd analysoitujen haitta-ainepitoisuusien osalta.
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Polyaromatic hydrocarbons (PAHSs) are ubiquitous environmental contaminants
which are formed in petrogenic and pyrogenic processes and occur as complex
mixtures. Retene (7-isopropyl-1-methyl phenanthrene) is an agonist of the aryl
hydrocarbon receptor (AHR) which induces xenobiotic metabolizing enzymes e.g.
CYP1A1l. The activation of the AHR-pathway by certain PAHs leads to
developmental toxicity in fish larvae. Fluoranthene (1,2-benzacenaphthene) is a
CYP1A inhibitor which blocks the AHR-mediated induction of CYP1A activity
and restrains the metabolism and excretion of some PAHSs. In this thesis, the co-
exposure of retene (3,2; 10 and 32 pg/1) and fluoranthene (5, 50 and 500 pg/1) on
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) larvae was studied. The newly hatched larvae
where exposed for the componds and their mixtures for nine days and evaluated
for blue sac disease (BSD) symptoms, growth, yolk sac area and cyplal gene
expression. When the concentration of both compounds increased, the larvae used
energy for the metabolism of the substances instead of the growth. The expression
of cyplal gene increased as the concentrations of retene and fluoranthene
increased. The results show that fluoranthene did not diminish the toxicity of
retene on the rainbow trout larvae and the co-exposure of retene and fluoranthene

increased the BSD symptoms and their severity.
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SANASTO JA LYHENTEET
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estdd tai vahentdd CYP1A-entsyymin toimintaa
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aryl hydrocarbon receptor
blue sac disease, ruskuaispussitauti
sytokromi P450 1A1 -entsyymi
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dioxin like compound, dioksiinin kaltainen yhdiste

fluoranteeni, 1,2-benzacenaphthene

hours post fertilization, tuntia hedelmoityksen jdlkeen

kuiva-aine

polyaromatic hydrocarbon, polyaromaattinen hiilivety

reteeni, 1-metyyli-7-isopropyylifenantreeni

2,3,7,8-tetraklooridibentso-p-dioksiini



1 JOHDANTO

Tdllda hetkelld kemikaalien ja haitta-aineiden yhteisvaikutukset herattavét
keskustelua ja niitd tutkitaan yhd enemmadn. Erilaiset kemikaalipddstot lisdavat
elividen altistusmista uusille synteettisille yhdisteille, joita ei luonnostaan esiinny
ympadristossd. Kemikaalien yhteisvaikutuksia elivissd ei tunneta riittdvan hyvin, ja
kullakin kemikaaliyhdistelmélld on tietyssd kohdeorganismissa sille ominaiset
toksisuusvasteet. Kemikaaleilla voi kuitenkin olla tunnusomaisia ja yhtenevid
toksikologisia vaikutuksia lajien ja jopa lajiryhmien vélilld. Esimerkiksi ihmisen
kannalta muiden lajien kuten luukalojen tutkimuksilla voidaan saada tietoa, jonka
avulla voidaan arvioida kemikaalien vaikutusta ihmiseen tai muihin

selkdrankaisiin, kun lajien viliset yhtenevdisyydet ja erot tunnetaan.

1.1 Kemikaaliseoksille altistuminen

Ympdéristoon on levinnyt lukuisia kemikaaleja eri ldhteistd, ja niiden seoksille
altistuminen voi olla joko jatkuvaa tai ajoittaista (Mumtaz ym. 2010).
Kemikaalialtistuksessa ihminen tai muu elio ei altistu vain yhdelle kemikaalille
kerrallaan vaan useille eri kemikaaleille samanaikaisesti (Mumtaz ym. 2010). Jotta
kemikaaliseosten aiheuttamia riskeja voidaan arvoida, tdytyy haitta-aineiden
vaikutukset tuntea (Schlenk ym. 2008). Kemikaali voi vaikuttaa toisen kemikaalin
absorptioon, kulkeutumiseen, metaboliaan ja eritykseen elitssd (Celander 2011).
Metaboliaentsyymien tai kuljetuspumppujen inhibitio tai toiminnan muutokset
estdvadt reseptorien vilistd viestintdd ja aiheuttavat koktailvaikutuksen, joka voi
esim. vahentdd toisen kemikaalin biomarkkerivastetta ja ndin aiheuttaa syntyvan
toksisuusvasteen aliarvioinnin (Celander 2011). Kemikaaliseokselle altistuminen
voi aiheuttaa additiivisia, synergistisid tai jopa antagonistisia vaikutuksia tai
vasteita eliossd (Wassenberg ja Di Giulio 2004, Gongalves ym. 2008, Philip ym.
2010, Staskal 2010, Celander 2011, Brown ym. 2014) eikd lopullista



yhteisvaikutusta voida pé&dtelld yksittdisten yhdisteiden perusteella (Philip ym.
2010). Myos aineiden suhteelliset madrdt toisiinsa ndhden vaikuttavat niiden

toksisuuteen ja syntyviin vasteisiin (Philip ym. 2010).

Aineen ominaisuuksien lisdksi ymparistoolosuhteet kuten lampdétila, pH, veden
ominaisuudet ja suolapitoisuus vaikuttavat sen toksisuuteen (Mohammed 2013).
Ympadristo olosuhteet voivat muuttua ja muokata yhdistettd, niin ettd aineen
toksiset vaikutukset joko lisdantyvéat tai vahenevat (Mohammed 2013). Vesi on
ympdristo, jonka haasteena ovat moninaiset kemikaaliseokset sisédltden seké yleisia
saasteita, kuten polyaromaattisia hiilivetyjd (PAH), pysyvid orgaanisia yhdisteitd,
metalleja, pestisidejd, hormonihdiritsijoitd ja uuden tyyppisid kemikaaleja kuten
ladkkeitd, hygieniatuotteita, uuden sukupolven biosidejd, palonestoaineita,
mikromuoveja ja nanohiukkasia (Celander 2011). Turvalliset kemikaalipitoisuudet
perustuvat laboratoriotutkimuksiin, mutta vaikka niiden kanssa pysyttdisiin
turvatasojen mukaisissa pitoisuuksissa, kemikaalien haitallisuus kasvaa, kun ne
esiintyvadt seoksina (Celander 2011). Lopulta kemikaalit vaikuttavat yksiloiden

kautta lopulta koko populaatioon (Mumtaz ym. 2010).

1.2 Kalan tutkimuseliéini

Toksikologisissa tutkimuksissa ja kemikaalien haittavaikutusten arvioinnissa
kdytetddan laajalti ja yhd enenemissd maddrin mallieliond kaloja (Hahn ja
Hestermann 2008). Kalat ovat vakiintuneet tutkimuselidind ja tunnustettu
biologisiksi malleiksi, kun tutkitaan kemikaalien mahdollisia haittavaikutuksia
ihmisten terveydelle (Hahn 2001, Hahn ja Hestermann 2008). Koska kalat ovat
pienid ja niilld on lyhyt lisddntymiskierto, ne ovat suhteellisen edullisia ylldpitda ja
sopivat sekd elinkaaritutkimuksiin ettd useampien sukupolvien mittaisiin
tutkimuksiin (Hahn 2001, Mohammed 2013). Kalat ovat olleet osallisena tédrkeissa
ja perustavanlaatuisissa tutkimuksissa, jotka ovat auttaneet ymmaértimaan
neurobiologiaa, endokrinologiaa, kehitysbiologiaa ja biokemiallista adaptaatiota

(Hahn 2001). Eko- ja toksikologian tutkimusten lisdksi kaloja kadytetdan myos



ympdriston monitoroinnissa ja kemikaalien karsinogeenisuustutkimuksissa (Hahn
2001). Kaloilla on myos tutkittu, miten haitta-aineet vaikuttavat niiden
kayttdaytymiseen (Congalves ym. 2008). Kalat mahdollistavat my6s signaalireittien
védlisten =~ vuorovaikutusten  (cross-talk)  tutkimisen ja  sitd  kuinka
vuorovaikutuksessa olevien kemikaalien roolit toimivat mm.
kehitystoksikologiassa (Hahn 2001). Monien kalalajien kehityksen ja
kehitystoksikologian seuraaminen on helppoa niiden ldpikuultavien alkioiden

vuoksi (Hahn 2001).

1.3 Pro Gradu -tutkielman tavoite

Tyon tavoitteena on maarittad kokeellisesti, kuinka kaksi erilaista PAH-yhdistettd,
reteeni (1-metyyli-7-isopropyylifenantreeni) ja fluoranteeni (1,2-
benzacenaphthene), yhdessd vaikuttavat kirjolohen (Oncorhynchus mykiss)
poikasten varhaiskehitykseen ruskuaispussivaiheessa. Tutkittavia vasteita ovat
ruskuaispussitaudin (blue sac disease, BSD) oireiden ilmentyminen ja vakavuus,
poikasten kasvu (pituutena), ruskuaispussin pinta-ala sekd haitta-
ainemetaboliaentsyymin sytokromi P4501A1 (CYP1A1) ldhetti-RNA:n (I-RNA)
ekspressiomddrd. Kokeellisessa osuudessa vastakuoriutuneita kirjolohen poikasia
altistetaan yhdeksan pédivan ajan kolmelle eri pitoisuudelle reteenid (3,2; 10 ja 32
ng RET/I) ja fluoranteenia (5, 50 ja 500 pg FLU/I) sekd ndiden pitoisuuksien
kaikille mahdollisille RET-FLU-yhdistelmille ja kokeen aikana seurataan poikasten
kuolleisuutta. Kokeen pddtteeksi jokainen poikanen kuvataan BSD-oireiden
arviointia varten ja pakastetaan yksittdin cyplal-geenin I-RNA:n maéédran

maédritystd varten.

Taman tyon yhteydessd ei valttamatta voida suoranaisesti puhua kemikaalien
koktailvaiktuksista, mutta nimd molemmat PAH-yhdisteet toimivat eri tavalla
aryylihiilivetyreseptorilla (aryl hydrocarbon receptor, AHR) ja vaikuttavat eri
tavalla sen toimintakokonaisuuteen metaboloida ndméd haitta-aineet ulos

elimistostd. Reteeni indusoi AH-reseptoria (AHR-agonisti) ja tuottaa haitta-



ainemetaboliaan kuuluvia entsyymejd kuten CYP1A1, ja taasen fluoranteeni mm.
inhiboi tdamdn CYP1A-entsyymin toimintaa (CYP1A-inhibiittori). Koska reteenin
metaboliassa syntyy haitallisempia vélituotteita kuin mitd reteeni itse on, on
mahdollista, etti fluoranteenin aiheuttama CYP1A-inhibitio vidhentdd reteenin
toksisuusvaikutuksia kirjolohen poikasissa, kun reteenin metabolia estyy tai
vdhenee. Toisaalta haitta-ainemetabolian estyminen ja muiden solutoimintojen
hdiriintyminen voi myo6s lisdtd reteenin ja fluoranteenin kehitystoksisia
haittavaikutuksia poikasissa. AHR-vélitteinen kehitystoksikologia ilmenee
ruskuaispussivaiheen poikasilla ruskuaispussitaudin oireina sekd muutoksina
CYP1Al-entsyymin toiminnassa ja I-RNA:n médrissd. Toivotaan, ettd tdméan
kokeen tulosten avulla voidaan ymmartdd paremmin AHR-agonistin (reteenin) ja
CYP1A-inhibiittorin (fluoranteenin) yhteisvaikutusta kirjolohen poikasiin niiden
varhaiskehityksen aikana. BSD-oireet ja cyplal-geenin 1-RNA:n mddrd toimivat
biomarkkereina reteenin ja fluoranteenin toksisuusvaikutuksille ja AHR-
vilitteiselle kehitystoksisuudelle, jotka heikentdvit ja hdiritsevit kalanpoikasten

kehitysta.

2 TUTKIMUKSEN TAUSTA

2.1 PAH-yhdisteet

Polyaromaattiset ~ hiilivedyt  eli =~ PAH-yhdisteet = ovat  aromaattisia
bentseenirenkaista muodostuneita hiilivety-yhdisteitd. Ne ovat erittdin stabiileja,
lipofiilisia ja poolittomia yhdisteitd, joilla on matala vety-hiili-suhde (Ravindra
ym. 2008, Donnelly ja Naufal 2010). PAHien fysikaalinen tila on yleensé kiintedssa
muodossa ja ympdristossd ne ovat pddsddntoisesti pysyvid yhdisteitd (Manzetti
2013). Ilmassa ja vedessd ne absorboituvat partikkeleihin, etenkin raskaimmat
PAHit, jotka liukenevat huonosti veteen (Ravindra ym. 2008, Donnelly ja Naufal
2010). Elivihin 2-4 renkaiset PAHit akkumuloituvat fosfolipidikalvon lapi

diffusiivisesti ja kullakin yhdisteelld on sille ominainen oktanoli-vesi-



jakaantumiskerroin, Kow (the octanol-water partition coefficient; Sikkema ym.
1994, Incardona ym. 2006). Kow ja sen logaritmimuunnos ovat parametrejd, joiden
avulla voidaan ennustaa PAHien Ilevidmistd ja jakautumiskdyttamistd
ympadristossd ja sitd on kdytetty myos ennustamaan PAHien bioakkumulaatiota

elivihin (Johnson ym. 2008).

2.1.1 PAH-pdéstoldhteet

PAHit voidaan jakaa kahteen ryhmé&dn niiden syntyprosessin perusteella: petro- ja
pyrogeenisiin PAH-yhdisteisiin (Manzetti 2013). Petrogeenisiin PAH-ldhteisiin
kuuluvat pddstot mm. Oljynporaustoiminnasta, Oljyteollisuudesta, ja -
onnettomuuksista sekd liikenteensd (Manzetti 2013, Carlson ja Zelikoff 2008).
Oljyperdisten lahteiden lisiksi PAHeja 16ytyy puunkylldstysaineista (Donnelly ja
Naufal 2010). PAHit ovat yleisid palamisen sivutuotteita ja niitd syntyy etenkin
epdtdydellisestd orgaanisten hiilituotteiden palamisesta kuten avotulista,
metsdpaloista ja polttoaineiden poltosta (Carlson ja Zelikoff 2008, Ravinda ym.
2008, Donnelly ja Naufal 2010, Zhang ym. 2012, Manzetti 2013). PAHeja syntyy
sekd antropogeenisista ettd luonnonldhteistd ja ne voivat olla my6s kosmista
alkuperdd (Ravindra 2008, Zhang ym. 2012). Voidaan yleisesti todeta, ettd
teollistuminen, fossiilisten polttoaineiden kdyton lisdéantyminen ja urbanisaatio
ovat lisinneet PAHien méa&drdad ympaéristossd ja vesiekosysteemeissd (Lima ym.
2003, Pikkarainen 2004, van Metre ja Mahler 2005). Toisaalta on myos saatu
viitteitd siitd, ettda PAH-p&dastot eivdat endd lisddntyisi, mutta timd on

alueriippuvaista (Lima ym. 2003).

PAHeja esiintyy kaikkialla, etenkin kaupungistuneissa ymparistdissd (Lima ym.
2003, Zhang ym. 2012, Stout ym. 2015). Suorien pddsttjen lisdksi PAHit paatyvat
maaperddn, vesistoihin ja niiden sedimentteihin myos ilman kautta laskeumana
(Lima ym. 2003, Carlson ja Zelikoff 2008, Stout ym. 2015). Hydrofobisuuden takia
PAHit liukenevat huonosti veteen, mutta ne adsorpoituvat herkasti partikkeleihin
ja pienhiukkasiin ja voivat sitd myoden lopulta sedimentoitua vesistdihin

(Pikkarainen 2004, Van Veld ja Nacci 2008, Donnelly ja Naufal 2010, Le Bihanic



ym. 2014). Vedessd 79-93 % PAHeista on liittyneend partikkeleihin (Manzetti
2013) ja pintavesissd ndiden osuus on kaksi kolmas osaa (Donnelly ja Naufal 2010).
PAHien sedimentaatio vesistdihin on yksi keskeisimmisti PAHien
akkumulaatioreiteistd ymparistoon (Manzetti 2013). Pohjasedimentti, joka sisdltda
PAHeja, altistaa pohja- ja muut vesieliot niiden haittavaikutuksille (Hyotyldinen ja
Oikari 1998, Leppédnen ja Kukkonen 2000, Pikkarainen 2004, Van Veld ja Nacci
2008, Le Bihanic ym. 2014). Jotkin kalalajit kutevat munat vesiston pohjalle, jossa
ne ovat kontaktissa pohjasedimentin kanssa, joten saastunut pohjasedimentti lisdd

munien, alkioiden ja pienten poikasten riskida PAH-altistukselle (Brinkworth ym.

2003).

2.1.2 PAH-pitoisuuksia vesistoissa

Koska PAHit padatyvit ensin pintavesiin ja lopulta sedimentoituvat ja kerrostuvat
vesistdissd, on niiden pitoisuuksia tutkittu vesistjen eri osissa. PAHien pitoisuus
pintavesissd voi vaihdella 0,01-340 pg/1 vililld (Donnelly ja Naufal 2010).
Esimerkiksi Kiinan Aojiang-joessa on PAHien kokonaispitoisuus (total PAH,
tPAH) ollu keskimddrin 910 ng tPAH/1 ja PAHien kokonaispitoisuus on ollut
korkeimmillaan 1520 ng tPAH/1 (Li ym. 2010). PAH-pitoisuuksia on tutkittu myos
jarvien ja merien pohjasedimenteistd. Hyotyldinen ja Oikari (1998) mittasivat
keskisuomalaisen Jamsanvesi-jarven pohjasedimentin pintakerroksesta (0-10 cm)
korkeimmillaan 3300 ja 938 pg tPAH/g ka (ka = kuiva-aine) PAH-pitoisuudet.
Nama PAH-péastot ovat perédisin vuonna 1976 suljetusta
kreosoottikylldstysainetehtaalta. Hyotyldinen ja Oikari (1998) uskovat, ettd nama
aineet voivat aiheuttaa toksisuutta jarvenpohjan selkdrangattomille ja kaloille.
Itdmeren pintasedimentissd (1-5 cm) 13 eri PAH-yhdisteen pitoisuus vaihteli 64—
5161 ng/ g ka vélilld riippuen pohjan tyypistd (Pikkarainen 2004). Suomenlahdella
PAHien yhteismaard vaihteli 611-847 ng/g ka vililld (Pikkarainen 2004). Nama
PAHit ovat perdisin sekd pyro- ettd petrogeenisistd ldhteistd, mistd voidaan myos

pddtelld, ettd laivaliikenne ja dieselmoottoreiden kdytto ovat lisddtyneet Itamerelld



(Pikkarainen 2004). Tallaiset PAH-pitoisuudet Itamerelld tarkoittavat huomattavaa

saastumista tietyilld alueilla (Pikkarainen 2004).

2.2 Reteeni

Reteeni (1-metyyli-7-isopropyylifenantreeni, alkyylifenantreeni; Kuva 1) on
alkyloitu hydrofobinen PAH-yhdiste, jonka oktanoli-vesi-jakautumiskerroin, log
Kow, on 6,5 (Mu ym. 2014b, Retene 2017; Taulukko 1). Reteenid muodostuu
pihkaisen ja pehmedn puun hartsihappojen (resin acids) epatdydellisessd
palamisessa esim. metsdpaloissa ja hartsihaposta anaerobimikrobien toiminnan
johdosta (Billiard ym. 1999). Sitd on myos loydetty kunnallisten kaatopaikkojen
maaperdstd (Legler ym. 2011) ja kivihiilestd, jossa reteenipitoisuus vaihtelee 0-25
% vdlilld (Achten ja Hofmann 2009). Sellu- ja paperitehtaiden jdtevesissd on
pddtynyt reteenid jarvisedimenttien pintakerroksiin (Leppdnen ja Oikari 1999,
Vehnidinen ym. 2015). Tallaisessa sellu- ja paperitehtaan jdtevesid
vastaanottavassa vesistossd on ollut reteenid jopa 1600 ung/g kuivattua
jarvisedimenttid (Leppdnen ja Oikari 1999). Kun Amerikan yhdysvalloissa Rhode
Island -osavaltiossa tutkittiin Pettaquamscutt-joen sedimenttid, voitiin arvioida,
ettd vuonna 1870 reteenipitoisuus on ollut siind enimmilldan n. 350 ng/g (Lima
ym. 2003). Vuonna 2000 Pettaquamscutt-joen sedimentin reteenipitoisuus oli
laskenut alle 50 ng/g (Lima ym. 2003). Yleensd reteenipitoisuus vaihtelee 0,010-0,1

ng/ g ka rannikoiden tai makeiden vesien sedimentissa (Billiard ym. 1999).
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Reteeni Fluoranteeni

Kuva 1. Reteenin ja fluoranteenin kemialliset rakenteet

Taulukko 1. Reteenin ja fluoranteenin kemialliset ominaisuudet

Kemiallinen Molekyylipaino, Vesiliukoisuus,

PAH kaava g/mol mg/1 Log Kow
reteeni* CisHis 234,342 <1 6,5
fluorateeni** Ci6Hio 202,256 0,20-0,26 5,16

*Lahde: Retene (2017), ** Lahde: Fluoranthene (2017)

2.3 Fluoranteeni

Fluoranteeni (1,2-benzacenaphthene) on erittdin valoherkkd PAH-yhdiste, jossa on
kolmen aromaattisen renkaan lisdksi yksi viidestd hiilestd muodostuva
rengasrakenne (Fluoranthene 2011, Fluoranthene 2017; Kuva 1). Kuten reteeni
myo6s fluoranteeni liukenee huonosti veteen ja sen log Kow-arvo on 5,16
(Fluoranthene 2017; Taulukko 1). Fluoranteenia voi esiintyd kivihiilessd pienind
madrind (Achten ja Hofmann 2009) ja sitd muodostuu kivihiilitervan ja raakadljyn
korkealdmpéotilaisessa poltossa, kun valmistetaan asfalttia (Fluoranthene 2017).
Kuten reteenida myds fluoranteenia on 1dydetty kunnallisen kaatopaikan

maaperdstd perdti 13 800 ug FLU/ kg ka pitoisuutena (Legler ym. 2011).

Euroopan parlamentin ja neuvoston direktiivissd (2008/105/EU) on asetettu 33

prioriteettiaineelle ja tietyille muille pilaantuville aineille ymparistonlaatunormit



ja direktiivin (2000/60/EY) tavoitteena on vdhentdd asteittain ndiden
prioriteettiaineiden aiheuttamaa ympdriston pilaantumista ja lopettaa niiden
pdastot. Fluoranteeni on yksi ndistd listatuista aineista ja pintavesissa sitd saa olla
enintddn 0,1 ng FLU/1 vuosikeskiarvona mitattuna ja sallittu enimmadispitoisuus
on 1 pg FLU/1 (2008/105/EY). Makeissa vesissd on fluoranteenia mitattu 0,05 pg
FLU/1 ja kaloissa 35,6 pg FLU/kg tp (tuorepaino; Fluoranthene 2011).
Juomavedestd ei ole 16ydetty fluoranteenia, mutta sen raja-arvoksi on asetettu 1,8

ng/1 (Fluoranthene 2011).

Itdmeren pohjasedimentin pintaosassa fluoranteenin pitoisuus vaihtelee 6,4-589
ng/g ka viélilld (Pikkarainen 2004). Keskisuomalaisessa Jamsdnvesi-jarvessd on
pahiten saastuneilta alueilta 16ydetty sedimentin pintakerroksesta (0-10 cm) jopa
295,3 ng FLU/g ka, mutta sen pitoisuus laskee 20-30 cm syvyydessd 2,32 ng
FLU/g ka (Hyotyldinen ja Oikari 1998). Useimmat Jamsdnvesi-jarvestd otetut

ndytteet sisdlsivit fluoranteenia (Hyotyldinen ja Oikari 1998).

2.4 PAH-yhdisteiden biotransformaatio

Haitta-aineiden biotransformaatio on kaksivaiheinen prosessi, jossa lipofiiliset
yhdisteet kuten PAHit muokataan hydrofiilisemmiksi uloseritystd varten (Grans
ym. 2010). Kun PAHit ovat absorboituneet kalojen elimistoon (systemic
circulation), ensimmadisessd haitta-ainemetabolian vaiheessa ne hapetetaan ja
toisessa vaiheessa tapahtuu konjugaatioreaktio entsymaattisten reaktioiden kautta
(Donnelly ja Naufal 2010, Grdns ym. 2010). Ensimmdisessd vaiheessa
mikrosomaaliset CYP-entsyymit katalysoivat hydroksylaatioreaktioita, joissa
aromaattiseen yhdisteeseen liitetddn OH-ryhma (Xu ym. 2005, Schlenk ym. 2008,
Donnelly ja Naufal 2010). Namé& prosessit parantavat PAHien polaarisuutta ja
vesiliukoisuutta, mikd nopeuttaa niiden detoksifikaatiota ja eritystd ulos

elimistostd (Donnelly ja Naufal 2010, Grans ym. 2010).

Suurin osa PAHeista on kemiallisesti inertteji kuten reteeni, mutta haitta-

ainemetabolian ensimmadisessd vaiheessa entsyymit muuttavat yhdisteen
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kemiallisesti ja biologisesti erittdin reaktiivisiksi vilituotteiksi, jotka ovat
haitallisempia kuin alkuperdiset yhdisteet (Billiard ym. 1999, Schlenk ym. 2008,
Donnelly ja Naufal 2010, Grans ym. 2010). Tdssd metaboliaprosessissa PAHien
hapettaminen muuttaa ne erittdin reaktiivisiksi dioli-epoksi-johdannaisiksi, jotka
voivat sitoutua kovalenttisesti makromolekyyleihin kuten proteiineihin ja
DNA:han tuottaen mm. DNA-addukteja (Hawkins ym. 1999, Donnelly ja Naufal
2010). Esim. CYP1A1l detoksifikoi PAHeja, mutta samalla se voi tuottaa
mutageenisid metaboliitteja ja reaktiivista happea (Mimura ja Fujii-Kuriyama

2003).

2.5 Aryylihiilivetyreseptori ja sen toiminta

Aryylihiilivetyreseptori (aryl hydrocarbon receptor, AHR) kuuluu basic-helix-
loop-helix (bHLH)-Per-Arnt-Sim (PAS) transkriptiotekijoiden superperheeseen
(Fernandez-Salguero ym. 1996, Powell ja Hahn 2000, Hahn 2002). AH-reseptorilla
on tdrked rooli lddkkeiden ja haitta-aineiden metaboliassa sekd poistamisessa
elimistOstd ja se suojaa elimistéd ympdristohaitoilta (Xu ym. 2005). AHR indusoi
ensimmdisen ja toiseen vaiheen metaboliaentsyymeji sekd muita
stressientsyymejd mm. maksassa, maksan ulkopuolisissa kudoksissa ja keuhkoissa
(Xu ym. 2005, Donnelly ja Naufal 2010). AH-reseptorilla on kolme viestintdtapaa:
1) adaptaatioviestitys (adaptation signaling), joka johtaa haitta-aineita
metaboloivien entsyymien transkription sddntelyyn ja yleensd lisdd niiden
tuotantoa; 2) toksisuusviestitys (toxic signaling), joka aiheuttaa vastareaktion
pysyvien  korkean  kiinnittymisaffiniteetin  ligandeille  ja  aiheuttaa
haittavaikutuksia soluille ja 3) kehityssignaalit (developmental signaling), joita
tarvitaan tiettyjen elinten ja kudosten normaalissa kehityksessd (Carney ym. 2006,
Tillitt ym. 2008). Koska AH-reseptorilla on biotransformaation lisdksi muitakin
elimiston toimintaan vaikuttavia tehtdvid kuten solu-solu-vuorovaikutukset,
solusyklin sddtely, vuorokausirytmitys ja endokriinisignaalit (King-Heiden ym.

2011), ympaériston haitta-aineet hdiritsevdt nditd elion normaaleja fysiologisia
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toimintoja (Hahn 2002). AHR:n kaikkia toimintoja ei kuitenkaan vield tdysin

tunneta (Staskal ym. 2010).

Elickunnasta 16ytyy vahintddan viisi AH-reseptoria koodaavaa geenid (Hahn ym.
2017). Nisdkkadilld on vain yksi AHR-geeni, mutta kaloilla niitd on useampi lajista
riippuen (Hahn ym. 2005, Hahn ym. 2017). Luukaloilla esiintyy sekd AHRI- ettd
AHR?2-geenit, jotka ovat toistensa duplikaatiopari (Hahn ym. 2017). Naistd AHR2
on vallitseva muoto luukaloilla ja sitd esiintyy kaikissa kudostyypeissda (Hahn
2002, Carvan ym. 2005). Kirjolohen AHRI-sekvenssid ei vield tunneta (Mimura ja
Fujii-Kuriyama 2003, Hahn ym. 2005), mutta kirjolohella on kaksi ortologista
AHR2-geenid, AHR2a ja AHR2p (Abnet ym. 1999a, Mimura ja Fujii-Kuriyama
2003). Nédiden geenien aminohappokoostumus on 95 %:sti samanlainen ja niiden

uskotaan vaikuttavan eri toksisuusvasteisiin (Abnet ym. 1999a).

2.5.1 AHR-aktivaatio ja -signaalireitti

AHR:n adaptiivinen, toksinen ja kehityssignaaliviestintd vaativat reseptorin
aktivoitumisen ligandin avulla, AHR:n siirtymisen tumaan ja sen liittymisen
ARNT:hen (AHR nuclear translocator; Fernandez-Salguero ym. 1996, Carney ym.
2006; Kuva 2). Ilman ligandia AHR on sytosolissa inaktiivisena ja siihen on
kiinnittynyt shaperoniproteiineja: kaksi hs90-proteiinia (heat shock protein 90,
HSP90) ja AHR-inhibiitioproteiineja (AIP, ARA9, P23 tai XAP9; Abnet ym. 1999b,
Mimura ja Fujii-Kuriyama 2003, Hahn ym. 2005, Hahn ja Hestermann 2008; Kuva
2). Kun ligandi aktivoi AHR:n, siihen liittyneet shaperoniproteiinit yhdistyvat
kompleksiksi, mikd helpottaa sen kulkeutumista tumaan (Hahn ym. 2005).
Tumassa hs90-proteiinit irtoavat ja jdljelle jddanyt kompleksi muodostaa
heterodimeeriparin ARNT-proteiinin kanssa, jolloin syntyy transkriptionaalisesti
aktiivinen AHR-ARNT-kompleksi (Powell ja Hahn 2000, Bols ym. 2005, Hahn ym.
2005, Hahn ja Hestermann 2008; Kuva 2). Tamédn ligandi-AHR-ARNT-
heterodimeerikompleksin AHR:n perusosa on vuorovaikutuksessa DNA-
sekvenssin AHR-vaste-elementtien (AHR response elements, AHRE) kanssa

(Hahn ja Hestermann 2008; Kuva 2). Tatda AHR-vaste-elementtid kutsutaan myos
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DRE:ksi (dioxin response element) tai XRE:ksi (xenobiotic response element;
Mimura & Fujii-Kuriyama 2003, Bols ym. 2005, Hahn ja Hestermann 2008). Tamé&n
heterodimeerikompleksin kiinnittyminen DNA-sekvenssin promoottoriosaan
aiheuttaa  proteiinien  dimerisaation @AHR:n HLH-osassa ja muutos
kromatiinirakenteessa mahdollistaa toisen transkriptiotekijan (SP1) kiinnittymisen
sekvenssin promottorialueelle (Mimura ja Fujii-Kuriyama 2003, King-Heiden ym.
2011). Tamé indusoi kohdegeenien transkription ja niiden RNA-ekspression (Bols
ym. 2005, Hahn ja Hestermann 2008; Kuva 2). AHR-signaali paittyy, kun AHR on
siirretty pois tumasta ja ohjattu proteosomaaliseen hajotukseen (Hahn ym. 2005)
(Kuva 2).
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Kuva 2. Esimerkkind AHR2-reseptorivilitteinen singaalireitti, joka kdynnistyy

AHRE
TCDD-ligandilla (2,3,7,8-tetraklooridibentso-p-dioksiini) solulimassa. Tumassa
shaperoniproteiinit irtoavat ja AHR-TCDD-kompleksiin kiinnittyy ARNT-
proteiiniin. Tamé& kompleksi kdynnistdd kohdegeenien transkription. (Kuva: King-
Heiden ym. 2011)

O

AHR-repressori (aryl hydrocarbon repressor, AHRR) viahentdd AHR:n toimintaa
(Hahn 2002; Kuva 2). Vaikka silld on paljon yhtenevéisyyksia AHR:n kanssa, eivat
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ligandit pysty kiinnittymddan AHR-repressoriin. Taasen ARNT voi kiinnittya
ndihin molempiin, mutta AHRR-ARNT-dimeeri ei ole transkriptionaalisesti
aktiivinen. AHR:n ja AHRR:n kilpailu ARNT:std sddtelee vahentdvasti AHR:n
toimintaa. (Hahn 2002)

2.5.2 AHR:n indusoimat geenit

AHR-signaalireitin ~ kdynnistdminen indusoi laajaa = AHR-geenipatteria,
ensimmadisen ja toisen metaboliavaiheen entsyymejd (Kuva 2), jotka metaboloivat
monenlaisia orgaanisia yhdisteitd ja ovat elintdrkeita lipofiilisten yhdisteiden
biotranformaatiossa (Xu ym. 2005, Billiard ym. 2006, Hodson ym. 2007, Timme-
Laragy ym. 2007, King-Heiden ym. 2011). AHR sddtelee CYP (sytokromi P450)
perheen geenejd, jotka tuottavat katalysoivia entsyymejd kuten CYP1A1, CYP1A2,
CYP1A3 ja CYP1B1 biologisiin hapetus- ja pelkistysreaktioihin ensimmadisessd
metaboliavaiheessa (Hahn 2002, Mimura ja Fujii-Kuriyama 2003, Xu ym. 2005,
Billiard ym. 2006, Hodnson ym. 2007, Schlenk ym. 2008, Celander 2011). Cyp-
geneejd 10ytyy selkdrankaisten, kasvien ja mikrobien kaikista kudoksista (Schlenk
ym. 2008). Vaikka tiedetddn, ettd AHR indusoi CYP1A:ta, sen vaikutus CYP1A:n

aktiivisuuteen on vield epdselva (Billiard ym. 2006).

2.6 AHR-ligandeista ja niiden toksisuusvasteesta

AHR tunnistaa laajalti erilaisia kemiallisia rakenteita mukaan lukien ei-
aromaattisia ja -halogenoituja yhdisteitd (Hahn 2002). Dioksiinin kaltaiset
yhdisteet eli DLC-yhdisteet (dioxin like compound) ovat kemikaaleja, jotka
toimivat ligandina AH-reseptorilla (Abnet ym. 1999a, Bols ym. 2005, Brown ym.
2014). Jotta yhdiste voidaan lukea dioksiinin kaltaiseksi, silld tdytyy olla
samankaltainen kemiallinen rakenne ja fysikaalis-kemialliset ominaisuudet kuin
TCDD:1la (2,3,7,8-tetraklooridibentso-p-dioksiini) ja sen tulee toimia saman
mekanismin kautta tuottaen samanlaisen toksikologisten vasteiden sarjan kuin
mitd TCDD aiheuttaa (Staskal ym. 2010). My6s PAHit kuuluvat DLC-yhdisteiden
ryhmé&an (Abnet ym. 1999b, Staskal ym. 2010). TCDD:t4 kdytetddan malliyhdisteend
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AHR:le kiinnittyvistd ligandeista, koska silld on korkea AHR-affiniteetti ja useat
lajit ovat sille herkkid (Mimura ja Fujii-Kuriyama 2003, Carvan ym. 2005, Carney
ym. 2006). Vaikka TCDD:téd on tutkittu jo viiden vuosikymmenen ajan, sitd miten

TCDD aiheuttaa toksisuutta ei tdysin tunneta (King-Heiden ym. 2011 ja 2012).

Lisdksi on myds olemassa luonnollisia AHR:lle sopivia ligandeja, joista voidaan
sanoa, ettd ne ovat DLC-yhdisteiden kaltaisia, ja my6s ne Kkilpailevat
sitoutumisesta AHR:lle (Staskal ym. 2010). Tallaisia yhdisteitd ovat mm. indolin
johdannaiset (heterosyklisid yhdisteitd ristikukkaisissa kasveissa), heterosykliset
aromaattiset amiinit, hapettuneet aminohapot ja bilirubiini. Toisin kuin teollisesti
tuotetut DLC-yhdisteet, jotka ovat kestivid ja bioakkumuloituvat, n4illd
luonnollisilla AHR-ligandeilla on lyhyt puoliintumisaika (minuuteista tunneihin),
koska niiden metabolia ja hajoitus biologisissa systeemeissd on nopeaa. (Staskal

ym. 2010)

DLC-yhdisteiden yhteys ihmisten terveyteen on voitu osoittaa epidemiologisilla
tutkimuksilla sekd teollisuusonnettomuuksien ja tyoaltistuksen kautta (Staskal
ym. 2010). Kun TCDD-viélitteinen mekanismi tunnetaan paremmin
selkdrankaisilla mallilajeilla kuten seeprakaloilla (Danio rerio), se voi tarjota
hyodyllistd tietoa TCDD- ja DLC-altistuksen vaikutuksista ihmisiin ja mm.
oireiden tunnistamiseen (Carney ym. 2006). Useat evoluutiotutkimukset ovat
osoittaneet, ettd nisikkdiden ja kalojen AHR-signaalireitti on pysynyt
samanlaisena (Carvan ym. 2005). Jotta dioksiinien toksikologiassa kaytettyjd
kalamalleja voidaan hyodyntdd ihmisten terveyden kehittdmiseen, taytyy AHR-
signaalireitin yhtenevdisyydet ja erot tuntea kalojen ja ihmisten vililld (Hahn

2001).

2.7 Kalanpoikasten varhaiskehitys on herkka vaihe hdirioille

Useissa tutkimuksissa on todistettu, ettd kalojen poikaset ovat herkempid
toksiineille kuin aikuiset tdysikasvuiset yksilot (Mohammed 2013). Voidaan myds

tarkentaa, ettd kalanpoikanen (larval) on herkempi kuin alkio (embryo) haitta-
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aineiden toksisille vaikutuksille (Mohammed 2013), koska alkiomunan kuori
suojaa alkiota suurimmilta haitta-ainepitoisuuksuuksilta (Brinkworth ym. 2003).
Ero varhaisten kehitysasteiden ja aikuisten vililld johtuu useista tekijoistd mm.
elion altistuspinta-alan suhteesta sen tilavuuteen (Mohammed 2013). Nuorilla
yksiloilld on pienemmét rasvavarastot kuin aikuisilla eikd niilld sen takia ole
kykyd varastoida lipofiilisida yhdisteitd. Nuorilla yksiloilld on kasvusta johtuen
nopeampi metabolia, joka lisdd myo6s toksiinien sisddnottoa ympaéristostd
verrattuna tdysikasvuisiin = yksiloihin. Nuoremmilla yksiloillda on my6s
kehittymattomat homeostaattiset mekanismit, entsyymitoiminta,
immuunijdrjestelmd ja sisdelimet (maksa ja munuaiset) toksiinien kasittelyyn,
detoksifikaatioon ja eritykseen. Kehitysasteiden vililli on eroa myos
kayttaytymisessd, morfologiassa, fysiologiassa ja biokemiallisissa toiminnoissa.

(Mohammed 2013)

2.7.1 Kalan poikasten herkkyys PAH-yhdisteille
Kalanpoikasten PAH-herkkyys kriittisten kasvu- ja kehitysvaiheiden aikana

johtuu planaaristen PAHien korkeasta bioakkumulaatiosta ja rajoittuneesta
biotransformaatiosta (Barron ym. 2003). Kalojen altistuminen PAHeille kdynnistda
solujen haitta-ainemetabolian (AHR-induktion ja CYP1A-proteiinien tuotannon) ja
niilld on subletaali vaikutus kalojen alkioihin ja poikasiin (Barron ym. 2003,
Carvan ym. 2005, Xu ym. 2005, Billiard ym. 2006, Donnelly ja Naufal 2010). Jo
varsin matalat PAH-pitoisuudet esim. 1-18 pg tPAH/1 aiheuttavat kalan poikasille
ja alkioille AHR-vdlitteistd toksisuutta ja vaikuttavat niiden kehitykseen (Carls
ym. 2008, Donnelly ja Naufal 2010). Kalanpoikasilla voidaan ndhdd samanlaisia
toksisia oireita kuin muilla selkdrankaisilla (Billiard ym. 1999, Barron ym. 2003,

King-Heiden ym. 2012).

2.7.2 Reteenin kehitystoksiset vasteet kalanpoikasilla
Reteeni on biogeeninen PAH-yhdiste (Achten ja Hofmann 2009, Stout ym. 2015) ja

edustaa hyvin sellaista raakadljytuotetta, joka aiheuttaa DLC-yhdisteiden kaltaisia
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kehitystoksikologisia oireita kaloilla (Billiard ym. 1999, Vehnidinen ym. 2015).
Reteeni sddtelee useita geenejd ja se on heikko AHR-agonisti (Schlenk ym. 2008,
Mu ym. 2014b, Vehnidinen ym. 2015). CYP1A-entsyymi metaboloi reteenid, mistd
syntyy uniikkeja reaktiivisia sivutuotteita kuten bentsyylialkoholeja, jotka voivat
olla avainasemassa reteenin toksikologiassa ja haittavaikutuksien syntymiselle
kaloissa (Hodson ym. 2007). AHR-aktivivaation kautta reteeni aiheuttaa
seeprakalan, merimedakan (Oryzias melastigma) ja kirjolohen poikasille
ruskuaispussitaudin (blue sac disease, BSD) oireita niiden varhaiskehityksen
aikana (Billiard ym. 1999, Mu ym. 2014b, Vehnidinen ym. 2015). Mun ym. (2014b)
kokeen perusteella voidaan olettaa, ettd reteeni olisi jopa haitallisempaa
merikaloille kuin makean veden kaloille. Kirjolohen poikasilla voidaan ndhda
BSD-oireita jo seitsemdssd pdivdssd (Vehnidinen ym. 2015). Reteeni vaikuttaa
useampien signaalikaskadien kautta kirjolohenpoikasten syddmeen ja
todenndkoisesti hdiritsee prosesseja, jotka vaikuttavat sydédn- ja verisuonielimiston
kehitykseen (Vehnidinen ym. 2015). Myts Mu ym. (2014b) toteavat omien
merimedaka kokeidensa perusteella, ettd reteenin toksiset vaikutukset

kohdistuvat erityisesti sydankudokseen.

2.7.3 Fluoranteenin kehitystoksiset vasteet kalanpoikasilla

Fluoranteeni ei ole haitallinen yhdiste useille makean veden kaloille kuten
kirjolohelle (Spehar ym. 1999). Verrattuna fluoresenssivaloon UV-valo lisdd
fluoranteenin haitallisuutta kaloille (Spehar ym. 1999). Kirjolohen 96 tunnin
akuutissa altistuskokeessa on fluoranteenille saatu LCsp-arvoksi yli 91 pg FLU/I,
kun testattiin tavallisessa valossa, ja UV-valokésittelyssda LCso-arvon laskee 7,7 pg
FLU/1 (Spehar ym. 1999; Fluoranthene 2011). Killikalan (Fundulus heteroclitus)
alkiokokeessa fluoranteeni vahensi vihdn CYP1A:mn aktiivisuutta (Wassenberg ja
Di Giulio 2004). Fluoranteeni estdd tai vihentdda CYP1A-entsyymin toimintaa ja
lisdd AHR-vaélitteistd toksisuutta seepakalan alkioilla (Brown ym. 2014). Taasen

Matsonin ym. (2008) seeprakalojen poikaskokeessa 500 png FLU/1 -altistus ei
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vaikuttanut poikasten EROD (etoksiresorufiini-O-de-etylaasi) -aktiivisuuteen

DMSOQO-kontrolliin verrattuna.

2.8 Ruskuaispussitaudin oireet

PAHeille altistuneet hedelmdittyneet kalan alkiot muodostavat aikaisen
kehitysvaiheen toksisuusoireita, jotka voidaan ndhdd jo ennen kuoriutumista
(Abnet ym. 1999b). Samanlaisia oireita voi kehittyd kuoriutuneille
ruskuaispussivaiheen  kalanpoikasille. = Nditd  varhaisen  kehitysvaiheen
toksisuusoireita ovat ruskuais- ja sydanpussin ddeema, ihonalaiset verenvuodot,
hdiriot syddmen ja verenkierron toiminnassa ja kehityksessd, kallon, pddan sekd
selan epamuodostumat, heikentynyt kasvu, evien kuluminen, uintikyvyn
heikkeneminen, hermosolujen kuoleminen, anemia, geenimutaatiot (somaattisissa
ja sukusoluissa), kuolleisuuden aikaistuminen ja lisdantymiskyvyn heikkeneminen
(Barron ym. 2003, Wassenberg ja Di Giulio 2004, Billiard ym. 2006, Hodson ym.
2007, Mu ym. 2014a). Useimmat ndistd oireista kuvaavat BSD-syndrooman eli
ruskuaispussitaudin  oireita (Barron ym. 2003). BSD-syndroomassa on
tunnusomaista nesteen kertyminen ruskuaispussin ympadrille ulkokalvon alle
ruskuaispussivaiheen poikasilla (Carney ym. 2006, King-Heiden ym. 2011).
Téllaiseen 6deemaan voi tulla sinistd maitoista virid, josta "blue sac disease" on
saanut nimensd (King-Heiden ym. 2011). Ruskuaispussin 6deeman lisdksi muita
BSD-syndrooman oireita ovat syddnpussin ©6deema, &ddreisverenkierron
tukkeumat, verenvuodot, pdan ja kallon epamuodostumat, heikentynyt kasvu
sekd kuolleisuuden lisdantyminen poikasena ja ennen kuoriutumista (Brinkworth

ym. 2003, King-Heiden ym. 2011).

Vaikka BSD-syndrooman toksisuusoireet ovat hyvin tunnettuja ja kuvattuja,
niiden syntymekanismia ei vield tunneta tarpeeksi hyvin (Scott ja Hodson 2008).
Kuitenkin BSD-oireiden ilmestyminen tarkoittaa sitd, ettd CYP1A-entsyymit ovat

indusoituneet (Mu ym. 2014a) ja PAHeilla on todistettu selvésti voimakas
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positiivinen yhteys AHR:1le kiinnitymisen ja cypla-induktion vélilld (Wassenberg
ja Di Giulio 2004).

2.8.1 Reteenin ja fluoranteenin BSD-oirevasteet

Kun reteeni pitkittdd cypla-geeniaktivaatiota, se lisdd happiradikaalien syntymistd,
mikd johtaa lipidikalvojen hajoamiseen ja aiheuttaa BSD-oireita kalanpoikasille
(Billiard ~ym. 1999, Brinkworth ym. 2003). Yleisimmdt BSD-oireet
reteenialtistuksessa ovat verenvuodot, ruskuaispussin ddeema ja kuolleisuuden
nousu (Brinkworth ym. 2003). Korkeasta reteenipitoisuudesta aiheutuva ddeema
aiheuttaa lopulta hdiriditd solukalvoihin ja -rakenteisiin (Billiard ym. 1999).
Billiardin ym. (1999) kalakokeissa 32 pg RET/l-vihimmadispitoisuus aiheutti
seeprakalan kalanpoikasille p&ddn ja kallon epamuodostumia ja kirjolohen
poikasille kuoriutumisen jdlkeen ruskuaispussin 6deemaa ja verenpurkaumia sekd
evien kulumista. Kirjolohen poikasilla lisddntyi myos EROD-aktiivisuus, joka
viittaa lisddntyneeseen cypla-induktioon (Billiard ym. 1999). Reteenialtistus
heikensi kirjolohen poikasten kasvua ja lisédsi pddn ja kallon epamuodostumia seka
kuolleisuutta (Billiard ym. 1999). Voidaan todeta, ettd reteeni aiheuttaa DLC-
yhdisteiden kaltaisia kehitystoksisia oireita kaloille niiden varhaisessa

kehitysvaiheessa (Billiard ym. 1999).

Pelkdn fluoranteenin aiheuttamaa kehitystoksikologiaa on tutkittu varsin vahan.
Koska fluoranteeni on CYP1A-inhibiittori, se ei indusoi AH-reseptoria eikd
aiheuta samankaltaista toksikologisten vasteiden sarjaa kuten AHR-agonistit,
mikd johtaa BSD-oireiden ilmenemiseen. Brownin ym. (2014) mukaan
fluoranteenin vaikutusmekanismeja tulisi karakterisoida paremmin ja etenkin sen
yhteisvaikutuksia muiden yhdisteiden kanssa. Matsonin ym. (2008) seeprakalan
poikasten altistuskokeessa fluoranteeni (100 tai 500 pg FLU/I) ei aiheuttanut
syddnpussin vuotamista normaaleissa happiolosuhteissa (20,8 % DO, dissolved
oxygen, liuennut happi), mutta vahdhappisissa oloissa (7,3 % DO) sydanpussin

vuoto lisddntyi selvasti. Tdllaisissa vahdhappisissa olosuhteissa jo 100 pg FLU/1
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aiheutti seeprakalan poikasille notkoselkdisyyttd ja oireet pahenivat sekd

yleistyivit, kun altistuspitoisuus nousi 500 pg FLU/1.

2.9 PAH-seosten toksisuusvasteet

Vaikka yksittdisten PAHien haitallisuus ja toksiset vasteet saatetaan tuntea jopa
varsin hyvin, niin ymparistossa PAHit esiintyvdt moninaisina seoksina ja niiden
toksisuusvasteita on vaikeampi ennustaa kuin mitd aiemmin on arveltu
(Incardona ym. 2006, Matson ym. 2008). PAH-seosten koostumus voi vaihdella
todella paljon riippuen sen péddstoldhteestd (Incardona ym. 2006). Lisdksi sitd
miten muut haitta-aineet ja saasteet vaikuttavat PAHien metaboliareitteihin eri

ympdristoolosuhteissa ei mydskddan tunneta.

Useat tutkimustulokset osoittavat, ettd kalojen nykyiset PAH-toksisuusmallit ovat
lilan yksinkertaistettuja (Incardona ym. 2006). T&lld hetkelld kdytossda olevat
riskinarviointimenetelmit ja toksisuusvastemallit PAHeille olettavat, ettd PAH-
yhdisteiden seokset lisddvit toksisia vaikutuksia additiivisesti (Congalves ym.
2008, Staskal 2010, Brown ym. 2014). Namd mallit perustuvat muutamiin
nilvidisilld tehtyihin ekotoksikologisiin kokeisiin, joilla on mitattu kuolleisuutta, ja
on vield epdselvdd, ettd pateviatko ndméd mallit kaloihin (Congalves ym. 2008).
Todellisuudessa PAH-seosten vaikutukset ovat ennemmin synergistida kuin

additiviisia mm. alkiotoksikologiassa (Brown ym. 2014).

2.9.1 AHR-agonistin ja CYP1A-inhibiittorin yhteisvaikutus kalanpoikasten
toksisuusvasteisiin

AHR-agonistit voidaan jaotella heikkoihin ja vahvoihin AHR-agonisteihin sen
mukaan kuinka voimakas niiden ligandiin kiinnittymisaffiniteetti on. Voidaan
karkeasti yleistdd, ettd raskaat PAHit ovat vahvempia AHR-agonisteja kuin
kevyemmit PAHit (Incardona ym. 2006). AHR-agonistin vastakohta on AHR-
antagonisti eli yhdiste, joka sopii ligandille tarkoitettuun paikkaan, mutta ei
aktivoi AH-reseptoria eikd kdynnistd sen induktiota. Taasen CYP1A-inhibiittori
inhiboi tai estdd CYP1A-entsyymin toimintaa (Billiard ym. 2006, Matson ym.
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2008). CYP1A:n inhibitio tai syrjdytys hidastaa AHR-agonistien metaboliaa ja

nostaa emoyhdisteiden puoliintumisaikaa (Matson ym. 2008).

Kun kaloja on altistettu =~ AHR-agonistille ja  CYP1A-inhibiittorille
kehitystoksikologisissa kokeissa, on PAHien toksisuus lisddntynyt ja niiden
yhteisvaikutus on aiheuttanut synergistisid vasteita (Billiard ym. 2006, Matson ym.
2008). Téllaisessa yhteisaltistuksessa on CYP1A:n I-RNA:n mééra ollut korkeampi
kuin pelkdstdan AHR-agonistille tai CYP1A-inhibiittorille altistettaessa (Matson
ym. 2008). AHR-agonistin ja CYP1A-inhibiittorin yhteisaltistus on aiheuttanut
additiivista suuremmat toksisuusvasteet seepra- ja killikalakokeissa, mika
todistaa, ettei kdytossd olevat toksisuusmallit pade PAH-seoksille (Wassenberg ja
Di Giulio 2004, Vandenbrouck ym. 2010). Celanderin (2011) mukaan CYP1A-
inhibiittoreita  sisdltdvien ~PAH-seosten riski vesiympdristossd yleensd

aliarvioidaan.

Sitd kuinka CYP1A-inhibiittorin aiheuttama alkiotoksisuus tapahtuu yhdessd
AHR-agonistina toimivan PAH-yhdisteen kanssa, ei tunneta (Wassenberg ja Di
Giulio 2004). Matson ym. (2008) ovat selittineet AHR-agonistin ja CYP1A-

inhibiittorin aiheuttamaa synergististd yhteisvaikutusta kahdella eri tavalla:

1. CYP1A-inhibiittori pitkittdd AHR-agonistin toimintaa AH-reseptorilla,
mikd lisdd 1-RNA:n mdardd, mutta vahentdd CYP1A-entsyymin toimintaa.
CYP1A-entsyymin toiminnan estiminen, lisid CYP1A:n I-RNA:n tuotantoa,
mutta AHR-agonisti jatkaa altistusta kehitystoksisille oireille, koska AHR-
agonistia ei metaboloida CYP1A-inhibition takia (Matson ym. 2008). Taman
myotd alkuperdisten haitta-aineiden puoliintumisaika kasvaa (Matson ym.
2008).

2. CYP1A-inhibiittorit muuttavat PAHien metabolointia niin, ettd niistd
syntyy toksisempia metaboliitteja tai vdlituotteita kuin normaalilta

metaboliareitiltd. Tam&d todenndkoisesti johtuu siitd, ettd kun CYP1A-
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aktiivisuus vdhenee, siirtyy PAH-yhdisteen metabolia muille entsyymeille,

jotka eivdt ole niin tehokkaita kuin CYP1A (Matson ym. 2008).

Tutkimuksissa on saatu tuloksia, jotka puoltavat joko ensimmadistd tai toista edelld
esitetyistd teorioista. Matson ym. (2008) tutkimus tukee ensimmadistd teoriaa, jonka
mukaan CYPlA-aktiivisuuden vdheneminen hidastaa ensimmdisen vaiheen
metaboliaa. My6s Hodsonin ym. (2007) kokeessa korkea ANF-pitoisuus (alpha-
naphthoflavone, = CYP1A-inhibiittori), = vdhensi reteenin (AHR-agonistin)
metaboliaa ja eritystd kirjolohella. Taasen pienind tai keskisuurina pitoisuuksina
ANF muutti reteenin metaboliaa (Hodson ym. 2007), mika tukee toista esitetyistd
teorioista. T&td toista teoriaa tukee myds Matsonin ym. (2008) koe, jossa BaP:n
(benzo[a]pyrene, heikko AHR-agonisti) ja fluoranteenin (CYP1A-inhibiittorin)
synergistisid vaikutusia selitetidn CYP1A-aktiivisuuden vdhenemiselld, jolloin
BaP:n metabolia siirtyy muille entsyymeille, jotka ovat vdhemman tehokkaita kuin
CYP1A ja tuottavat todenndkoisemmin toksisia metaboliitteja. Myds Wassenberg
ja Di Giulio (2004) arvelevat, ettd CYP1A-inhibitio muuttaa PAHien metaboliaa ja

tuottaa emoyhdisteitd toksisempia vilituotteita.

Tulokset synergistisistd, additiivisista ja jopa antagonistisista haittavaikutuksista
kalojen varhaisessa kehitysvaiheessa ovat osittain ristiriitaisia keskendan (Billiard
ym. 2006). Voi myos olla niin, ettd CYP1A:n inhibitio tai proteiinin syrjdytys
vdhentdd synergistisid vaikutuksia tai ei aiheuta niitd ollenkaan (Billiard ym.
2006). Seeprakalamallitutkimukset osoittavat, ettd PAH-toksisuus tapahtuu
AHR2-reseptorin kautta vdhentden CYPlA-aktiivisuutta (Timme-Laragy ym.
2007). Billiard ym. (2006) toteavat seeprakalojen alkiokokeiden pohjalta, ettd
AHR2:n syrjaytys (knockdown) vidhensi selvdsti toksisuutta, kun alkioita
altistettiin saman aikaisesti AHR-agonistille (BNF, p-naphthoflavone) ja CYP1A-
inhibiittorille (ANF).

Vaikuttaa siltd, ettd PAH-altistuksen lopputulos riippuu siitd, mitkd yhdisteet ovat

kyseessda. Yhdisteiden vuorovaikutukset AHR:ld ja CYP1A:n toimintaan
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vaihtelevat. Timme-Laragyn ym. (2007) kokeessa todennettiin, ettd ANF on heikko
AHR-agonisti, kun se toimii yhdessd AHR-agonistin (BNF) kanssa. Kun taasen
edelld kerrottiin, ettd korkeana pitoisuutena ANF toimi CYP1A-inhibiittorina, kun
sitd altistettiin yhdessd reteenin kanssa, joka on myds AHR-agonisti (Hodson ym.
2007). Timme-Laragy ym. (2007) seeprakalojen alkiokokeessa kokeessa olevat BNF
(AHR-agonisti) ja ANF (heikko AHR-agonisti) kilpailivat paikasta AHR-

reseptorissa ja lisdsivat cypla-geenin I-RNA mé&adrda ennustettua enemman.

2.9.2 AHR-agonistin ja CYP1A-inhibiittorin mahdolliset vaikutukset
toksisuusvasteisiin

Kalanpoikasten altistaminen reteenille (AHR-agonistille) ja CYP1A-inhibiittorille
pitdisi vdhentdd reteenin metaboliittien muodostumista ja vdhentdd toksisuutta,
jos metaboliitit ovat toksisia (Hawkins ym. 2002). Jos emoyhdisteet ovat toksisia,
silloin toksisuus lisddntyy (Hawkins ym. 2002). Fluoranteenin CYP1A-inhibitio voi
joko vidhentdd reteenistd syntyvien vilituotteiden Thaitallisuutta, kun
emoyhdisteitd on suhteessa enemmin ja CYP1A-metabolia estyy tai se lisdd
molempien yhdisteiden toksisia vaikutuksia, koska niiden metabolia estyy tai
heikentyy. Myo6s neutraalit tai toksisuutta pienentdvdt vaikutukset ovat
mahdollisia, mutta epdtodenndkoisempid, reteenin (AHR-agonistin) ja

fluoranteenin (CYP1A-inhibiittorin) yhteisaltistuksessa.

3 AINEISTOT JA MENETELMAT

Aineisto keréttiin yhdeksdn pdivdd kestdneestd altistuskokeesta, jossa kdytettiin
koe-eldimind vasta kuoriutuneita kirjolohen (Oncorhynchus mykiss) poikasia.
Tutkimuksia varten ei tarvittu koe-eldinlupaa, koska kalanpoikaset elivit kokeen
ajan ruskuaispussin varassa. Poikasia altistettiin kolmelle eri pitoisuudelle reteenia
(3,2, 10 ja 32 pg/l) ja fluoranteenia (5, 50 ja 500 pg/l) ja ndiden molempien

aineiden seoksille. Tutkittavia vasteita olivat cyplal-geenin I-RNA:n maard,
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ruskuaispussitaudin oireiden ilmeneminen ja vakavuus sekd poikasten pituus ja
ruskuaispussin pinta-ala, jotka arvioitiin ja mitattiin poikasista otetuista

valokuvista kokeen pddtteeksi.

3.1 Koejirjestelyt

Kirjolohen poikasille tehtiin Early Life Stage (ELS) eli varhaisen kehitysvaiheen
altistuskoe, joka kesti yhdeksdn pdivdd. Koejdrjestelyissdé huomioitiin OECD
guideline for testing of chemicals (1992) ohjeen suosittelemat periaatteet. Kokeen
aikana poikaset elivat ruskuaispussin varassa eli niitd ei ruokittu. Koe aloitettiin
Jyvaskylan yliopiston Ympdristotieden osaston kylmdhuoneessa tiistaina 9.2.16 ja
pddtettiin perjantaina 19.2.16. Kylmdhuoneen lampétila pyrittiin pitdméadn noin
11-12 °C -asteen vidlilld. Kirjolohen poikaset saatiin hankasalmelaiselta
kalalaitokselta, Hanka-Taimen Oy:lta, ja niistd ensimmadiset kuoriutuivat noin pari
tuntia ennen altistuskokeen aloitusta. Kaikki koeryhmit perustettiin kolmen
tunnin sisédlld ensimmadisen ryhman altistuksen aloituksesta ja poikaset olivat

korkeintaan viiden tunnin ikaisid kokeen alkaessa.

3.1.1 Reteenin ja fluoranteenin altistuspitoisuudet

Kokeessa kaytettiin altistusvetend suodatettua (1 pm) Konnevesi-jarven jarvivetta.
Kasittelyjd oli yhteensd 17 mukaan lukien kontrollikasittely pelkalla jarvivedelld ja
DMSO-liuotinkontrolli (110 ul DMSO/1 = 0,01 % DMSO), koska reteenin ja
fluoranteenin kantaliuokset oli liuotettu DMSO:hon. Ndistd molemmista haitta-
aineista oli kolme eri pitoisuutta ja niiden eri pitoisuuksien RET-FLU-yhdistelmat.
Jokaisesta altistuksesta tai késittelystd oli kolme toistoa paitsi jarvivesi-kontrollista
nelja. Yhdessd altisastiassa oli kymmenen kirjolohen poikasta yhdessd litrassa

jarvivetta.

Reteenin pitoisuudet kokeessa olivat 3,2; 10 ja 32 pg RET/l. Korkein
reteenipitoisuus (32 pg RET/I) pddtettiin Vehnidisen ym. (2015) reteenikokeen

perustella, jossa kirjolohen poikasille muodostui seitsemdssd pdivdssd kolme
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kertaa suurempi BSD-indeksi kuin kontrolliryhmé&n poikasille. Koska jo matala
reteenipitoisuus (32 pg RET/I) aiheuttaa vahvasti BSD-oireita, valittiin muut
pitoisuudet tdtd pienemmiksi, jolloin voidaan tutkia miten fluoranteeni vaikuttaa
BSD-oireiden  kehittymiseen ja cyplal-geenin [-RNA-mé&ddrddn matalissa
reteenipitoisuuksissa. Fluoranteenin pitoisuudet kokeessa olivat 5, 50 ja 500 pg
FLU/l. Fluoranteenin altistuspitoisuudet valittiin  kirjallisuusselvityksen
perusteella. Matsonin ym. (2008) seeprakalan poikasten altistuskokeessa 500 ng
FLU/1 vahensi CYP1A-aktiivisuutta, kun poikasia altistettiin samanaikaisesti
myds AHR-agonistille (10 pg BaP/1 tai 1 pg BNF/1). Yhteisaltistus lisdsi myos
seeprakalan poikasten kehityshdirioitd (Matson ym. 2008). Myts Wassenbergin ja
Di Giulion (2004) killikalan alkiokokeessa 1000 pg FLU/I -altistus laski EROD-
aktiivisuutta verrattuna kontrolliin, mutta se ei vaikuttanut BSD-oireiden
vakavuusindeksiin. Kun alkioita altistettin fluoranteenin lisdksi myo6s AHR-
agonistille (1 ng BNF/1), vakavuusindeksi alkoi kohota, kun fluoranteenin
pitoisuus oli 50 ng FLU/1 (Wassenberg ja Di Giulio 2004). Jayasundaran ym. (2015)
seeprakalan alkiokokeessa 500 pg FLU/I ei yksinddn vaikuttanut alkioiden
syddmien kehitykseen, mutta yhteisvaikutuksessa BaP:n kanssa sydanpussin koko
kasvoi ja syddmen lyontitiheys nousi. Ndiden tutkimusten perusteella valittiin
tahdn kokeeseen korkeimmaksi fluoranteenipitoisuudeksi 500 pg FLU/1. Matson
ym. (2008) arvioivat, ettd vaikka 100-500 pg FLU/1 on suhteellisen korkea
pitoisuus, se on kuitenkin relevantti pitoisuus saastuneessa ymparistossa.
Matalammiksi pitoisuuksiksi valittiin maksimipitoisuutta (500 pg FLU/I)
kymmenes- ja sadasosan pienemmét pitoisuudet 50 pg FLU/I ja 5 ng FLU/L
Koska vesistoissd voi olla PAHeja korkeampien pistepddstojen lisdksi myos
matalina pitoisuuksina, on tdrkedd tuntea myos niiden vaikutus kalanpoikasten
varhaiskehitykseen. Yksittdisten reteeni- ja fluoranteenialtistusten lisdksi tutkittiin
ndiden molempien aineiden eri pitoisuuksien yhdistelmdt: Ret3,2+Flub5;
Ret3,2+Flub50; Ret3,2+Flu500; Ret10+Flu5; Ret10+Flu50; Ret10+Flu500; Ret32+Flub;
Ret32+F1u50 ja Ret32+Flu500, joissa Ret on lyhenne reteenistd, Flu fluoranteenista

ja numero kuvaa aineen pitoisuutta (ug/1).



25

3.2 Koevalmistelut, kokeen aloitus ja vesien vaihto kokeen aikana

Kokeessa kaytetty kylmdhuone valmisteltiin koetta varten jo kokeen aloituspdivad
edeltdavand pdivand niin, ettd koeastioihin (lasisiin n. 2 litran pyrex-vuokiin) oli
rakennettu valmiiksi ilmastukset ja niiden toimivuus oli testattu (Kuva 3).
Koeastioiden ilmastuksessa kaytettiin ilmastuspumppua, jonka yhdestd
ilmanulostuonnista haarautui ilmaletkut neljadn eri koeastiaan. Ndin jokaisessa
koeastiassa oli oma ilmastus ja veteen tuleva osa oli puhdas lasinen pasteur-pipetti
(Kuva 3). Jarvivettda sdilytettiin samassa viiledssd altishuoneessa isoissa
kannellisissa saaveissa ja myos niissd oli ilmastus. Jarviveden pH mitattiin
(Mettler Toledo PHM220 Lab pH Meter Meterlab) kolme kertaa ja

sdhkonjohtokyky (Hanna instruments HI9635) kaksi kertaa eri vesierista.

Kuva 3. Altistusastioina kdytetyt lasivuu'at ja nithin haarautuvat ilmastusletkut,
joiden péddssd on lasinen Pasteur-pipetti.
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Koeastioihin mitattiin 1 1 jarvivettd (2x 500 + 5 ml muovisella mittalasilla) ja
pipetoitiin ~ DMSO,  reteeni- ja  fluoranteeniliuokset  suunniteltujen
altistuspitoisuuksien mukaan (Taulukko 2, Taulukko 3, Liite 1). DMSO-
liuotinkontrollivuokiin pipetoitiin 110 pl DMSO:ta. Pelkkiin RET- tai FLU-
altistusastioihin pipetoitiin kunkin kantaliuoksen lisdksi myds DMSO:ta
Taulukoiden 2 ja 3 mukaan, mutta RET-FLU-yhdistelmaéaltistusastioihin ei lisatty
erikseen DMSO:ta. Laboratoriomestari Mervi Koistinen oli valmistanut reteenin ja
fluoranteenin kantaliuokset DMSO:hon (Taulukko 2 ja 3). Kun koeastioihin
valmistettiin altistusvedet jo edellisend pdivdnd, niiden pinnat pystyivét
kyllastymddn altistusaineilla ennen varsinaisen altistuskokeen aloitusta, jolloin

todenndkoisyys altistuspitoisuuden laskulle ensimmadisend koepdivand pienenee.

Taulukko 2. Reteenin kantaliuosten ja DMSO:n pipetointimdarét altistusastioihin

Altistus- Kanta- Kantaliuoksen DMSO:n
pitoisuus, liuos, pipetointimdirda, pipetointimdira,
ug RET/1 mg/ml pl pl
3,2 0,32 10 100
10 1 10 100
3 3,2 10 100

Taulukko 3. Fluoranteenin kantaliuosten ja DMSO:n pipetointimédérét
altistusastioihin

Altistus- Kanta- Kantaliuoksen DMSO:n
pitoisuus, liuos, pipetointimddrd, pipetointimaira,
ug FLU/1 mg/ml pl ul
5 0,05 100 10
50 0,5 100 10
500 5 100 10

3.2.1 Kokeen aloitus
Koe aloitettiin  9.2.2016. Edellisend pdivand tehty altistusvesi kaadettiin
koeastioista lattiaviemadriin, mitattiin 1 1 uutta ilmastettua jarvivettd ja pipetoitiin

uudet aineet koeastioihin kuten edellisend pdivand. 10 kirjolohen poikasta
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poimittiin 50 ml muoviseen sentrifugiputkeen isosuisella pumpettipipetilld, jonka
suu oli leikattu saksilla suuremmaksi. Poikasten kunto tarkistettiin
silmamaérdisesti ennen koeastioihin siirtoa. 50 ml sentrifugiputken mukana siirtyi
noin 5 ml jarvivettd poikasten mukana. Lopussa ilmastusten toimivuus
tarkistettiin ja poikaset laskettiin (10 kpl/altistusastia). Altistushuoneessa oli
sdddetty pdivittdiseksi valorytmiksi 16 tuntia (keltaista) valoa ja kahdeksan tuntia

pimeda.

3.2.2 Kokeen ylldpito ja seuranta

Jokaisena koepdivand 4-6 kontrolli- ja DMSO-kasittelyista (Liite 1) mitattiin
lampotilat ennen vesien vaihtoa. Kahtena ensimmdisend pdivand kaytettiin
lampomittaria, jonka tarkkuus oli 0,5 °C ja kokeen myschempind pdivind 0,1 °C-
asteen tarkkuista lampomittaria. Koeastioiden pdivittdisten keskilampotilojen
avulla voitiin laskea lamposumma (degree days, DD) koeajalle laskemalla yhteen
kunkin pdivan keskimddrdinen lampotila koeastioissa (Le Bihanic ym. 2014).
Koska koeastioiden hapetukset toimivat moitteettomasti koko kokeen ajan,
mitattiin varmuuden vuoksi happipitoisuus (VWR DO200) vain kaksi kertaa

kontrollikésittelyista.

Ennen altistusvesien vaihtoa kunkin késittelyn (altistuspitoisuuden) koeastiasta
otettiin yhdistetty vesindyte reteeni- ja fluoranteenipitoisuuksien analysointia
varten. Kustakin kolmesta rinnakkaisesta altistusastiasta otettiin 1 ml vesindytetta
ja pipetoitiin tuikepulloon, jossa 3 ml etanolia (EtOH; ETAX Aa, min. 99,5 paino-
%). Koska kontrollivuokia oli neljd, pipetoitiin 4 mlin yhteisndyte 4 ml:aan
etanolia. Etanoliin (1:1) sdilotyt vesindytteet sdilytettiin jddkaapissa. Néadiden
altistusvuorokauden lopulla otettujen néytteiden lisdksi otettiin yhtend p&divana
vesindytteet my0s heti vesien vaihdon jdlkeen reteenin ja fluoranteenin

lahtopitoisuuksien méarittamiseksi.

Kokeen aikana koeastioihin vaihdettiin altistusvedet kerran pdivéssd. Vesien

vaihdon ajaksi poikaset pyydystettiin isoilla muovisilla pumpettipipeteilld 50 ml
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muovisiin sentrifugiputkiin. Koeastiasta kaadettiin vanha vesi pois lattiaviemariin
ja mitattiin 1 1 uutta ilmastettua jarvivettd tilalle. Reteeni, fluoranteeni ja DMSO
pipetoitiin veteen, kuten jo aiemmin kuvattiin, ja samoja pipetointiméaaria
(Taulukko 2 ja 3) ja kdytanteitd noudatettiin koko kokeen ajan. Kun yhdisteet oli
sekoitettu uuteen veteen, kaadettiin poikaset takaisin altistusastiaan. Poikaset
joutuivat olemaan 50 ml muovisessa sentrifugiputkessa vain muutaman minuutin

ajan ja niiden siirrossa siirtyi 5 ml vanhaa altistusvetta.

3.3 Kokeen pdittiminen

Koe pddtettiin 19.2.2016 yhdeksdn altistuspdivdn jdlkeen. Poikaset poimittiin
isosuisella pumpettipipetilld nukutusliuokseen (100 mg MS-222/1) ja annettiin olla
sielld muutaman minuutin ajan, kunnes ne olivat riittdvén rauhallisia kuvausta
varten. Poikaset aseteltiin petrimaljalle, jonka pohjalla oli silikoonialusta
(Iloleipuri, silikooninen leivonta-alusta), johon oli leikattu veitselld sopivat kolot
poikasten asettelua varten. Kuvauksessa kdytettiin mikroskooppiin (Olympus
GWRB) asetettavaa jarjestelmdkameraa (Nikon D60 digikamera). Mikroskoopin ja
kameran asetukset pidettiin kuvausten ajan samana. Mikroskoopin zoom oli
asennossa kaksi ja siind kaytettiin 20x -linssid. Poikaset kuvattiin tietyssd
jarjestyksessd, jolloin tietyn kuvan poikanen ja siitd havaitut BSD-oireet oli
mahdollista yhdistdd analysoituun I-RNAmn m&ardan. Kuvauksen jdlkeen jokainen
poikanen laitettiin omaan 1,5 ml mikrosentrifugiputkeen, jonka kanteen oli tehty
neulalla pari reikdd. Poikaset jaddytettiin nopeasti nestetypessd ja ne sdilytettiin

- 80 °C pakkasessa analysointia varten.

3.4 Ruskuaispussitaudin oireiden arviointi ja BSD-%:n laskenta

Ruskuaispussitaudin oireet arvioitiin jokaisen poikasen valokuvasta niin, ettd ne
pisteytettiin joko oireen ilmenemisen mukaan tai oireen vakavuuden mukaan,

mutta kuitenkin aina niin, etti nolla-arvo tarkoitti sitd, ettd oiretta ei havaittu.
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Esimerkkikuvat poikasissa esiintyneistd BSD-oireista ja niiden pisteyksestd

16ytyvat Liitteestd 2. Ruskuaispussitaudin oireet pisteytettiin seuraavasti:

e ruskuaispussin ddeema (0-3): 0 = ruskuaispussin 6deemaa ei havaittu (ei
nestekertymdd ruskuaispussin ympdrilld eikd ruskuaispussi ndyttanyt
turvonneelta), 1 = pieni nestekertyma ruskuaispussin takaosassa ja hieman
turvonnut ruskuaispussi, 2 = selvésti turvonnut ruskuaispussi ja nestettd
kertynyt koko ruskuaispussin ympadrille ja 3 = vakava ruskuaispussin
O0deema ja suuri nestekertyma sen ymparilla

e syddnpussin 6deema (0-2): 0 = syddnpussin 6deemaa ei havaittu, 1 =
syddanpussissa on havaittavissa nestekertymada tai turvotusta ja 2 = nestetta
on selvdsti kertynyt syddnpussiin ja ddeema on levinnyt ruskuaispussia
vasten

e verenpurkaumat (0-1): 0 = verenpurkaumia ei havaittu tai 1 = selvid veren
pistepurkaumia havaittiin tai kiduskansien seudulle on selvidsti kertynyt
verta ja alue on turvonnut

¢ Kkallon ja leuan epdamuodostumat (0-2): 0 = kallon ja leuan epdgmuodostumia
ei havaittu, 1 = havaittiin muutoksia kallon tai leuan rakenteessa esim.
lyhentynyt alaleuka ja 2 = poikasen pddn alueella havaittiin vakavia
epdmuodostumia tai muutoksia rakenteissa (yleensd poikasen suu selvésti
”ammollaan” auki)

e evien kuluminen (0-1): 0 = evien kulumista ei havaittu ja 1 = evit ovat
selvasti kuluneet (rasva-, selkd- tai pyrstoevd on kutistunut ja ruodotus
heikentynyt) ja

e selkdrangan epamuodostuma (0-1): 0 = seldssdé ei havaittu
epamuodostumia tai kaartumista ja 1 = selvd seldn epamuodostuma tai

kaartuminen havaittiin.

Ruskuaispussioireiden yhteenlaskettu pistemddra (BSD-pisteet), joka oli
enimmilldan 10, kuvaa poikasen oireiden vakavuutta ja sen avulla voidaan laskea

BSD-indeksi. Kuolleiden poikasten oireita ei arvioitu, vaan BSD-pisteiksi annettiin
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suoraan 10,5 pistettd, joka on oireiden maksimipistemddrd (10) lisattynd 0,5
pistettd, kuten Scott ja Hodson (2008) ovat pisteyttdneet. Scottin ja Hodsonin
(2008) kayttamdan menetelmédn pohjalta voitiin yhdelle poikaselle laskea BSD-
indeksi havaittujen oireiden perusteella niin, ettd oireista saadut pisteet laskettiin
yhteen ja jaettiin maksimipistemddrdlla (10,5), joka on kuolleelle poikaselle
annettu suurin mahdollinen pistemédarad. Jokaiselle koeastialle voitiin laskea BSD-
indeksi poikasten BSD-indeksien keskiarvosta ja BSD-% kertomalla BSD-indeksin
keskiarvo 100 %:lla. Lopullisessa tarkastelussa laskettiin kullekin késittelylle BSD-

%:n keskiarvo ja keskihajonta koeastiakohtaisista keskiarvoista.

3.5 Poikasten pituuksien ja ruskuaispussipinta-alojen mittaaminen kuvista

Poikasten pituuksien ja ruskuaispussipinta-alojen mittaamisessa kaytettiin Image]
(1.45s) -piirto-ohjelmaa. Kuvista puuttui mittaskaala, mutta koska poikaset
kuvattiin samoilla mikroskooppi- ja kamera-asetuksilla, voitiin poikasten pituudet
ja pinta-alat mitata kuvapikseleind. Poikasen pituus (pikselid) mitattiin straight-
tyokalulla, jolla piirrettiin suora jana poikasen nendn p&dstd pyrston pddhdn
(ilman pyrstoevad, Liite 2). Ruskuaispussin pinta-ala (pikselid) mitattiin polygon-

tyokalulla (Liite 2).

3.6 Cyplal-geenin lihetti-RNA-mddran analysointi poikasista

Jokaisesta koeastiasta analysoitiin kolmesta poikasesta cyplal-geenin tuottama I-
RNA-mddrd. Analysoitavat poikaset arvottiin tdysin satunnaisesti random.org-
ohjelman avulla. Siind arvottavien numeroiden véliksi valittiin 1-10, jolloin
ohjelma arpoi, joka kerta minkd tahansa numeron taltd valiltda. Analysoimatta

jddneet poikaset jdtettiin sdilytykseen - 80 °C pakkaseen.

3.6.1 RNA:n eristys TRI REAGENT®:1la
Poikasista eristettin  RNA TRI REAGENT®-reagenssilla (Ohje 2014), jota

sdilytettiin jadkaapissa. Poikaset otettiin - 80 °C pakkasesta ja niitd sdilytettiin

jdilld, jos ei toisin ole mainittu. Jokaista ndytettd varten merkittiin kaksi uutta 1,5
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ml mikrosentrifugiputkea (RNaasittomia), joista toiseen tuli RNA-eristyksessd

syntyneet faasit ja toiseen nédytteestd eroteltu RNA.

RNA:n eritys aloitettiin lisddamalld poikasndyteputkeen 1 ml TRI REAGENT®-
reagenssia ja poikanen homogenoitiin jdilld mikrosentrifugiputkeen sopivalla
hienonnussauvalla, mikd kesti noin 2-5 min/néyte. Jokaiselle nédytteelle kdytettiin
omaa puhdasta homogenointisauvaa. Kun kaikki kerralla késiteltdvat naytteet oli
homogenoitu, nostettin ne pois jdiltd ndyteputkitelineelle ja siirrettiin jokaisesta
putkesta 1 ml homogenoitua ndytettd puhtaisiin 1,5 ml RNaasittomiin
mikrosentrifugiputkiin ja annettiin odottaa 5 min huoneenlammossd. Odotuksen
jalkeen niihin lis&ttiin 200 pl kloroformia (Chloroform for analysis, EMSURE®,
Merck KGaA Germany), kannet suljettiin ja sekoitettiin voimakkaasti kasin 15
sekunnin ajan. Kloroformin sekoituksen jidlkeen ndytteiden annettiin odottaa
huoneenldammossd vahintddn 2-15 min ja sen jdlkeen ne sentrifugoitiin (VWR by
Hitachi Koki Co., Ltd., CT 15 RE himac). Samaa sentrifugilaitetta kdytettiin taman
protokollan kaikissa vaiheissa. Sentrifugointi kesti 15 min (nopeus 12 000 g, 4 °C),
jonka aikana ndyte erottui kolmeen faasiin, joista ylimmassa kirkkaassa faasissa oli
ndytteestd eristettyd RNA:ta. Ndytteestd pipetoitiin 500 pl ylintd kirkasta faasia
uuteen RNaasittomaan 1,5 ml mikrosentrifugiputkeen ja siihen lisdttiin 500 ul 2-
propanolia (2-Propanol for analysis, EMSURE®, Merck KGaA Germany) ja putkia
sekoitettiin rauhallisesti kddnnellen 21 kertaa. Tamdn seoksen annettiin odottaa
huoneenlammossa 5-10 min ajan, jonka jdlkeen ne sentrifugoitiin (12 000 g, 8 min,
4 °C). Taman sentrifugoinnin aikana RNA pelletoityi mikrosentrifugiputken
pohjalle vaaleaksi tai valkoiseksi kiintedksi sakaksi. Nesteseos (n. 1 ml) poistettiin
mikrosentrifugiputkesta ja RNA-pelletti jdtettiin putken pohjalle. RNA-pelletin
péille pipetoitiin 1 ml 75 % etanolia. Etanoliliuos valmistettiin joka kerta ETAX Aa
-etanolista ja steriilistd vedestd. Yleensd protokolla keskeytettiin tdssd vaiheessa ja
ylimdardiset ndytefaasi- ja RNA-etanoli-ndytteet sdilytettiin - 20 °C pakkasessa

seuraavaa vaihetta varten.
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3.6.2 RNA-pelletin pesu etanolilla
Kun RNA-eristysprotokollaa jatkettiin, 75 % etanolissa sdilotyn (- 20 °C) ndytteen

RNA-pelletti sentrifugoitiin (7 500 g, 5 min, 4 °C), jonka jdlkeen etanoli pipetoitiin
pois putkesta ja tilalle pipetoitiin uudestaan 1 ml 75 % etanolia ja sekoitettiin
vortexilla. On mahdollista, ettd epdhuomiossa osassa ndytteitd kaytettiin
etanolipesussa steriilin veden sijasta PBS-puskuria. Tdmédn toisen etanolipesun
jilkeen ndyte sai odottaa huoneenldmmdssa vahintdan 20 min ja se sentrifugoitiin
uudelleen (7 500 g, 5 min ja 4 °C). Sentrifugoinnin jdlkeen etanoli pipetoitiin
mahdollisimman hyvin pois putkesta. Jos etanolilaimennos oli tehty PBS-
puskuriin, sen koostumus oli limaisempi ja paljon hankalampi pipetoida pois
putkesta.  Etanolin  poiston jdlkeen sentrifugiputkien annettiin olla
huoneenldammossd korkki auki kuivumassa niin kauan, kunnes pohjalla ollut
valkoinen RNA-pelletti oli muuttunut kirkkaaksi tai ldhes lapindkyvadksi. Tama
kesti muutaman minuutin riippuen pelletin paksuudesta. RNA-pelletin
kuivauksen jdlkeen ndytteeseen lisdttiin 200 pl nukleaasitonta vettd (Thermo
Scientific molecular biology, Made in EU Lithuania, Water, nuclease free tai BIO-
RAD Nuclease-free H20O, Made in United States). Nditd samoja nukleaasittomia
vesid kdytettiin myds muissa mychemmissd analyyseissd. Nukleaasitonta vettd
pumppailtiin automaattipipetilld ndyteputkessa niin kauan, kunnes ndyte alkoi
vaahdota, mistd tiesi, ettd RNA on liuennut veteen. Nukleaasittomaan veteen
liuotettu RNA kuumennettiin lampoblokissa (Grant Block heater QBD Scientific)
60 °C -asteessa 3 minuutin ajan. Kuumennuksen jdlkeen ndytteet nostettiin
nopeasti jdille ja jatkossa niitd sdilytettiin koko ajan jdilld. Namé& nukleaasittomaan

veteen liuotetut RNA:t sdilytettiin - 80 °C -pakkasessa.

3.7 RNA-pitoisuuden madritys

Nukleaasittomaan veteen liuotetun RNA-ndytteen RNA-pitoisuus ja puhtaus
maédritettiin joko NanoDrop® ND-1000 Spectrofotometer -laitteella (NanoDrop
1000 v.3.8.1.) tai Thermo Scientific NanoDrop 2000c Spectrometer -laitteella

(NanoDrop 2000). Ohjelmassa valittiin maéaéritettdavaksi '"nucleid acid"



33

(nukleiinihappo) ja ndytetyypiksi "RNA-40". Ennen ndytteiden analysointia laite
puhdistettiin steriililld vedelld niin, ettd sen ndytealustalle pipetoitiin 1 pl steriilid
vettd, kahva kéytettiin alhaalla ja nostettiin takaisin ylos ja pinnat puhdistettiin
nukkaamattomalla paperilla ennen mittauksia. Ennen varsinaisia ndytteiden
mittauksia mitattiin nukleaasittomalla vedelld (1 ul) "blank"- eli tausta-arvo
mittauksia varten. Kun tausta-arvo oli mdédritetty ja ndytealusta puhdistettu,
pipetoitiin laitteelle 1 pl ndytettd ja analysoitiin ndyte. Naytteiden vélilld laite
puhdistettiin nukkaamattomalla paperilla. Koneelta kirjattiin ylos nédytteen
pitoisuus (ng/ul) ja 260/280- sekd 260/230-arvot. Excel-taulukko-ohjelmalla
laskettiin RNA-pitoisuuden mukaan, paljonko ndytettd tarvitaan, ettd RNA:ta

tulee 1 pg DNaasikdisittelya varten.

3.8 RNA:n puhtauden mairitys

RNA:n puhtaus mddritettiin kdyttamalld Agilent Bioanalysator RNA 600 Nano
-kittid, jolla pystytddn analysoimaan ja erottelemaan elektroforeesilla ndytteiden
RNA-fragmentit niiden koon mukaan (Agilent RNA 6000 Nano Kit Quick Start
Guide 2001). Télld tavalla saatiin selville, onko RNA-eristys ndytteestd onnistunut
ja onko RNA sdilytynyt hajoamatta sdilytyksessd. Jos RNA on hajonnut, ei

cDNA:n valmistus voi onnistua.

Kaikki timdn menetelmén tyovaiheet tehtiin kitin ohjeiden (Agilent RNA 6000
Nano Kit Quick Start Guide 2001) mukaisesti. RNA-ndytteet analysoitiin Agilent
Technologies 2100 Bioanalyzer -laitteella (ohjelma: 2100 Expert version
B.02.08.51648 (SR1) (c) Copyright 2003-2009 Agilent Technolgies Inc., Assay class:
Eucaryote total RNA nano version 2.6, 2010). Kun ohjelma oli suorittanut
elektroforeesiajon, se antoi ndytteelle RIN-arvon, joka oli 1-10 valilla. Mita
suurempi RIN-arvo oli, sitd ehjempdd RNA-ndyte oli. Jos RIN-arvo oli alle
seitsemadn tai sille ilmoitettiin arvoksi "N/ A", uusittin RNA-ndytteen analyysi. Jos
ndamd ehdot eivit tdyttyneet, yleensd myos juosteet ohjelman naytolld nayttivat

epdselviltd. Osa ndytteistd, joissa oli korkea RNA-pitoisuus, tdytyi laimentaa
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nukleaasittomalla vedelld (1+4 -laimennoksella eli 2 pl RNA-ndytettd ja 8 pl
nukleaasitonta vettd), jotta ajo saatiin onnistumaan. Valmistajan ohjeen (Agilent
RNA 6000 Nano Kit Quick Start Guide 2001) mukaan naytteen kokonais-RNA-
pitoisuuden tulee olla 5-500 ng/ul tai I-RNA-pitoisuuden 25-250 ng/pl valilla.
Viidelle RNA-ndytteelle (DMSO C10, Ret3,2+Flub B8, Ret3,2+Flu5 C3, Ret3,2+Flub
C4 ja Ret32+Flu500 B8) uusittiin lampohaudekasittely (70 °C, 2 min), joka avasi
mahdollisesti vaddrin pariutuneet juosteet ja taméan jdlkeen niiden RNA-puhtauden

madritys onnistui.

3.9 RN A:sta cDNA:ta

RNA-ndytteille tehtiin DNaasikésittely PCR-laitteella (BIO-RAD C1000TM
Thermal Cycler), jota kdytettiin myos muissa cDNA-valmistuksen tyovaiheissa, jos
ei toisin ole mainittu. Néaytteet pipetoitiin PCR-laitteelle tarkoitettuun kahdeksan
ndytekaivon liuskalle niin, ettd RNA-n&ytettd tuli 1 pg ja nukleaasitonta vettd niin
paljon, ettd RNA-ndytteen ja veden yhteistilavuus oli 8 pl. Kullekin nédytteelle
laskettiin erikseen pipetoitavan RNA:n madrd (ul) aiemmin NanoDrop-laitteella
analysoitujen RNA-pitoisuuksien (ng/pl) mukaan (Kaava 1). Veden maééra saatiin
vahentantamalld kahdeksasta mikrolitrasta RNA:n pipetointiméard (ul, Kaava 2).
Osassa ndytteistd kdytettiin epdhuomiossa nukleaasittoman veden sijasta steriilid

vetta.

1000
Vi = — (1)

C
VZ = 8Hl_V1, (2)

joissa Vi on RNA-ndytteen pipetointimddrd (ul), jotta saadaan 1 pg RNA:ta
DNaasikésittelyyn, ¢ on nédytteen RNA-pitoisuus (ng/ul) ja V2 on

nukeleaasittoman veden pipetointimdara (ul).
DNaasikaésittelyn pipetointijdrjestys PCR-liuskan ndytekaivoon oli:

1. nukleaasiton vesi, x ul (V2, Kaavan 2 mukaan),
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2. DNaasi I -puskuri (Thermo Scientific 10x Reaction Buffer with MgCl> for
DNase I), 1 pl,

3. RNA-ndyte, x ul (V1, Kaavan 1 mukaan) ja

4. DNaasientsyymi (Thermo Scientific DNAse I, RNAse-free 1 U/pl, 1000 U),
1 pl.

Veden ja RNA-ndytteen pipetointiméadrat olivat aina ndytekohtaisia. PCR-liuskoja,
RNA-ndytteitd ja reagensseja sdilytettiin  tyovaiheiden aikana jailla.
DNaasientsyymi otettiin pakkasesta vasta ennen sen pipetointia ja vietiin takaisin
pakkaseen mahdollisimman pian kdyton jdlkeen. Kun kaikki aineet oli pipetoitu
ndytekaivoihin, PCR-liuskan kaivot suljettiin korkeilla ja PCR-liuska lingottiin
pienelld sentrifuugin tapaisella laitteella parin sekunnin ajan niin, ettd ndyte-
reagenssiseokset asettuivat ndytekaivojen pohjalle. PCR-laitteella kéytettiin
protokollaa DN3710, jossa ndytteitd inkuboitiin 37 °C:ssa 30 minuutin ajan. Kun

ohjelma oli valmis, ndytekaivoliuska nostettiin jdille.

Ensimmadisen inkuboinnin jidlkeen jokaiseen ndytekaivoon lisdtiin 1 pl EDTA:ta
(Thermo Scientific 50 mM EDTA). EDTA:n lisddamisen jdlkeen PCR-liuskan
ndytekaivot suljettiin korkeilla ja ndyte-reagenssiseos lingottiin ndytekaivojen
pohjalle. Kaivoliuska laitettiin takaisin PCR-laitteeseen ja kuumettiin 65 °C:ssa 10
minuutin ajan (ohjelma: DN6511). Kun PCR-ohjelma oli valmis, ndytteet nostettiin

jdille.

3.9.1 cDNA-synteesi

cDNA-synteesid varten valmistettiin reaktioseos, jossa yhdelle ndytteelle tuli 4 ul
nukleaasitonta vettd, 4 pl 5x iScript Reaction Mix (Bio-Rad), 1 pl iScript Reverse
Transcriptase (Bio-Rad). Naytteitd, reagensseja ja reaktiotaseosta sdilytettiin aina
jdilla. Reaktioseosta valmitettiin aina vain sen pdivan cDNA-synteesejd varten ja
sekoitettiin hyvin vortex-sekoittimella. Téllaista reaktioseosta lisdttiin 9 pl
jokaiseen PCR-liuskan nédytekaivoon DN6511-ohjelman jidlkeen. Naytekaivot

suljettiin korkeilla ja seos lingottiin kaivojen pohjalle. PCR-laitteella ajettiin
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ohjelma ISCRIPT (25 °C, 5 min; 42 °C, 30 min; 85 °C, 5 min), jossa ndytteen
tilavuudeksi oli asetettu 20 pl. Kun ohjelma oli suoritettu loppuun, ndytteet

nostettiin jdille.

cDNA-synteesissd ~ valmistuneet cDNA:t pipetoitiin ~PCR-ndyteliuskalta
RNaasittomiin 1,5 ml mikrosentrifugiputkiin ja laimennettiin steriililld vedelld. Jos
cDNA-ndytteen saanti oli 20 pl PCR-ndytekaivossa, lisdttiin sithen 180 pl steriilid
vettd. Jos cDNA:ta oli vihemman, lisédttiin vettd niin, ettd lopputilavuus oli 200 pl
(esim. 18 pl cDNA-ndytettd + 182 pg steriilid vettd) ja sekoitettiin. Laimennetut
cDNA-ndytteet sdilytettiin - 20 °C-pakkasessa.

3.9.2 Referenssigeenien madritys ja reaktioseoksen valmistus qPCR:ddn

qPCR-menetelmdd varten valittiin sopivat referenssigeenit. Referenssigeeneind
voidaan kayttdd kaikissa soluissa toimivia geenejd, jotka voivat mm. pitdd ylla
solun peruselintoimintoja. Referenssigeenien avulla kalibroidaan nédytteet samalle
tasolle, jolloin kohdegeenin mddrd suhteutetaan referenssigeenien médrddan ja

saadaan hédvitettyd pipetoinnissa ja cDNA-synteesissd syntyneet erot.

qPCR-menetelmédd varten testattiin viiden eri geenialukkeen efla, ri2, rl17, cyplal
ja ndufa tehokkuudet cDNA-ndytteelld, joka oli seos neljdstd erilaisesta cDNA-
ndytteestd (DMSO C3, Ret3.2+Flu5, Ret32+Flu500 A3 ja Ret32 B3). Kutakin ndistd
cDNA-ndytteistd pipetoitiin 10 pl DNaasivapaaseen mikrosentrifugiputkeen ja
laimennettin 40 pl steriilid vettd. Tastd 1:1-seoksesta tehtiin 1+4-laimennossarja
niin, ettd pipetoitiin 20 ul vahvempaa cDNA-seos-laimennosta uuteen
mikrosentrifugiputkeen ja siihen liséttiin 80 pl steriilid vettd. cDNA-seos-
laimennokset sekoitettiin aina vortex-laitteella ja sentrifugoitiin muutaman
sekunnin ajan putkien pohjalle ennen seuraavan laimennoksen pipetointia. Télla
tavalla saatiin 1:2-, 1:10-, 1:50-, 1:250- ja 1:1250-laimennokset cDNA-seoksesta.
Laimennossarjojen avulla arvioitiin PCR-reaktion tehokkuus geenialukkeilla.
Geenien qPCR-reaktiota varten valmistettiin jokaiselle geenialukkeelle oma

reaktioseos, jota valmistettiin 20 pl yhtd PCR-levyn (12x8 kirkas kuoppalevy)
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ndytekaivoa varten. Reaktioseoksen resepti yhdelle cDNA-naytteelle (5 ul) qPRC-

reaktiota varten oli:

e 12,5 uliQ SYBR Green supermix (BIO-RAD)

e 0,75 pl aluke F (F=forward, Cyril Rigaud valmiiksi tekemdt 300 nM
laimennokset)

e 0,75 pl aluke R (R=reverse, Cyril Rigaud valmiiksi tekemdt 300 nM
laimennokset) ja

e 6 ul steriilid vetta.

Tatd reaktioseosreseptid kdytettiin kaikissa qPCR-ajoissa. Yhteen reaktioseokseen
tuli aina saman geenin forward- ja reverse-alukkeita. Koska geenejd oli viisi
erilaista, valmistettiin viisi erillistd reaktioseosta. Kunkin geenin (efla, ri2, rl17,
cyplal ja ndufa) alukkeista valmistettiin 240 pul reaktiososta, joka riitti cDNA-
laimennosten, niiden rinnakkaisnédytteiden seké steriilin veden qPPCR-reaktioihin.
Reaktioseokset sekoitettiin vortex-laitteella ja sentrifugoitiin muutaman sekunnin
ajan putkien pohjalle ennen niiden kdyttod ja niitd sdilytettiin jdilld. Kaikissa
tyovaiheissa huomioitiin iQ SYBR Green supermix-reagenssin valoherkkyys niin,
ettd se tai sitd sisdltdvdt seokset suojattiin mahdollisimman huolellisesti
alumiinifoliolla. Néytteet ja reaktioseokset pipetoitiin kirkkaalle PCR-levylle niin,
ettd ensin pipetoitiin ndytelaimennokset (5 pl) ja steriili vesi (= no template
control, NTC, 5 ul) omiin kaivoihin ja sen jdlkeen kunkin geenin reaktioseokset (20
ul). NTC-analyysilld tarkistettiin, etteivit kdytetty steriili vesi tai reaktioseokset ole
kontaminoituneet cDNA:lla. Kaivoon tullut seos sekoitettiin varovasti
automaattipipetilld pari kertaa edestakaisin pumppaillen. Kun kaikki ndytteet
olivat kaivoissa, suljettiin PCR-levyn nédytekaivot liimakalvolla ja PCR-levyn
ndytteet sentrifugoitiin (Eppendorf Centrifuge 5430) seitsemdn sekunnin aikana
kaivojen pohjalle ennen kuin ne laitettiin qPCR-laitteeseen (BIO-RAD CFX96™
Real-Time System C1000™ Thermal Cycler; Ohjelma: Bio-Rad CFX Manager 3.1,
File version: 3.1.1517.0823 ©2012 Bio-Rad Laboratories). Tdtd PCR-laitetta ja sen

ohjelmaa kéaytettiin mys mychemmissa qPCR-ajoissa.
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Koska qPCR-ohjelman ajon jdlkeen nédytti siltd, ettd kaikki referenssigeenit ovat
yhtd hyvid, testattiin niitd vield erillisilli cDNA-ndytteilld, joita ei laimennettu.
Tdssd seuraavassa vaiheessa kdytettiin cDNA-ndytteind: Ctrl B10, Ret32 C1, Flu50
B2 ja Retl0+Flu50 C6. Naytteistd tehtiin kullekin geenille kolme rinnakkaista
ndytettd ja myos steriililld vedelld NTC:t. Reaktioseokset (14x madrd) valmistettiin
kullekin geenille aiemmin esitetyn reseptin ja protokollan mukaan ja toimittiin
samojen seosten valmistelu ja pipetointikdytdnteiden mukaan. Tdmédn ajon
perusteella valittiin referenssigeeneiksi rl17 ja ndufa ja pditettiin, ettd kunkin
cDNA-ndytteen teknisten replikaattien Ct-arvon keskihajonta (QC) tulee olla alle

0,3 cDNA-ndytteiden ajossa.

3.9.3 cDNA-ndytteiden qPCR-ajot

Kaikki taman kokeen cDNA-nédytteet testattiin kolmella geenilld 1117, ndufa (valitut
referenssigeenit) ja cyplal (tutkittava geeni), ja jokaisesta geenistd tehtiin kaksi
rinnakkaista ndytettd. Yhdelle PCR-levylle mahtui kerrralla 14 néytettd, ns.
positiivinen ndyte (Ret32 B3 -ndytteestd, jonka poikasella oli valokuvien
perusteella BSD-oireita) ja NTC steriilistd vedestd kullekin geenille. Kullekin
geenille valmistettiin aiemmin esitetyn reseptin mukainen reaktioseos.
Reaktioseosten valmistuksessa, ndytteiden pipetoinnissa ja késittelyissd toimittiin

samalla tavalla kuin aiemmin kuvattiin.

Bio-Rad CFX Manager -ohjelmalla voitiin valmiiksi méérittdad ndytteiden, niissa
kdytettyjen geenien ja NTC-kaivojen paikat. Jos cDNA-ndytteen teknisten
replikaattien Ct-arvon hajonta (QC) oli yli 0,3, tehtiin cDNA-nédyteelle uusi qPCR-
ajo silld geenilld, jonka rinnakkaisndytteiden vdlinen hajonta oli liian suuri.
Ohjelmalla voitiin koostaa halutut ndytteet yhteen, josta ndhtiin kuinka paljon
cyplal-geenin tuottaman I-RNA:n mddrd on ollut poikasndytteessd. Tulokset

saatiin ndytteiden ekspressiomddrdnd ja nditd voidaan vertailla ndytteiden kesken.
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3.10 Reteeni- ja fluoranteenipitoisuuksien mairitys vesindytteisti

Etanoliin sdilotyt (1:1-laimennetut) vesindytteet analysoitiin 14.9.-20.9.2016
PerkinElmer Instruments LS55 luminescence Spectrometer -laitteella (ohjelma: FL
Winlab Molecular Spectroscopy Version 4.00.02 PerkinElmer™Instrumetns).
Reteenille ja fluoranteenille oli omat mittausparametrit (Taulukko 4). Ne néytteet,
joissa oli molempia aineita, mitattiin molemmilla parametreilld (Taulukko 4).
Vesindytettd pipetoitiin 2 ml kvartsikyvettiin (Hellma Analytics QS High Precsion
Cell made of Quartz SUPRASIL®, Light Path 10x10 mm, Art. No 111-10-40) ja
asetettiin mittaustelineeseen niin, ettd valo paddsi kulkemaan kyvetin ldpi ja
analysoimaan veden. Analyysin jdlkeen vesindyte kaadettiin viemdriin, ja
kvartsikyvetti huuhdeltiin kerran steriililld vedelld ja kaksi kertaa vahintdaan 70 %

etanolilla seké kuivattiin paineilmalla.

Taulukko 4. Reteenin ja fluoranteenin mittausparametrit luminesenssispektro-
metrilld

PAH Aloitus, Lopetus, 0O\, exslit, emslit, Scan speed,

nm nm nm nm nm nm/min
reteeni 250 350 50 5 5 300
fluoranteeni 200 500 155 2,5 5 240

3.10.1 Reteenin ja fluoranteenin standardiliuokset

Vesindytteiden reteeni- ja fluoranteenipitoisuuksien mddritystd varten
valmistettiin 13.9.2016 altistuskokeessa kéytetystd reteenistd ja fluoranteenistd
laimennossarjat (Liite 3). Reteenistd valmistettiin laimennossarja, joissa
reteenipitoisuudet olivat 25,6; 512; 1,024; 0,2048 ja 0,04096 pg/l1 (Liite 3).
Fluoranteenin laimenossarjassa pitoisuudet olivat 400; 80; 16; 3,2 ja 0,64 ng/1 (Liite
3). Negatiivisena kontrollina ja ns. nollandytteend kdytettiin samaa Konnevesi-
EtOH-seosta, jota kaytettiin myo6s laimennossarjojen valmistuksessa (Liite 3).

Laimennossarjan liuosten mittaus suoritettiin samalla tavalla kuin vesindytteiden.
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3.10.2 Reteenin ja fluoranteenin standardisuorat ja pitoisuuksien méaéaritys
vesindytteistd

Reteenindytteille laskettiin fluoresenssien summa aallonpituusalueelta 290-315
nm. Reteenin kunkin standardiliuoksen laimennoksen (25,6; 5,12; 1,024 ja 0,2048
nug RET/1) fluoresenssisummasta vdahennettin 0,04096 pg RET/1-standardiliuoksen
fluoresenssisumma.  Pienintd  standardiliuosta  kédytettiin  tausta-arvon
vdhennyksessd, koska  nollandyte oli  epdonnistunut. Koska  talld
luminesenssispektrometri-menetelmélld matalin analysoitava reteenipitoisuus on
2,4 png RET/1, katsottiin, ettd oli jarkevampdd kayttdd tamdn mddritysrajan alla
olevaa pienintd pitoisuutta kuin epdonnistunutta nollandytettd. Standardiliuosten
reteenipitoisuuksista ja niiden fluoresenssisummasta, josta oli vahennetty
pienimmdn RET-pitoisuuden fluoresenssisumma, luotiin Excel-taulukko-
ohjelmalla standardisuora. Suoran yhtdlo oli Y = 0,0674x - 0,4077 (R? = 0,9996),
jossa Y on reteenipitoisuus (ug RET/1) ja x on fluoresenssisumma valiltd 290-315
nm. Kun yhtdloon asetetaan x:n paikalle minkd tahansa reteenindytteen
fluoresenssisumma aallonpituusalueelta 290-315 nm, saadaan vastaukseksi
ndytteen reteenipitoisuus. Tulos (Y) myos kerrottiin kahdella, koska sdilotty

vesindyte oli laimennettu puoleen alkuperdisesta.

Fluoranteenindytteistd  katsottiin ~ fluoresenssiarvo, ns. piikin  korkeus,
aallonpituusalueella 290 nm. Korkein fluoranteenipitoisuus (400 pg FLU/I)
jatettiin pois standardisuoran maddrityksestd, koska ndytteen fluoresenssikdyra
katkeaa (absorbanssialue oli liian matala) eikd sille voida maédrittdd todellista
arvoa. Kunkin fluoranteenin standardiliuoksen (80; 16; 3,2 ja 0,64 pg FLU/I)
fluoresenssiarvosta vahennettin nollandytteen fluoresenssiarvo kohdassa 290 nm.
Standardiliuosten fluoranteenipitoisuuksista ja niiden fluoresenssiarvoista, joista
oli vdhennetty nollandytteen fluoresenssiarvo, luotiin Excel-taulukko-ohjelmalla
standardisuora. Suoran yhtdlo oli Y = 1,8991x - 1,3587 (R? = 0,9992), jossa Y on
fluoranteenipitoisuus (ug FLU/I) ja x on fluoresenssiarvo kohdassa 290 nm. Kun
yhtdloon asetetaan xmn  paikalle minkd tahansa fluoranteenindytteen

fluoresenssiarvo  kohdassa 290 nm, saadaan vastaukseksi ndytteen
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fluoranteenipitoisuus. Tulos (Y) myos kerrottiin kahdella, koska siilotty vesindyte
oli laimennettu puoleen. Ne néytteet, joissa oli 500 ng FLU/1, laimennettiin vield
uudestaan (1:1), jotta niiden analysointi onnistui. Ndiden 1:4-laimennettujen
ndytteiden tulos (Y) tdytyi kertoa neljdlld, ettd laimennukset tuli huomioitua
lopullisissa FLU-pitoisuuksien tuloksissa. (Huom. Fluoranteenin yhtdlé on

luotettava enintddn 80 ng FLU/I-pitoisille analyysindytteille.)
3.10.3 Vesindytteiden tulosyhteenveto

Vesindytteiden reteeni- ja fluoranteenipitoisuudet mddritettiin standardisuorien
yhtédloiden avulla ja koostettiin Excel-taulukko-ohjelmalla. Pdivittdisistd reteeni- ja
fluoranteenipitoisuuksista laskettiin keskiarvo ja -hajonta késittelyittdin.
Keskiarvojen laskennasta jdtettiin pois negatiiviset arvot ja nadytteet (8 kpl), joista
etanoli oli haihtunut pois sdilytyksen aikana huonon korkin takia. Sdilytysaika oli
n. 7 kk. Uudesta ns. tuoreesta altistusvedestd otetut vesindytteet (16.2.2016)

esitelldan erikseen.

3.11 Tulosten tilastollinen kasittely

Poikasten vavuusindeksit, pituudet, ruskuaispussin pinta-alat ja cyplal-
geeniekspressiot testattiin tilastollisesti. Aineistojen tilastolliseen kaisittelyyn
kdytettiin SPSS-tilasto-ohjelmaa (IBM® SPSS® Statistics Version 24, Release
24.0.0.0 64-bit edition). Aineistojen normaalius testattiin Shapiro-Wilk -testilld ja
varianssien yhtdsuuruus Levenen testilld. Merkitsevyys- ja riskitasoksi (a)
asetettiin 0,05. Vasteiden keskiarvojen vilistd eroa voitiin vertailla Oneway-
ANOVA:lla tai parametritomalla Kruskall-Wallisin H-testilld. Reteenin ja
fluoranteenin vaikutusta tuloksiin voitiin tarkastella twoway-ANOVA:lla
(Univariate). = Tukeyn  HSD-testilld  voitiin  tarkastelle  kasittelyiden

samankaltaisuutta tietylld vasteella.
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4 TULOKSET

Kokeessa kdytetyn Konnevesi-jarviveden pH oli keskimddrin 7,2 (n = 3) ja
sdahkonjohtokyky oli kahtena mittauskertana 26,4 uS. Kahdesta vesindytteestd

mitattu liuenneen orgaanisen hiilen (DOC) mééra oli keskiméédrin 7,26 mg/1.

[Imastukset toimivat moitteettomasti koko kokeen ajan. Altistusvesien
happipitoisuus tarkistettiin vain pari kertaa kontrollikdsittelyistd ollen 97 % ja 114

% eli voidaan olettaa, ettd ilmastukset ovat olleet riittdvat kokeen ajan.

Koeastioiden lampotila vaihteli kokeen aikana 11,4-13,0 °C valillg, joka sopii hyvin
OECD guideline for testing of chemicals (1992) ohjeen asettamalle ldmpétilan
vaihteluvilille (10-14 °C), kun koe-eldimind ovat kirjolohen poikaset. Vaihtelu oli
yleensd pienempdd samassa koeastiassa kuin koehuoneen eri puolilla olleiden

koeastioiden vililld. Kymmenen koepdivan lamposumma oli 121 DD.

4.1 Reteeni- ja fluoranteenipitoisuudet vesindytteissd

Altistusvesistd analysoitiin reteeni- ja fluoranteenipitoisuudet
luminesenssispektrometrisilld menetelmilld kerran tuoreesta vasta vaihdetusta
vedestd (16.2.16) ja kymmenend koepdivand altistusvedestd ennen vesien vaihtoa.
Tulosten mukaan tuoreessa vedessd reteenipitoisuus on 30,6-87,4 ng/1 vililld,
vaikka kasittelyihin oli lisdtty 3,2; 10 tai 32 pg RET/1 (Taulukko 5). Fluoranteenille
saatiin positiiviset arvot vain Flu500-kasittelyistd (315-1011 pg FLU/I, Taulukko
5). Tuoreen veden Flu50- ja Flu500-késittelyiden tulokset hylattiin, koska toisen
kéasittelyn fluoresenssikdyrda oli oudon ndkoinen ja erittdin matala, ja toisesta

ndytteestd oli etanoli haihtunut sdilytyksen aikana huonon korkin takia.
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Taulukko 5. Reteenin ja fluoranteenin pitoisuudet vasta valmistetussa
altistusvedessa

Kisittely Ret, ug/l  Flu, pg/l
Flu 5 0 -274
Flu 50 0 -
Flu 500 0 -
Ret 3,2 -68,4 0
Ret 3,2+Flu 5 39,4 -301
Ret 3,2+Flu 50 87,4 -175
Ret 3,2+Flu 500 -82,6 315
Ret 10 45,3 0
Ret 10+Flu 5 30,6 -308
Ret 10+Flu 50 41,0 -82
Ret 10+Flu 500 -82,6 595
Ret 32 46,6 0
Ret 32+Flu 5 51,4 193
Ret 32+Flu 50 34,0 -175
Ret 32+Flu 500 -82,6 1011

Noin vuorokauden vanhoista altistusvesistd (vesindytteet ennen altistusvesien
vaihtoa) on keskiarvojen laskennasta jatetty pois negatiiviset arvot ja sellaiset
ndytteet, joista etanoli oli haihtunut kokonaan pois huonon korkin takia, minkéa
takia kasittelyissd on arvoja (n) vihemmdn kuin otettuja naytteita (10 kpl,
Taulukko 6). Reteenipitoisuudet ovat joko liian suuria tai liian pienid késittelyyn
ndhden (Taulukko 6). Fluoranteenipitoisuuksilla on kuitenkin oikea suunta eli
matalissa késittelypitoisuuksissa fluoranteenipitoisuudet ovat pienempid kuin
korkeissa kasittelypitoisuuksissa. Kasittelyissd, joissa on 5 pg FLU/I, vaihtelee
todellinen fluoranteenipitoisuus 26,4-79,6 pg/1 vililld eli fluoranteenipitoisuus on
selvisti laskennallista arvoa korkeampi, mutta myos keskihajonta on osassa suurta
(Taulukko 6). Kasittelyissd, joissa fluoranteenia on 50 ng/1, vaihtelee pitoisuus
lahempand laskennallista arvoa 47,2-68,8 pg FLU/1 (Taulukko 6). Korkeimman

fluoranteenipitoisuuden késittelyssa (500 pg FLU/I) ovat pitoisuudet odotettua
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korkeammat vaihdellen valilla 488,1-735,8 ng FLU/I, mutta myds ndissd on

keskihajonta suurta (Taulukko 6).

Taulukko 6. Keskiméddrdiset reteeni- ja fluoranteenipitoisuudet altistusvesissd
ennen vesien vaihtoa

Reteeni Fluoranteeni
Kasittely ng/l sd n ug/l sd n
Flu 5 0 - 0 51,2 85,5 3
Flu 50 0 - 0 47,2 31,7 8
Flu 500 0 - 0 488,1 1779 10
Ret 3,2 65,2 - 1 0 - 0
Ret 3,2+Flu 5 - - 0 40,8 7,7 3
Ret 3,2+Flu 50 - - 0 68,8 57,8 8
Ret 3,2+Flu 500 5,6 0 2 6126 177,0 9
Ret 10 - - 0 0 - 0
Ret 10+Flu 5 - - 0 26,4 10,3 3
Ret 10+Flu 50 - - 0 57,2 36,8 8
Ret 10+Flu 500 58,8 - 1 715,6  149,7 10
Ret 32 - - 0 0 - 0
Ret 32+Flu 5 - - 0 79,6 1121 3
Ret 32+Flu 50 - - 0 52,9 35,4 8
Ret 32+Flu 500 15,6 - 1 7358 2310 9

4.3 Ruskuaispussitaudin BSD-prosentit

Ruskuaispussitaudin oireiden BSD-%:t nousevat varsin jarjestelmallisesti, kun
fluoranteenin pitoisuus kisittelyissd nousee (Kuva 4). Kun testataan BSD-%:ien
normaalisuus késittelyittdin, Shapiro-Wilk -testin mukaan ei yhdenk&an késittelyn
tulokset ole normaalisti jakautuneita (p < 0,05). BSD-%:en log-muunnos ei
parantunut tulosten normaalijakautuneisuutta (p < 0,05 kaikissa késittelyissd).
Levenen testilld testattuna BSD-%:ien varianssit olivat yhtd suuret kasittelyiden
vdlilla (p = 0,640). Parametrittoman Kruskall-Wallisin H-testin mukaan
késittelyiden BSD-%:ien keskiarvojen viililla on tilastollisesti merkitseva ero (p <

0,001). Twoway ANOVA-testin mukaan reteenin, fluoranteenin ja niiden
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molempien yhteispitoisuudella on tilastollisesti erittdin merkitsevd vaikutus (p <
0,001 kullakin) kirjolohen poikasten BSD-%:hin. Kasittelyiden samankaltaisuudet
testattiin Tukeyn HSD-testilld ja sen tulokset on esitetty kirjainkoodeilla Kuvassa
4. Kontrollin ja DMSO-késittelyn valilld ei ole tilastollisesti merkitsevdd eroa
Tukeyn HSD testin mukaan (p = 0,998) eli DMSO-liuotin ei vaikuta BSD-%:iin.
Késittelyissd, joissa fluoranteenipitoisuus on 500 pg/l, on aina alempia
pitoisuuksia véhintddn 10 %-yksikkod korkeampi BSD-% (Kuva 4). Se
altistetaanko kirjolohen poikasia pelkdstddn reteenille (10 tai 32 pg/l) vai myos 5
ng FLU/1 ei aiheuta eroa BSD-%:iin (Kuva 4).
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Kuva 4. Vastakuoriutuneiden kirjolohen (Oncorhynchus mykiss) poikasten
ruskuaispussitaudin oireden BSD-%:t kisittelyittdin ja tulosten samankaltaisuudet
Tukeyn HSD-testin mukaan yhdeksan altistuspdivin jalkeen. (FLU = fluoranteeni,
RET = reteeni, numero kuvaa yhdisteen pitoisuutta pg/1 ja kirjaimet késittelyiden
samankaltisuutta)

4.3.1 Poikasten kuolleisuus

Vain késittelyssd Ret32+Flu500 oli kuolleita poikasia (5 + 2 + 4 = 11) kokeen
pdattopdivand. Ret32+Flu500-késittelyn poikaskuolleisuus on 37 % yhdeksan

pdivad kestdneessd altistuksessa. Muiden kaisittelyiden poikaskuolleisuus oli 0 %.

4.4 Poikasten pituudet

Poikasten pituuksissa on kaytetty yksikkond pikselid valokuvassa. Tulosten
laskennassa késittelyiden rinnakkaisista altistusastioista saadut pituusarvot
yhdistettiin. Pituustuloksista poistettiin yksi muita selvasti pienempi poikkeava
tulos (2472,111 pikselid, kasittelystd Ret32+Flu5, B-astia, poikanen nro 2), jonka

jalkeen Shapiro-Wilk -testissd kaikki kasittelyt olivat normaalisti jakautuneita (p >
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0,05). Levenen testin mukaan kasittelyiden varianssit ovat yhtd suuret (p = 0,263).
Kuvassa 5 voidaan ndhdd, ettd késittelyiden vililld on eroa ja Oneway ANOVA:lla
testattuna kasittelyiden keskiarvojen viililld on tilastollisesti erittdin merkitsevéa ero
(p < 0,001). Twoway ANOVA-testin mukaan reteenin, fluoranteenin ja niiden
molempien yhteispitoisuudella on tilastollisesti erittdin merkitseva vaikutus (p <
0,001 kullakin) kirjolohen poikasten pituuteen. Tukeyn HSD-testin mukaan
kontrollin ja DMSO-kisittelyn vililla ei ole tilastollisesti merkitsevdd eroa (p =
0,985) eli DMSO-liuotin ei vaikuta poikasten pituuteen. Kaésittelyissa Flu500,
Ret3,2+F1u500, Ret10+F1u500 ja Ret32+Flu50 olivat poikaset 67 % lyhyempid kuin
DMSO-kontrollissa ja Tukeyn HSD-testin mukaan niiden tulokset ovat
samankaltaiset (b-tunnus, Kuva 5). Eniten poikasten pituuteen vaikutti kaikkein
suurin altistuspitoisuus Ret32+Flu500, joka lyhensi poikasia n. 13 % verrattuna

DMSO-kontrolliin (Kuva 5).
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Kuva 5. Kirjolohen (Oncorhynchus mykiss) poikasten pituudet (valokuvapikseleind)
yhdeksén altistuspdivan jdlkeen. (RET = reteeni, FLU = fluoranteeni, numero
kuvaa yhdisteen pitoisuutta pg/l altistusvedessd ja kirjaimet tulosten
samankaltaisuutta Tukeyn HSD-testin mukaan)

4.5 Ruskuaispussien pinta-alat

Kirjolohen poikasten ruskuaispussien pinta-aloissa on kaytetty yksikkona pikselid,
joka on pikselien méddrd ruskuaispussialalla valokuvasta mitattuna. Tulosten
laskennassa rinnakkaisten altistusastioiden tulokset yhdistettiin. Ruskuaispussien
pinta-alatuloksista poistettiin yksi muita selvésti suurempi ja poikkeava tulos
(736326 pikselid, kasittely Ret10+Flu50, C-vuoka, poikanen nro 5), jonka jdlkeen
Shapiro-Wilk-testissa kaikki muut késittelyt olivat normaalisti jakautuneita (p >
0,05) paitsi Flu50-kasittely (p = 0,036). Pinta-alojen log-muunnos ei parantanut
niiden normaalijakautuneisuutta. Levenen testin mukaan késittelyiden varianssit
ovat yhtd suuret (p = 0,964). Kruskall-Wallisin H-testin mukaan kisittelyiden

keskiarvojen vililld on tilastollisesti erittdin merkitsevd ero (p < 0,001). Twoway
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ANOVA:n mukaan reteeni-, fluoranteeni- ja niiden yhteispitoisuus vaikuttavat
tilastollisesti erittdin merkitsevasti kirjolohen poikasten ruskuaispussien pinta-
alaan (p < 0,001 kullakin). Tukeyn HSD-testin mukaan kontrollin ja DMSO-
kasittelyn valilld ei ole tilastollisesti merkitsevad eroa (p = 0,860) eli DMSO-liuotin
ei vaikuta poikasten ruskuaispussien pinta-alaan. Tukeyn HSD-testin mukaan
kaikki muut késittelyt ovat toisiinsa ndhden samankaltaisia paitsi Ret32+Flu500-
kasitely, joka poikkeaa tilastollisesti muista kasittelyista (*, Kuva 6). Ret32+Flu500-
altistettujen poikasten ruskuaispussien pintala on 44 % suurempi kuin DMSO-

kontrollissa (Kuva 6).

Ruskuaispussin pinta-ala
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Kuva 6. Kirjolohen (Oncorhynchus mykiss) poikasten ruskuaispussien pinta-alat
(pikselimddrind) yhdeksdan altistuspdivan jdlkeen. (RET = reteeni, FLU =
fluoranteeni, numerot ovat aineiden pitoisuudet ng/l ja *-merkitty késittely
poikkeaa tilastollisesti muista késittelyistd Tukeyn HSD-testin mukaan)

4.6 qPCR ja cyplal-geeniekspressiot

Jokaisesta altistusastiasta analysoitiin kolmesta kirjolohen poikasesta cyplal-
geeniekspression maddrd. Ret3,2+Flu50-késittelyn C-astian 2. poikasen cDNA-

ndytteessd oli jotain vikaa, koska se ajettiin qPCR:ssd kolme kertaa eikd sen
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teknisille replikaateille saatu tarpeeksi pientd hajontaa (QC < 0,3). Koska
kolmannessakin ajossa Ct-arvon hajonta oli 0,386 huolellisesta tyoskentelystd
huolimatta, jdtettiin tdmd ndyte pois tulosten laskennasta. Ret3,2+Flu50-

késittelyssd on tulos laskettu kahdeksan poikasen analyysituloksista.

Cyplal-geeniekspressioaineiston tilastollisissa tarkasteluissa kaytettiin log-
muunnettua arvoa cyplal-geeniekspressioista (myShemmin “log-cyplal-
geeniekspressio”). Aineisto késiteltiin késittelyittdin eli kaikki saman kasittelyn
rinnakkaisten koeastioiden tulokset yhdistettiin (n = 9 paitsi Ret3,2+Flu50-
késittelyssd n = 8 ja kontrollissa n = 12). Kaksi késittelyd, kontrolli- ja Ret3,2-
kasittely, eivit olleet olleet normaalisti jakautuneita (Shapiro-Wilk, p = 0,008 ja p =
0,005). Muiden kasittelyiden cyplal-geeniekspressiot noudattivat
normaalijakaumaa (p > 0,05). Levenen testin mukaan késittelyiden varianssit
olivat yhtasuuret (p = 0,293). Parametrittoman Kruskall-Wallisin H-testin mukaan
késittelyiden keskiarvojen vélilld on tilastollisesti erittdin merkitsevd ero (p <

0,001).

Kontrolli- ja DMSO-kisittelyn vililld ei ole selvda eroa eli DMSO:n kaytto
liuottimena ei lisdnnyt cyplal-geeniekspressiota (Kuva 7). Myos Tukeyn HSD-testi
osoittaa, ettei kontrolli- ja DMSO-késittelyn vélilld ole tilastollisesti merkitsevad
eroa log-cyplal-geeniekspressioissa (p = 1,000). Cyplal-geeniekspressio lisdéantyy,
kun reteenin ja fluoranteenin altistuspitoisuudet kasvavat (Kuva 7). Sekd reteenin
ja fluoranteenin pitoisuus ettd niiden pitoisuuksien yhteisaltistus vaikuttavat log-
cyplal-geeniekspressioon tilastollisesti erittdin merkitsevésti (p < 0,001 kussakin),
kun testattin Two-way ANOVA:lla. Kuvassa 7 ndhddan, ettd cyplal-
geeniekspressio padsddantoisesti kasvaa, kun reteenin tai fluoranteenin pitoisuudet
nousevat. Kun reteenialtistukseen lisdtddn fluoranteenia, lisdantyy cyplal-
geeniekspressio (Kuva 7). Kuitenkin Ret3,2+Flu5-altistus on tuottanut selvasti
seuraavaa pitoisuutta (Ret3,2+Flu50) suuremman cyplal-geeniekspression, joka on
myds korkeampi suhteessa Retl0+Flu5-altistukseen (Kuva 7). Taasen

Ret10+Flu500-késittelyn cyplal-geeniekspressio jad matalalle tasolle verrattuna
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sitd astetta pienempddn altistustasoon (Retl0+Flu50, Kuva 7). Selvdsti oman
ryhmidn (f) muodostavat Ret32+Flu-kasittelyt ja niissd keskihajonta on

huomattavan paljon suurempaa kuin muissa kasittelyissa (Kuva 7).

Cyplal-geeniekspressio

18

16 e_'_f

Ekspressio

Kuva 7. Yhdeksan pdivéa kestaneen kirjolohen (Oncorhynchus mykiss) poikasten

reteeni- ja fluoranteeni-altistuskokeen cyplal-geeniekspressiomddrit ja tulosten

samankaltaisuudet (Tukey HSD) esitettynad kirjainkoodeilla. (Ret = reteeni, Flu =
fluoranteeni ja numerot kuvaavat kunkin yhdisteen altistuspitoisuutta, pg/1)

5 TULOSTEN TARKASTELU

Téassd Pro gradu -tyossa tutkittiin kuinka kahden eri PAH-yhdisteen, reteenin ja
fluoranteenin, yhteisaltistus vaikuttaa kirjolohen poikasilla BSD-oireiden
ilmenemiseen, poikasten pituuteen, ruskuaispussien pinta-alaan ja cyplal-
geeniekspresioon (I-RNA-mé&drdand mitattuna). Reteeni on AHR-agonisti, joka

indusoi cyplal-geenin tuotantoa ja kdynnistdd haitta-aineiden metabolian.
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Fluoranteeni toimii soluissa CYP1A-inhibiittorina. Kokeen jdrjestelyt toimivat

hyvin ja siitd saatuja tuloksia voidaan pitdd kaiken kaikkiaan varsin luotettavina.

5.1 Reteenin ja fluoranteenin pitoisuudet kokeen altistusvesissa

Billiardin ym. (1999) kokeen tulosten pohjalta odotettiin, ettd reteenin pitoisuus
olisi ollut 60 % pienempi kuin odotettu pitoisuus, koska reteeni adsorptoituu
lasisten astioiden pinnoille ja poikasiin. Tamdn kokeen tuloksia ei
reteenipitoisuuden osalta voida verrata muihin tutkimuksiin, koska suurin osa
vesindytteistd lasketuista reteenipitoisuuksista olivat negatiivisia eikd positiivisista
pitoisuusarvoista lasketut tulokset olleet loogisia (Taulukko 6). Todenndkoisesti
vesindytteiden pitkd seitsemdn kuukauden sdilytysaika vaikuttaa tuloksiin, ja
ndytepulloista oli haihtunut etanoli joko kokonaan tai osittain, joten
vesindytteiden tuloksia ei voida pitdd luotettavina. Etanolin haihtuminen
aiheuttaa ndyteveden pinnan laskun ja on mahdollista, ettd lipofiiliset PAHit ovat
adsorboituneet ndytepullon pinnoille, kun nestepinta on laskenut. Koska reteenin
ja fluoranteenin standardindytteet valmistettiin vain p&divdd ennen mittauksia
luminesenssispektrometrilld (Liite 3) ja niistd saadut standardikdyrat onnistuivat
hyvin (R2 = 0,999 ja 0,9992), voidaan olettaa, ettd reteeni- ja
fluoranteenipitoisuuksien laskenta olisi pitdnyt onnistua. Myos vesindytteiden
laimennus huomioitiin laskennassa. Toisaalta standardindytteet valmistettiin eri
erdstd Konnevesi-jarven jarvivettd (Liite 3) kuin mitd altistuskokeessa kaytettiin,

mikd voi selittdd negatiivisiksi reteeni- ja fluoranteenipitoisuuksiksi lasketut arvot.

Vesindytteiden fluoranteenipitoisuuksien tulokset ovat jonkin verran
johdonmukaisempia kuin reteenin eli pienissad fluoranteenin altistuspitoisuuksissa
fluoranteenipitoisuudet olivat pienemmat suhteessa korkeisiin
altistuspitoisuuksiin (Taulukko 6). Nadissd tuloksissa oli kuitenkin suuret
keskihajonnat (Taulukko 6). Fluoranteenipitoisuuksille laskettu standardisuora ja
yhtdlo  toimivat vdhdan  paremmin  kuin reteenin, mutta  myds

fluoranteenipitoisuuksien tuloksiin on vaikuttanut pitkd sdilytysaika, jonka takia
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myoskddn fluoranteenille lasketut pitoisuudet eivit ole luotettavia. Lisdksi tulee
huomioida, ettd standardisuoran laskennassa korkein fluoranteenipitoisuus oli 80
ng FLU/I eli kdytdannossd suoran yhtdlod voidaan kayttdd luotettavasti vain
enintdan 80 pg FLU/l-pitoisten ndytteiden analysointiin. Tamdn takia 500 pg
FLU/1 sisdltdavit vesindytteet olisi pitdnyt laimentaa enemmén kuin 1:4, koska
niissd laskennallinen fluoranteenipitoisuus oli 125 pg/l eli lilan korkea

kaytettavalle yhtalolle.

5.2 Ruskuaispussitaudin oireiden vertailu

Kokeessa BSD-%:t nousevat varsin jarjestelmallisesti, kun reteenin ja fluoranteenin
pitoisuudet kasittelyissd kasvavat (Kuva 4). Myos Hodsonin ym. (2007) kirjolohen
poikasille  jdrjestetyssda  altistuskokeessa =~ BSD-pisteet = nousivat,  kun
reteenipitoisuutta nostettiin jopa 300 pg RET/1. Kun Vehnidisen ym. (2015)
kokeessa vastakuorituneita kirjolohen poikasia altistettiin 32 pg RET/1 reteenid, oli
poikasilla seitseméntend altistuspdivand kolme kertaa suurempi BSD-indeksi kuin
kontrolliryhman poikasilla. Taasen tdssd yhdeksdn pdivaa kestdneessd kokeessa 32
ng RET/l-altistus aiheutti kirjolohen poikasille vain kaksi kertaa suuremman BSD-
% verrattuna DMSO-kontrolliin, vaikka altistusaika oli pari pdivdd pidempi kuin
Vehnidisen ym. (2015) kokeessa. My6s Brinkworth ym. (2003) kokeessa osoitettiin,
ettd reteeni aiheuttaa BSD-oireita kirjolohen poikasille. Verenvuodot ja
ruskuaispussin 6deema lisddntyivat jo muutamassa pdivassa kirjolohen poikasten
kuoriutumisen jdlkeen ja jo viikossa oireita oli 60-100 %:1la kirjolohen poikasista,
kun reteenipitoisuus oli 9 + 3 pg/1 (Brinkworth ym. 2003). Myos Hawkinsin ym.
(2002) 22 pdivéad kestdneessd kirjolohen poikasten altistuskokeessa reteeni (100 pg
RET/I) lisdsi poikasten p&dan ja kallon epamuodostomia, verenpurkaumia paassa
ja silmissd sekd ruskuaispussin 6deemaa verrattuna liuotinkontrolliin. Tdama myos
todistaa, ettd reteeni aiheuttaa BSD-oireita kirjolohen poikasille, vaikka BSD-

indeksid tms. tunnuslukua ei ole laskettu.
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Brown ym. (2014) toteavat tuloksissaan, ettd kun fluoranteenia altistetaan yhdessa
heikon AHR-agonistin kanssa, lisdntyy syddnpussin 6deema ja syddntoksisuus
seeprakalojen alkioilla verrattuna altistukseen vain yhdelld haitta-aineella. Kun
Hodsonin ym. (2007) kokeessa kirjolohen poikasia altistettiin reteenin lisdksi
ANF:lle, joka on CYPlA-inhibiittori, BSD-pisteet nousivat reteenipitoisuuden
noustessa, mutta vdhemmadn kaikkein korkeimmissa ANF-pitoisuuksissa (100 ja
320 pg/1) kuin pelkélle reteenille altistettaessa. Taméa suunta CYP1A-inhibiittoria
lisdttdessd on pdin vastainen tdmén kokeen tuloksiin, jossa BSD-% kasvaa, kun
reteenin ja fluoranteenin pitoisuudet nousevat (Kuva 4). Reteenin (100 pg/l) ja
CYP1A-inhibiittori PBO:n (piperonyylibutoksidi, 338 ng/l) yhteisaltistus lisdsi
kirjolohen poikasten BSD-oireita kuten ruskuaispussin verenpurkaumia
merkittdvasti verrattuna pelkkddn reteenialtistukseen (Hawkins ym. 2002).
Hawkinsin ym. (2002) kokeen tuloksista ei ole laskettu BSD-indeksid tmv.
tunnuslukua, mutta ne tukevat tdmdn kokeen tuloksia. Wassenbergin ja Di
Giulion (2004) killikalojen alkiokokeessa BNF- ja ANF-pitoisuuksien noustesssa
my0s vakavuusindeksi nousi jyrkasti 1,1 pg BNF/1+100 pg ANF/1 asti, mutta se
jai jonkin verran alle sadan. Kun BNF-pitoisuutta lisdttiin, saavutti
vakavuusindeksi maksimiarvon 100 (Wassenberg ja Di Giulio 2004).
Todenndkoisesti, jos tdssdkin kokeessa olisi kdytetty vield yhden pykalan
suurempaa reteenipitoisuutta (esim. 60 pg/1) 500 png FLU/1 kanssa, olisi saavutettu
BSD-% 100 ja varmaan myds poikasten kuolleisuusprosentti olisi noussut.
Ret32+Flu500-kasittelyssad saavutettiin BSD-% 88 (Kuva 4) ja poikasten kuolleisuus
oli 37 %. Hodsonin ym. (2007) kokeessa kirjolohen poikasten kuolleisuus oli 100 %
22 péaivad kestdneessd kokeessa, kun niitd altistettiin 320 ng RET/1ja 32 pg ANF/1.
Hawkinsin ym. (2002) kirjolohikokeessa 100 pg RET/l ja 338 pg PBO/I
yhteisaltistus nosti nuorten kirjolohen poikasten kuolleisuutta 60 %:iin 19.
altistuspdivéan jdlkeen, kun pelkassd reteenialtisuksessa kuolleisuus oli alle 20 %.

Tdssd kokeessa 32 ng RET/l-altistuspitoisuus ei aiheuttaanut poikaskuolleisuutta.
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Eri kokeiden tulosten vilille aiheuttavat eroa niissd kéytetyt eri AHR-agonistit ja
CYP1A-inhibiittorit sekd niiden pitoisuudet ja BSD-oireiden pisteytystapa. BSD-
oireiden pisteytyksesssd ja laskennassa voidaan pddttdd oireet, jotka otetaan
mukaan laskentaan ja miten ne pisteytetddn esim. oire saa pisteen, jos se ilmenee
tai mitd vakavampi oire on, sitd suuremman pistearvon se saa. Tdhdn ei ole
olemassa standardimenetelmdd tms., vaan BSD- ja vakavuus-indeksien
laskentatapa vaihtelee kokeiden vililld. Laskentamenetelmét kuitenkin perustuvat
samaan laskentamalliin, jota kadyttivit mm. Scott ja Hodson (2008), ja tdtd
laskentatapaa on kdytetty myos tdssd tyossd. Myos arvoijan “silmd” vaikuttaa
oireiden pisteytykseen ja joissakin kokeissa oireet arvioidaan heti kokeen
pddtteeksi eikd valokuvien perusteella, jolloin niihin ei voida endd palata tai

miettid mika arvointitarkkuus sopisi parhaiten sen kokeen poikasten arviointiin.

5.3 Kirjolohen poikasten pituudet

Kun tarkastellaan reteenin vaikutusta kirjolohen poikasten pituuteen (pikselid), ei
tissd kokeessa saatu tilastollisesti —merkitsevdd eroa suurimmankaan
reteenipitoisuuden (32 pg/l) ja DMSO-kontrollin vilille (Kuva 5). Tama tulos
eroaa Kujalan (2012) Pro gradu -tutkielman tuloksista, joissa positiivisessa
kontrollikasittelyssa 32 pg RET /1 -altistus aiheutti 12 pdivassé kirjolohen poikasille
tilastollisesti merkitsevan eron (p < 0,001) poikasten pituuteen (mm) ja
reteenikdsittely lyhensi poikasia. Kujalan (2012) koe oli kolme pdivdd pidempi

kuin tdmai koe, miki voi vaikuttaa eroon koetulosten vililla.

Matalimmat fluoranteenipitoisuudet (5 ja 50 png/l) eivdt vaikuttaneet
kirjolenpoikasten pituuksiin tdssd yhdeksdn pdivan altistuskokeessa ja poikasten
pituudet (pikselid) olivat samankaltaisia DMSO-kontrollissa kasvaneiden
poikasten kanssa (samankaltaisuustunnus d, Kuva 5). Ihan vastaavia kokeita ei ole
tehty, mutta esim. Le Bihanicin ym. (2014) kirjolohen poikasten
sedimenttialtiskokeessa 3 pg FLU/g ka-altistuspitoisuus ei vaikuttanut 22 pdivan

aikana kirjolohen poikasten pituuteen (mm).
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Koska poikasten pituusyksikkond kdytettiin tdssd kokeessa pikseleitd, ei voida
suoraan verrata poikasten pituuksia toisiinsa. Vasteiden samansuuntaisuutta ja
suuruusluokkia sekd sitd ovatko erot tilastollisesti merkitsevid voidaan vertailla.
Reteenin ja jonkun CYP1A-inhibiittorin tai jonkun AHR-agonistin ja fluoranteenin
yhteisvaikutusta kalanpoikasten pituuksiin ei ole tutkittu, eikd ndin ollen voitu

tehdd pituustulosten vertailua.

5.4 Ruskuaispussien pinta-alat

Tutkimuksia, joissa olisi tutkittu ARH-agonistin ja CYP1A-inhibiittorin
yhteisvaikutusta kalan poikasten ruskuaispussin pinta-alaan, ei ole tehty. Matson
ym. (2008) ovat tutkineet fluoranteenin vaikutusta syddnpussin pinta-alaan
seeprakalan alkioilla (24—96 hpf, hours post fertilization, tuntia hedelmdityksen
jalkeen). Pelkkd 100 ja 500 pg FLU/1 ei kasvattanut syddnpussin pinta-alaa
seeprakaloilla (Matson ym. 2008) eli tulos on samankaltainen kuin tédssd kokeessa,
kun tutkittiin fluoranteenin vaikutusta ruskuaispussin pinta-alaan kirjolohen
poikasilla. Korkeakaan fluoranteenipitoisuus ei vaikuttanut ruskuaispussin pinta-
alaan (Kuva 6). Matsonin ym. (2008) seeprakalan poikaskokeessa vahdhappiset
olosuhteet kasvattivat syddnpussin pinta-alaa fluoranteenialtistuksessa (100 ja 500
ng FLU/1) ja ero oli tilastollisesti merkitsevd normaalihappisiin oloihin verrattuna.
Olisiko mahdollista, ettd vahdhappiset olosuhteet kasvattaisivat myos

ruskuaispussin pinta-alaa fluoranteenialtistuksessa?

Matsonin ym. (2008) seeprakalan alkiokokeessa 500 pg FLU/l-altistus yhdessd 10
ng BaP/1 kanssa kasvatti syddnpussin pinta-alaa verrattuna DMSO-kontrolliin tai
pelkkdan BaP-altistukseen ja erot olivat tilastollisesti merkitsevid eli seeprakalan
poikasten altistaminen heikolle AHR-agonistille yhdessda CYP1A-inhibiittorin
kanssa lisdsi syddnpussin pinta-alaa. Matsonin ym. (2008) tulos on saman
suuntainen timdn kokeen tuloksen kanssa, jossa korkea AHR-agonistipitoisuus

(32 pg RET/1) yhdessd korkean CYP1A-inhibiittoripitoisuuden (500 pg FLU/I)
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kanssa kasvatti ruskuaispussin pinta-alaa 44 % verrattuna DMSO-kontrolliin ja se

erosi tilastollisesti muista késittelyistd (Kuva 6).

5.5 Cyplal-geeniekspressiomddrien vertailu

Tdssd yhdeksdan pdivdd kestdneessd kirjolohen poikasten altistuskokeessa cyplal-
geeniekspressio kasvoi, kun reteenipitoisuus nousi 10 ja 32 pg RET/I (Kuva 7).
Myo6s Hodsonin ym. (2007) kirjolohen poikasten  altistuskokeessa
reteenipitoisuuden nousu lisdsi CYP1A-proteiinien mddrdd. Koska reteeni on
AHR-agonisti, sen tiedettiin lisidvdn CYP1A-ekspressiota, kun altistuspitoisuus

nousee.

Koska fluoranteeni on CYP1A-inhibiittori, niin ldhtooletus oli, ettd fluoranteeni ei
lisdd cyplal-ekspressiota. My0s tdssd kokeessa todistettiin, etteivét korkeatkaan
fluoranteenipitoisuudet (50 ja 500 pg FLU/I) lisinneet cyplal-ekspressiota
kirjolohen poikasilla (Kuva 7). Matalimmassa fluoranteenipitoisuudessa (5 pg
FLU/1) cyplal-geeniekspressio jopa laski alle kontrollitasojen ja Tukeyn HSD -
testin mukaan niiden tulokset eivét olleet samankaltaiset (Kuva 7). My6s Matsonin
ym. (2008) seeprakalojen alkiokokeen tulokset tukevat tdm&n kokeen tuloksia.
Matsonin ym. (2008) seeprakalakokeessa ei korkea fluoranteenipitoisuus (500
ng/l) lisannyt alkioiden CYP1A-aktiivisuutta (EROD-aktiivisuutena mitattuna)
verrattuna DMSO-kontrolliin. Taasen Hodsonin ym. (2007) kokeessa pelkka ANF
(CYP1A-inhibiittori) nosti CYP1A-proteeinipitoisuuden suuremmaksi kuin pelkka
reteenialtistus, mutta niiden yhteisvaikutus aiheutti kaikkein suurimman CYP1A-
proteiinipitoisuuden nousun kirjolohen poikasissa. Kun tdssa kokeessa kirjolohen
poikasia altistettiin yhdeksan pdivdn ajan reteenin lisdksi my0s fluoranteenille,
cyplal-geeniekspressio oli suurempi kuin pelkdssd reteenialtistuksessa (Kuva 7).
Taasen Hodsonin ym. (2007) kirjolohikokeessa myds ANF (CYP1A-inhibiittori)
lisdasi CYP1A-proteiinien maddrdd alkioissa (p = 0,006), mutta CYP1A-
proteiinituotanto oli suurempaa reteeni-ANF-yhteisaltistuksessa kuin yksittdisten

yhdisteiden.
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Matsonin ym. (2008) ja Hodsonin ym. (2007) tutkimustulokset ovat erisuuntaiset,
joista toinen (Matson ym. 2008) tukee ja toinen (Hodson ym. 2007) ei tue tdimdn
kokeen  tuloksia, joissa  cyplal-geeniekspressiomddrd  lisddantyy, kun
yhteisaltistuspitoisuudet kasvavat. Hodsonin ym. (2007) kokeessa tutkittiin
CYP1A-proteiinipitoisuuksia myos todella korkeissa haitta-ainepitoisuuksissa
jopa 300 pg RET/1 ja 320 pg ANF/l. Selvd taitekohta, jossa CYP1A-
proteiinipitoisuudet ldhtivat laskuun, huomattiin siind kohti, kun reteenipitoisuus
oli 100 pg/l. Jos tassdkin kokeessa olisi testattu reteenin ja fluoranteenin
yhteisvaikusta vield suuremmissa reteenipitoisuuksissa kuten 150 pg RET/I,
olisiko cyplal-geeniekspressiota ldhtenyt vdhentymddn esim. Ret150+Flu500-
altistuksessa? Tdssd kokeessa voitiin ndhda vain cyplal-geeniekspression kasvu
reteeni- ja fluoranteenipitoisuuksien noustessa. Taasen Matsonin ym. (2008)
seeprakalakokeessa jo matala BaP-pitoisuus (10 pg/l) yhtda korkean
fluoranteenipitoisuuden kanssa kuin tdssd kokeessa (500 ug/1) vahensi CYP1A:n
induktiota 46 % pelkkdan BaP-altistukseen verrattuna. Erot timén ja ndiden
muiden kokeiden (Hodson ym. 2007 ja Matson ym. 2008) voivat johtua seka eri
AHR-agonisti— CYP1A-inhibiittori-pareista sekd Matsonin ym. (2008) kokeen eri
kalalajista (seeprakala). Kuitenkin Hodsonin ym. (2007) kokeen tulosten
perusteella olisi voitu olettaa, ettd tdssdkin kokeessa korkea fluoranteenipitoisuus
(500 pg/l) yhdessd reteenin kanssa olisi selvésti vdhentdinyt cyplal-

geeniekspressiota.

Timme-Laragy ym. (2007) tutkivat seeprakalakokeessa, miten 1 pg BNF/1 (AHR-
agonisti) yhdessa 100 pg ANF/l1 (CYP1A-inhibiittorin) kanssa vaikuttavat
alkioden CYP1A:n I-RNA maddriin vuorokauden altistuksessa (24 —48 hpf valilld).
Timme-Laragy ym. (2007) kokeessa syntyi seeprakalojen alkioihin moninkerroin
enemmdn CYP1A:n [-RNA:ta kuin pelkdssda BNF- tai ANF-altistuksessa. Vaikka
tissd Timme-Laragyn ym. (2007) seeprakalojen alkiokokeessa oli eri PAH-
yhdisteet kuin tdssd tutkimuksessa, tukevat tulokset sitd teoriaa, ettd PAH-

yhdisteiden yhteisvaikutus on suurempi kuin altistus yksittdisille yhdisteille.
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My®0s nuorien ja tdtd koetta isompien kirjolohen poikasten (1-3 g) altistaminen
reteenille ja CYP1A-inhibiittorille (PBO) lisdasivat EROD-aktiivisuutta ja reteenin
pitoisuutta poikasten kudoksissa (Hawkins ym. 2002). Reteenipitoisuuden nousu
kudoksissa viittaa siihen, ettd reteenin metabolia ja eritys ovat estyneet, vaikka

samaan aikaan EROD-aktiivisuus on lisddntynyt (Hawkins ym. 2002).

6 JOHTOPAATOKSET

Koska koejdrjestelyt toimivat hyvin, voidaan tdmén kokeen tuloksia kirjolohen
poikasista mitattujen vasteiden osalta pitdd varsin luotettavina. Vaikka reteeni- ja
fluoraneenipitoisuuksien analysointi vesindytteistd epdonnistui, niiden tulokset
eivit kuitenkaan ole tdamédn tyon keskiossd. Analysoitujen pitoisuuksien avulla
olisi voitu todentaa kasittelyiden todelliset altistuspitoisuudet. Nyt tdmé&n tyon
tulosten analysoinnissa ja késittelyssda on kidytetty laskennallisia reteeni- ja

fluoranteenipitoisuuksia.

Taman kokeen perusteella voidaan todeta, ettd reteeni ja fluoranteeni yhdessa
vaikuttavat kirjolohen poikasten kasvuun, ja mitd suurempia altistuspitoisuudet
ovat, sitd lyhyempid poikaset ovat. Koska ruskuaispussien pinta-aloissa ei ollut
kasittelyiden valilld eroa kuin vasta korkeimmassa Ret32+Flu500-altistuksessa,
mutta poikasten pituuksissa oli eroa jo pienemmissédkin altistuspitoisuuksissa,
voidaan téstd padtelld, ettd altistuspitoisuudesta riippumatta poikasilla on kulunut
yhtd paljon energiaa, mutta energiaa on kaytetty kasvun sijaan haitta-
ainemetaboliaan. Korkeimmassa altistuksessa (Ret32+Flu500) oli ruskuaispussin
Odeema jo niin vakava, ettd ruskuaispussiin kertynyt nestemddrd lisasi
ruskuaispussin pinta-alaa selvésti verrattuna matalampiin altistuspitoisuuksiin.
Kun ruskuaispussin O0deema on ndin vakava, se aiheuttaa poikaselle
kudosvaurioita, ja sen takia on aika epadtodenndkdistd, ettd poikanen selvidd

aikuiseksi asti.
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Koska molemmat PAH-yhdisteet reteeni ja fluoranteeni aiheuttivat kirjolohen
poikasille =~ BSD-oireita, joiden —mddrd sekd  vakavuus lisdédntyivit
altistuspitoisuuksien noustessa, voidaan todeta, ettd ne ovat haitallisia kirjolohen
poikasten varhaiskehitykselle ja niiden vaikutukset ovat todenndkoisesti
pitkdaikaisia ja peruuttamattomia. BSD-oireet heikentdvét poikasten kuntoa ja
pienentdvit niiden selviytymismahdollisuuksia luonnossa. Selvét kehityshdiriot
esim. leuan epdmuodostumat ja evien kuluminen voivat vaikuttaa mm. poikasten
kykyyn syodd ja liikkua. On myds mahdollista, ettd hairiot poikasten kehityksessa
lisdavat niiden kuolleisuutta myohemmissd eldmdn vaiheissa. Koska PAH-
yhdisteet ovat tutkitusti haitallisia kalanpoikasille ja muille elidille mys matalissa

pitoisuuksissa, tulisi niiden padstojd ymparistoon rajoittaa tiukemmin.

BSD- ja vakavuusindeksit sekd -prosentit ovat hyvd tapa kuvata BSD-oireiden
maédrdd ja niiden vakavuutta, mutta BSD-oireiden arvioimiseen ja pisteytykseen ei
ole tdlld hetkelld olemassa selkedd ja yhtenevdd tapaa eikd ohjeistusta, mika
aiheuttaa haasteita tutkimustulosten vertailulle. Koska jokainen PAH-yhdiste
aiheuttaa sille tyypillisia BSD-oireita kalanpoikasilla, my6s esim. niiden

esiintymistiheyksien vertailu olisi ollut kiinnostavaa tédssa tyossa.

Kustakin altistusastiasta analysoitiin vain kolmen kirjolohen poikasen cyplal-
geeniekspressiot. Kunkin altistuskdasittelyn tulos oli aina yhdeksdn poikasen
keskiarvo, joka laskettiin kolmen rinnakkaisen koeastian poikasista. Jos loputkin
21 poikasta analysoitasiin, pienenisi cyplal-geeniekspressiomddrdtulosten
epavarmuus. Koska ainakin kahden kaisittelyn (Ret3,2+Flu5 ja Ret10+Flu500)
cyplal-geeniekspressiotulokset poikkesivat “viereisistd” pitoisuuksista, saataisiin
analysoitujen poikasten mddrdd kasvattamalla lisdttyd tulosten varmuutta. Myos
poikasndytteiden analysoinnissa tapahtuneet sekaannukset nukleaasitoomien ja
steriilien vesien kanssa cDNA:nn valmistuksessa ja PBS-puskuriveden kaytto
joissakin RNA-ndytteen etanolipesuissa voivat vaikuttaa epdloogisiin tuloksiin

cyplal-geeniekspressiomddrissd kasittelyiden valilla.
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Tutkimuksissa on saatu osittain ristiriitaisia tuloksia eri PAHien vaikutuksesta
kalanpoikasten cyplal-geeniekspressiomddriin, CYP1A- tai EROD-aktiivisuuksiin
sekd CYPlA-entsyymimddriin. PAH-seoksilla haitta-ainevasteet ja niiden
voimakkuudet ovat aina erilaisia riippuen kalanpoikasen lajista, idstd, altistuksen
kestosta sekd voimakkuudesta ja lisdksi poikasten vililld on yksilollisid eroja.
PAHien toksisuusvasteisiin vaikuttavat sekd yksittdiset yhdisteet ja niiden
ominaisuudet ettd erilaiset AHR-agonisti-CYP1A-inhibiittori-parit. Pelkastdan
AHR-agonistit voivat toimia joko heikkoina tai vahvoivat AHR-agonisteina
riippuen siitd millainen toinen AH-reseptoriin tai solun toimintaan vaikuttava
PAH-yhdiste on. Moninaiset seokset aiheuttavat monimutkaisia vasteita

altistuselivissid eikd niiden kaikkia mahdollisia vaikutuksia vield edes tunneta.

Téaméan tyon tulokset AHR-agonistin ja CYP1A-inhibiittorin yhteisvaikutuksesta
viittaavat sithen, ettd ne yhdessd lisddvidt kirjolohen poikasilla kehitystoksisia
oireita eikd CYPlA-inhibiittori vdhennd reteenin metaboliatuotteiden
haitallisuutta. Sekd reteeni ettd fluoranteeni lisdsivit kalanpoikasten BSD-oireita,
mutta niiden tdytyy toimia eri mekanismin kautta, koska fluoranteeni ei indusoi
AH-reseptoria. Tamadn kokeen tulokset antavat viitteitd siitd, ettd fluoranteeni
inhiboi CYP1A-entsyymien toimintaa ja vdhentdd molempien haitta-aineiden
metaboliaa, mikéd johtaa pidentyneeseen AHR-aktivaatioon, kun AHR-agonisti
(reteeni) pakotetaan toimimaan pidempddn AH-reseptorilla. Tdmd johtaa siihen,
ettd “emoyhdisteiden” puoliintumisaika pitenee ja BSD-oireet lisddntyvit

poikasilla.

Tatd samaa reteeni-fluoranteeni-altistusta voisi tutkia myos muillakin kalalajeilla
ja vertailla ovatko toksisuusvasteet samanlaisia lajista riippumatta. My0s sitd voisi
tutkia, ettd aiheuttaako reteeni korkeammissa pitoisuuksissa (> 32 pg RET/I)
taitteen tai notkahduksen cyplal-geeniekspressiomddriin vai lisdisiko se vain
poikasten kuolleisuutta? Lisdksi voisi tutkia eri PAH-yhdisteilld AHR-agonistin
CYP1A-inhibiittorin yhteisvaikusta. Ovatko toksisuusvasteet samanlaisia? Myos

AHR-antagonistin vaikutusta yhdessd toisen PAH-yhdisteen kanssa voisi tutkia.
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Kuinka AH-reseptorille sopiva AHR-antagonisti, joka ei indusoi AH-reseptoria,
vaikuttaa haitta-ainemetaboliaan ja toksisuusvasteisiin yhdessda AHR-agonistin

(esim. reteeni) tai CYP1A-inhibiittorin (esim. fluoranteeni) kanssa?
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pyyteettomasti oikoluki ja kommentoi englanninkielisen tiivistelmén eli iso kiitos

my0s Cyrilille avusta tdimén Pro gradu -tutkielman kanssa.
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LIITE 1. Koeastiakartta

takaseina

R3,24F5 C Ctrl B
R3.2+F6 A | R32+4F5 B
Fa00 B Fe00 C
Fe0C F500 A
Fa0 A Fa0 B
F5 B F5 C
OMSD A Fb A
R32 B R32C
R10C R332 A
R10 A R10 B
R32C Ctrl A
R3.2A R3.2B
R=reteeni
F=fluoranteeni

ovi

A.B,C=rinnakkaiskasittelyt, toistot

R10+F5 B R10+F5 A
R32+Fh A R10+F5 C
R32+F5 C R32+F5 B
R32+F50 A OMS0 B
F32+F50 C | R3.2+F50 B
R10+F50 B R10+50 A
F32+F50 A | R10+FA0 C
R32+F50 C R32+F50 B
R3,2+F500 B |R3,2+F500 A
Ctrl C R3.2+F500 C
R10+F500 B [R10+F500 A
R32+F500 A [ R10+F500 C
R32+F500 C | R32+F500 B
Ctrl D OMS0D C
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LIITE 2.  Esimerkkikuvat ruskuaispussitaudin  oireiden
mddrittimisestd sekd pituuden ja pinta-alan mittaamisesta
kirjolohen (Ochorhynchus mykiss) poikasista

Poikanen 1. DMSO-kontrollivuu'an poikanen, jolla ei ole ruskuaispussitaudin
oireita. Pyrston verenvuoto johtuu liian voimakkaasti késittelystd pinseteilld.

Poikanen 2. Reteenialtistuksessa (3,2 pg RET/I) ollut poikanen, jolla on
verenpurkauma silmdn vieressd (ylempi nuoli, oirepiste: 1) ja pientd
nestekertymdd syddnpussissa (alempi nuoli, oirepiste: 1).

Poikanen 3. Fluoranteenialtistuksessa (500 pg FLU/I) ollut poikanen, jolla on
hieman ruskuaispussin Odeemaa, jonka huomaa pyoredstd ruskuaispussin
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muodosta ja nestekertymaéstd ruskuaispussin takaosassa (alempi nuoli, oirepiste:
1). Vaikka poikasella ei ole p&dan alueella verenpurkaumia, on p&ddssd
epamuodostumia todenndkoisesti alaleuan rakenteessa, jotka aiheuttavat selvian
muutoksen suun asentoon (nuoli oikealla, oirepiste: 2). Selkdevd ndyttdd
normaalilta (oirepiste: 0).

Poikanen 4. Poikaselle, joka on ollut korkeimmassa reteenin ja fluoranteenin
yhteisaltistuksessa (32 pg RET/1 + 500 pg FLU/I), on tullut useita
ruskuaispussitaudin oireita. Ruskuaispussin ympdrille on kertynyt selvisti
nestettd (nuoli alhaalla keskelld, oirepiste: 2). Myos syddnpussiin on kertynyt
runsaasti nestettd ja se on levinnyt ruskuaispussia mydten alaspdin (toinen nuoli
oikealta, oirepiste: 2). Poikasen p&dd ja leuka ovat epdmuodostuneet
(oikeanpuoleinen nuoli, oirepiste: 2). Myo6s selkd- ja rasvaevd ovat selvésti
kuluneet (ylin nuoli ja vasen alanuoli, oirepiste: 1).

Poikanen 5. Poikasten pituus mitattiin nendn pddstd pyrston pddhdn ja tulos
saatiin pikseleind. Ruskuaispussin pinta-ala mitattiin piirtdimadllda Image]J-piirto-
ohjelman polygon-tyokalulla ruskuaispussin &ddriviivat ja pinta-alan tulos saatiin
pikselimdaana.
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LIITE 3. Reteenin ja fluoranteenin laimennossarjojen valmistus
standardisuorien madritystd varten (vesindytteiden
luminesenssispektrometri-analyysit)

Reteeni- ja fluoranteenilaimennokset tehtiin Konnevesi-jarven jarviveden ja EtOH
(ETAX Aa, min. 99,5 paino-%) 1+1-seoksella, joilloin jarviveden etanolipitoisuus
oli 50 %.

Reteenin laimennossarjan valmistus:
Kantaliuos 1: 3,2 mg RET/ml = 3,2 ug RET/ul

Kantaliuos 2: 10 ul kantaliuos1 + 25 ml Konnevesi-EtOH = 10 pl * 3,2 pg RET/pl /
25ml =1,28 pg RET/ml = 1280 ng RET/1

Kantaliuos 3: 1 ml kantaliuos2 + 9 ml Konnevesi-EtOH = 1280 pg RET/1 / 10 =128
ng RET/1

1:5 -laimennos: 2 ml kantaliuos3 + 8 ml Konnevesi-EtOH =128 ng RET/1 / 5= 25,6
ug RET/1

1:25 -laimennos: 2 ml 1:5-laimennosta + 8 ml Konnevesi-EtOH = 5,12 pg/1

1:125 -laimennos: 2 ml 1:25-laimennosta + 8 ml Konnevesi-EtOH = 1,024 pg/1
1:625 -laimennos: 2 ml 1:125-laimennosta + 8 ml Konnevesi-EtOH = 0,2048 ng/1

1: 3125 -laimennos: 2 ml 1:625-laimennosta + 8 ml Konnevesi-EtOH = 0,04096 pg/1
Fluoranteenin laimennosarjan valmistus:

Kantaliuos 1: 5,0 mg FLU/ml

Kantaliuos 2: 8 ul kantaliuos1 + 20 ml Konnevesi-EtOH = 0,008 ml * 5 mg FLU/ml
= 0,04 mg FLU/ml / 20 ml = 0,002 mg FLU/ml = 2 mg FLU / 1 = 2000 pg FLU/1

1:5 -laimennos: 2 ml kantaliuos2 + 8 ml Konnevesi-EtOH =400 pg/1

1:25 -laimennos: 2 ml 1:5-laimennosta + 8 ml Konnevesi-EtOH = 80 pg/1
1:125 -laimennos: 2 ml 1:25-laimennosta + 8 ml Konnevesi-EtOH =16 pg/1
1:625 -laimennos: 2 ml 1:125-]laimennosta + 8 ml Konnevesi-EtOH =3,2 ng/1

1:3125 -laimennos: 2 ml 1:625-laimennosta + 8 ml Konnevesi-EtOH = 0,64 pg/1



