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JOHDANTO

Sisailman huono laatu on merkittava terveydellinen ja
kansantaloudellinen ongelma

Koulujen, toimistojen ja muiden tyOpaikkojen sisadilmaongelmat ovat jatkuvasti esilla
julkisuudessa. Tyoterveyslaitoksen tilastojen (www.ttl.fi) mukaan tyoperaista astmaa
ja muita allergisia hengityselinsairauksia todettiin tai epailtiin vuonna 2013 yhteensa
882 tapausta. Niista 40 % eli 357 tapausta kirjattiin homesienten aiheuttamiksi eli ne
ovat merkittava syy tyopaikoilla yha jatkuviin sisailmaongelmiin. Homeiden ja muiden
mikrobien lisaksi naita ongelmia voivat kosteusvaurioituneissa tiloissa aiheuttaa
siivotessa tai materiaalien hajotessa vapautuvat yhdisteet, kuten muovimattojen
pehmittimina kaytettyjen ftalaattien hajoamistuotteet, joten tyontekijdiden oireet voivat
olla monien altistavien tekijdiden yhteisvaikutusta.

Sisdilmaongelmat aiheuttavat paitsi ammattitauteja, myos suuren maaran
sairauspoissaoloja. Koska huonoa sisdilmaa ei poissaolon syyna tilastoida, ei sen
osuutta poissaoloihin voida tarkkaan arvioida. Sisailmaongelmat kuitenkin ilmenevat
lisaantyneina hengitystieoireina seka infektioina. Ne myos usein aiheuttavat oireilijoille
ja koko tyoyhteisolle stressia. Korjaustoimenpiteiden jalkeenkin on korjattuihin tiloihin
palaavissa tyontekijoissa usein havaittavissa skeptisyytta ja jopa psykosomaattista
oireilua. Olisikin tarkeaa kyeta luotettavasti osoittamaan aiemmin oireilleille henkildille,
etta korjauksilla on pystytty poistamaan oireilun syy.

Seka ennen etta jalkeen korjausten on sisailmaongelmien lahteitd usein hankala
tunnistaa tai paikallistaa. Siksi tarvitaan aiempaa tehokkaampia ja luotettavampia
menetelmia haitallisten ymparistotekijoiden ja niiden aiheuttamien toksisten vasteiden
monitorointia varten. Jos ja kun sisailman haitallisia vaikutuksia osataan riittavan hyvin
arvioida jo etukateen, pystytaan korjaavat toimenpiteet kohdistamaan oikein ja siten
vahentamaan vakavia altistuksia.

Biomonitoroinnin avulla tunnistetaan pienetkin pitoisuudet
Biomonitoroinnissa signaalien havaitsemiseen kaytetaan biomolekyyleja, elavaa
eliota tai elion osia joko sellaisenaan (bio-indikaattorit) tai jonkin mittalaitteen osana
(biosensorit) (biosanasto, www.btnk.fi). Biomonitoroinnin tavoitteena on tunnistaa
toksiset ja muut oireita aiheuttavat yhdisteet samoilla tai pienemmilla pitoisuuksilla
kuin mihin ihmisen aistit pystyvat, ja siten varoittaa vaaratekijoista.

Kosteusvauriotilanteissa muodostuvien toksisten aineiden biomonitorointiin on
kehitetty erilaisia bakteeri- tai eukaryoottisolujen kasvuun seka sian siittididen
likkuvuuteen perustuvia menetelmia (Toxtest 2010-2012, www.stm.fi). Ihmisen eri
kudoksiin, kuten keuhkoihin tai hermostoon kohdistuvia haittavaikutuksia ei
kuitenkaan taysin voi jaljitellda analysoimalla yksittaisista soluista koostuvien
populaatioiden vasteita. Aiempien pilottitutkimustemme lupaavien tulosten perusteella
sukkulamadot voivat tahan tarjota muiden menetelmien rinnalle kayttokelpoisen ja
aiempaa kokonaisvaltaisemman ratkaisun (Paavanen-Huhtala ym. 2017).
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Sukkulamatojen aistinvaraista kayttaytymista on mahdollista hyodyntaa
sisdilmatutkimuksissa

Sukkulamatojen soveltuvuudesta biomonitorointiin saatiin todisteita jo 1990-luvulla
(Candido ja Jones, 1996), mutta vasta viime vuosina kehitetyt fluoresoivat
reportterikannat ovat mahdollistaneet ymparistoperaisten naytteiden, kuten
raskasmetallien vaikutusten laajamittaisemman analysoinnin (Anbalagan ym. 2012).
Sisailmaongelmien monitorointiin niitad ei kuitenkaan ole aiemmin kaytetty, vaikka ne
kokonaisina organismeina voisivat siihen soveltua soluviljelmia paremmin.
Sukkulamadot aistivat karkottavina aineina monia ihmistenkin ikaviksi haistamia
yhdisteita (Bargmann ym. 1993), ja voivat siten tarjota uudenlaisen innovaation
mikrobien sisailmaan tuottamien haihtuvien orgaanisten aineiden (mVOC = microbial
volatile organic compounds; Korpi ym. 2009) sekd muiden sisailman haitallisten
kemiallisten yhdisteiden havainnointiin.

Sukkulamadoista yleisin laboratoriossa kaytetty laji on Caenorhabditis elegans, joka
on noin millimetrin mittainen lapikuultava maaperaelié¢ (www.wormbase.org). Se
vilhtyy monenlaisessa maaperassa, kunhan kosteutta ja lampoda on riittavasti, ja
kayttdad maaperan mikrobeja ravinnokseen. Tama ihmiselle harmiton laji on
osoittautunut katevaksi geneettisen ja fysiologisen tutkimuksen malliorganismiksi,
joka pystyy monipuolisesti aistimaan ymparistdaan. Silla on hyvin kehittynyt
kemosensorinen hermosto, jonka solujen pinnalla olevat sadat erilaiset
kemoreseptorit tunnistavat haihtuvia hajuja tai vesiliukoisia makuja (Bargmann 2006).
Nain sukkulamato pystyy lIdytamaan ravintonsa, valttdmaan sille vaarallisia pienelidita
ja jopa vaipumaan horrokseen, jos olosuhteet eivat ole suotuisat. Sen haju- ja
makureseptorien toimintaa seka niiden valittamien aistimusten integraatiota voidaan
tutkia mm. kemotaksiakokein, joissa mitataan sukkulamatojen liikkeita erilaisia
haihtuvia tai kasvualustaan imeytyvia aineita kohti (houkuttelevat aineet) tai niista
poispain (karkottavat aineet). Lisdksi sukkulamatoja voidaan kasvattaa rinnakkain
terveyshaitallisten mikrobien kanssa ja seurata mikrobien erittdmien hajuaineiden
vaikutuksia sukkulamatojen kayttaytymiseen, lisdantymiseen ja kuolleisuuteen
(Popova ym. 2012). Sukkulamadot ovat kaksineuvoisia, kehittyvat nopeasti ja
saavuttavat sukukypsyyden jo muutaman paivan ikaisina, joten niita voidaan
laboratorio-olosuhteissa helposti ja edullisesti kasvattaa suuriakin maaria.

TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Tama Tyosuojelurahaston rahoittama tutkimusprojekti koostui kahdesta osasta,
erikseen raportoidusta pilottihankkeesta (6/2015 — 6/2016) seka sita valittomasti
seuranneesta jatkohankkeesta (7/2016 — 1/2018). Projektin tavoitteena oli kehittaa ja
testata biomonitorointiin  soveltuvia toksisuustesteja seka laboratorio- etta
kenttakayttoon. Tyohypoteesimme mukaan sukkulamatojen kaltaisten kokonaisten
organismien vasteiden selvittdminen tarjoaa mahdollisuuden arvioida sisailman laatua
ja ennustaa sen terveydellisia vaikutuksia kokonaisvaltaisemmin kuin mika on
mahdollista maarittamalla vain yksittaisten mikrobien tai yhdisteiden maaraa tai
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laatua. Jos ja kun haittavaikutukset saadaan selkeasti havainnoitua, on myos
helpompi jaljittaa haitan aiheuttajia, ryhtya tarvittaviin korjaustoimiin ja lopuksi
tarkistaa kuinka hyvin korjaus on onnistunut. Pitkan tahtaimen tavoitteena onkin 10ytaa
uusia innovaatioita, joiden avulla tyopaikoilla tapahtuvaa altistusta home- ja muille
sisailmaongelmille saadaan seka mitattua etta ennaltaehkaistya.

Kaytannon tavoitteena oli selvittaa erilaisten stressiherkkia reporttereita ilmentavien
sukkulamatokantojen soveltuvuutta tyopaikkojen sisailman laadun monitorointiin. Tata
varten niiden vasteita sisailman tai rakennusmateriaalinaytteiden sisaltamille
mykotoksiineille ja muille terveydelle haitallisille yhdisteille oli tarkoitus mitata mm.
mikroskopian ja spektrometrian avulla. Erilaisia altisteita seka altistus- ja
analysointimenetelmia oli myos tarkoitus verrata keskenaan, jotta IOydettaisiin
selkeimmin sisailmaongelmia indikoivia altisteita seka niita tunnistavia menetelmia.

Haitallisten altisteiden vaikutuksia oli tarkoitus tutkia seuraavassa jarjestyksessa:

1) Sukkulamatojen altistukset puhtaille haju- tai makuaineille riittavan isoilla
pitoisuuksilla, jotta jatkotutkimuksiin voidaan valita sopivimmat reportterikannat

2) Altistukset tunnetuille kosteusvaurioita indikoiville mikrobeille tai niiden tuotteille
3) Altistusaikojen ja —pitoisuuksien titraukset, jotta saadaan selville fluoresoivan
vasteen aiheuttavat raja-arvot erityyppisilla altisteilla

4) Altistukset mikrobeille ja/tai kosteusvaurioituneille rakennusmateriaaleille
olosuhteiltaan saadellyissa kammioissa

5) Kenttakokeet, joissa sukkulamatoja altistetaan suoraan sisailmaongelmaisten
tilojen tuottamille toksisille yhdisteille

TUTKIMUSAINEISTO JA MENETELMAT

Aineisto

Tutkimuksissamme olemme kayttaneet transgeenisia sukkulamatokantoja, joita
olemme saaneet yhteistydkumppaneiltamme sekd Caenorhabditis Genetics Center-
instituutista, jonne tutkijat eri puolilta maailmaa voivat tallentaa sukkulamatokantojaan
ja josta muut tutkijat niitd voivat tilata. Kayttdmamme kannat ilmentavat eri
stressitekijoille herkkien saately-alueiden ohjaamina vihreda fluoresoivaa proteiinia
(GFP = green fluorescent protein).

Tutkimushankkeen pilottivaiheessa kaytossamme oli yhdeksan eri reportterikantaa,
joiden avulla voitiin mitata haitallisten ymparistotekijoiden aiheuttamia proteiinien
konformaation muutoksia seka muita stressireaktioita, silla tallaiset muutokset
aktivoivat mm. lampodshokkiproteiinien (HSP = heat shock protein) perheeseen
kuuluvien geenien ilmenemista solujen eri osissa seka eri kudoksissa eri puolilla
sukkulamatojen elimistda. Jotta vihrean fluoresenssin induktio voitaisiin normalisoida,
risteytimme kaikki kannat myds punaista fluoresoivaa proteiinia (RFP = red fluorescent
protein) paan alueen hermostossa konstitutiivisesti tuottavan PY2417 kannan kanssa
(Kuva 1).
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Kuva 1. Nuoria aikuisia sukkulamatoja, jotka tuottavat punaista RFP-fluoresenssia,
Jonka mé&éré ei muutu, sek& vihredd GFP-fluoresenssia, jonka mé&éré kasvaa
Sukkulamatojen stressaantuessa. Samaan kuvaan on yhdistetty kirkasvalolla ja
fluoresenssikanavilla otetut mikroskooppikuvat. Kuvassa pienempind nékyvisséa
toukissa ja pybreissd munissa ei fluoresenssia vielé ilmene.

Sukkulamatoja kasvatettiin niille optimaalisissa olosuhteissa OP-50-kannan
kolibakteereilla paallystetyilla agarmaljoilla (Bargmann ym. 1993). Kokeita varten
sukkulamadot synkronisoitiin kloorivalkaisukasittelylla, jotta eri aikoina suoritettuihin
kokeisiin saatiin aina samanikaisia, nuoria aikuisia sisaltavia populaatioita.

Altisteet

Sukkulamatoja altistettiin sisailmaongelmista karsivista rakennuksista keratyille
mikrobeille ja niiden tuottamille toksiineille kayttaen seuraavanlaisia naytteita:

- Aerobiologian yksikon sisailmaongelmaisista rakennuksista maarittamia mikrobeja,
joita oli kasvatettu sopivilla elatusmaljoilla, jotka valikoivasti tukivat homesienien tai
sadesienibakteerien eli aktinomykeettien kasvua

- Mikrobeista eristamiamme uutteita, joita varten mikrobirihmastoja oli suspensoitu 10
mg/200 pl vetta tai etanolia ja kuumennettu 10 min eri [ampdtiloissa (RT, 50°C, 100°C),
jolloin korkeammissa lampotiloissa mikrobit itse kuolivat, mutta niiden tuottamat
toksiinit yleensa silti sailyttivat myrkyllisyytensa

- Mikrobien kasvuymparistoonsa erittamia nestepisaroita (eksudaatit), joita olimme
pipetoimalla keranneet mikrobirihmastojen paalta

- Helsingin yliopiston Elintarvike- ja ymparistotieteiden laitokselta saatuja homeuutteita
tai eksudaatteja, joiden toksiinipitoisuudet oli jo aiemmin maaritetty (Andersson ym.
2016)

- Puhtaita mikrobitoksiineja

- Aerobiologian yksikdon saamia rakennusmateriaalinaytteitd homehtuneista sahan-
puruista ja kosteusvaurioituneista muovimatoista
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Nestealtistukset

Sukkulamatoja siirrettiin nestekasvatukseen 96-kuoppalevyille, joiden pohjat olivat
optisesti lapaisevia. Kontrollikuoppiin pipetoitiin pelkkaa puskuria. Kuoppiin lisattiin eri
pitoisuuksissa joko altisteita tai niiden liuotusaineita. Osasta altisteita valmistettiin
my0os laimennossarjoja. Naytteita inkuboitiin vuorokauden ajan. Naytteiden tuottaman
GFP- ja/tai RFP-fluoresenssin intensiteetti mitattiin spektrometrisesti altistuksen
alussa ja lopussa (Envision) tai sita mitattiin eri aikapisteistd koko altistuksen ajan
(Hidex Sense). Altisteiden itsensa tuottaman fluoresenssin maara vahennettiin
sukkulamatoja sisdltaneiden naytteiden tuloksista. Stabiilin RFP-fluoresenssin
maaraa kaytettiin normalisoimaan indusoituvan GFP-fluoresenssin maaraa. Tulokset
analysoitiin tilastollisen analyysin ohjelmilla (Excel).

lima-altistukset

Haihtuvia yhdisteita tuottavien mikrobinaytteiden analysointiin kaytettiin kaksiosaisia
petrimaljoja, joiden toisella puoliskolla kasvatettiin tutkittavia mikrobeja ja toisella
sukkulamatoja, jolloin niiden kayttaytymista, lisaantymista ja kuolleisuutta voitiin
seurata vasteena ilman kautta valittyvien aineiden vaikutuksille. Kumpaakin osapuolta
kasvatettiin niille optimaalisilla ravintoalustoilla. Myds rakennusmateriaalinaytteista
haihtuvien aineiden vaikutuksia tutkittiin talla menetelmalla. 1-3 vrk altistuksen jalkeen
sukkulamadot huuhdeltiin maljoilta puskuriin ja niiden tuottama fluoresenssi
analysoitiin spektrometrian ja/tai mikroskopian avulla.

Mikroskopia

Eri tavoin altistetuista sukkulamadoista otettiin objektilaseille naytteita, joita
tarkasteltin  valomikroskoopilla (Olympus CK40 tai Leitz Fluovert FS),
fluoresenssimikroskoopilla (Zeiss Axiovert M200) tai Zoe-kuvantamislaitteella (Bio-
Rad). Jalkimmaiselld otettin kuvia myos sukkulamato-populaatioista, joita ol
kasvatettu optisesti l[apaisevilla 96-kuoppalevyilla. Fluoresenssin intensiteetti mitattiin
mikroskooppiin liitetylla digitaalikameralla otetuista kuvista ImageJ-
kuvantamisohjelmalla. Tulokset analysoitiin tilastollisen analyysin ohjelmilla (Excel).

Kemotaksiakokeet

Kemotaksiakokeilla testattiin, lahtevatkd sukkulamadot kohti naytepisaraa vai
poispain siitd. Sukkulamatoja sijoitettiin kokeita varten agarmaljan keskelle ilman
ravintobakteereita. Maljan toiselle puolelle laitettiin pisara liuotinainetta (esim. etanoli)
ja toiselle puolelle houkuttelevaa tai karkottavaa hajuainetta liuottimeen
laimennettuna. Puolen tunnin inkubaation jalkeen sukkulamatojen maarat laskettiin eri
puoliskoilta. Naiden maarien pohjalta maaritettin kemotaktinen indeksi, joka on
positiivinen houkutteleville aineille (max +1) ja negatiivinen (max -1) karkottaville
aineille.



Kammiokokeet

VOC-yhdisteitd tuottavien rakennusmateriaalien vaikutusten analysoimiseksi
kasvatimme sukkulamatoja kosteusvaurioituneiden materiaalien kanssa tiiviissa
lasikammioissa, joiden lampdtilaa, ilmanvaihtoa ja suhteellista kosteutta voitiin
saadella. Kammiokasvatuksen etuna arveltiin olevan, etta voisimme samalla kertaa
maarittda seka erittyvien toksiinien maaraa ettd niiden aiheuttamia vasteita.
Pilottikokeisiin lahtdmateriaaliksi otettiin kosteusvaurioituneen muovimaton paloja,
joita sijoitettiin  kammioihin yhdessa sukkulamatoja sisaltavien kasvatusmaljojen
kanssa. 3 vrk mittaisen altistuksen paatteeksi kammioiden ilmasta otettiin naytteet,
joista maaritettin  VOC-pitoisuudet Tyoterveyslaitoksella. Kammioissa kasvatetut
sukkulamadot puolestaan huuhdeltin  maljoilta  puskuriin  niiden tuottaman
fluoresenssin spektrometrista maaritysta varten.

TULOKSET

Uutteet kosteusvauriohomeista

Veteen tai etanoliin uutetuista homenaytteistd saimme talteen seka vesi- etta
rasvaliukoisia toksiineja. Sukkulamatojen nestekasvatuskokeissa ilmeni, etta etanoliin
uutetut homenaytteet (esim. Stachybotrys) aiheuttivat yleensa merkittavasti
voimakkaammat vasteet kuin vesiuutteet, joiden vaikutukset eivat useinkaan
poikenneet altistamattomista kontrollinaytteista (Kuva 2). Kasittelypuskuriin lisatyn
etanolin ei havaittu aiheuttavan vesikontrollista poikkeavaa reaktiota. Kun
fluoresenssin absorbanssia mitattiin  spektrometrisesti kaksi kertaa tunnissa
vuorokauden ajan, lisdantyi fluoresenssi myods kasittelemattomissa kontrollikuopissa,
mika saattoi johtua siita, etta nestekasvatus ilman ravintoa jo sinansa jonkin verran
stressasi sukkulamatoja.
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Kuva 2. Stachybotrys-uutteiden vaikutukset sukkulamatojen fluoresenssiin. Etanoliin
uutetut homendéytteet aiheuttivat merkittadvésti vahvemmat vasteet kuin vesiuutteet.
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Kun kolmen eri homelajin uutteita verrattiin keskenaan (Kuva 3), Stachybotrys—uute
sai nopeimmin aikaan fluoresenssin lisdantymisen, saavuttaen maksimaalisen
vasteen jo puolessa vuorokaudessa. MyoOs Paecilomyces variotii ja Aspergillus
ochraceus -uutteet aiheuttivat voimakkaat vasteet, jotka kuitenkin kehittyivat
hitaammin.
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Kuva 3. Homeuutteiden vaikutus sukkulamatoihin. Eri homelajit aiheuttivat
voimakkaat vasteet sukkulamadoissa, mutta eri nopeuksilla.
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Kuva 4. Penicillium expansum (P61) —eksudaatin vaikutus sukkulamatoihin.
Fluoresoivista sukkulamadoista otetut mikroskooppikuvat analysoitiin ImageJ:lla. Mita
enemmd&n néyte sisélsi ketoglobosiinia, sitd enemmén sukkulamadot fluoresoivat.
Kuvassa on esitetty keskiarvot ja keskihajonta kolmesta rinnakkaisesta néytteesta.

Nestepisarat

Monien  kosteusvaurioihin liitettyjen ~ mikrobien on  osoitettu  tuottavan
kasvuymparistddnsa nestepisaroita (eksudaatteja), joihin ne voivat erittaa toksiineja,
joiden pitoisuudet voivat olla jopa suuremmat kuin varsinaisessa mikrobimassassa
(Salo ym. 2015; Andersson ym. 2016). Kun altistimme sukkulamatoja Penicillium
expansumin (kanta P61) tuottamalle nesteelle, jonka on aiemmin osoitettu sisaltavan
mm. ketoglobosiini C:td (Andersson ym. 2016), havaitsimme sen saavan
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nestekasvatuksessa altistetut sukkulamadot fluoresoimaan normaalia enemman jo
sangen pienillda toksiinipitoisuuksilla (kuva 4). Osa nestepisaroista fluoresoi
itsekseenkin, mika huomioitiin spektrometrian kontrollinaytteissa. Mikroskopiaa
autofluoresenssi sen sijaan ei hairinnyt.

Polyuutteet

Testasimme my0Os rakennuspdlynaytteista eristettyja Chaetomium—homekantoja
(mm. ABCD ja OT/7), joiden on aiemmin osoitettu tuottavan useita eri toksiineja, kuten
ketoglobosiinia (ABCD), ketomiinia (OT/7) ja ketoviridiineja (molemmat) seka olevan
sytotoksisia sian siittidilla tehdyissa kokeissa (Castagnoli ym. 2017). Myds omissa
kokeissamme niiden etanoliuutteet aiheuttivat sukkulamadoille voimakkaan
stressivasteen. ABCD-kannan vaikutusten luotettavaa spektrometrista kvantitointia
vaikeutti uutteen itsensa tuottama voimakas fluoresenssi, mutta OT/7 ei fluoresoinut,
joten sen uutteilla saatiin selkea annosvaste naytteiden ketomiinipitoisuuden suhteen
(kuva 5).
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Kuva 5. Ketomiinia siséltavan polynaytteen vaikutus sukkulamatoihin. Mitd enemmén
néyte sisélsi ketomiinia, sitd enemmén spektrometrisesti analysoidut sukkulamadot
fluoresoivat.

Testasimme muitakin uutteita seka eksudaatteja, joita oli keratty kosteus-
vaurioituneista rakennuksista eristetyista homeista ja joista osasta oli tunnistettu
toksiineja. Vertailun vuoksi testasimme myds muutamia mikrobitoksiineja
sellaisenaan. Eri ajankohtina ja eri sukkulamatokannoilla suoritettujen
spektrometristen testausten tuloksia voitiin verrata keskenaan laskemalla altistusten
alku- ja lopputilanteen absorbansseista fluoresoivien vasteiden kertaluokat.

Homeiden ja rakennusmateriaalien tuottamat haihtuvat yhdisteet

Kun kaksiosaisilla agarmaljoilla kasvatettuja sukkulamatoja altistettiin ilman
valityksella valiseinan toisella puolella kasvavien homeiden tuottamille haihtuville
hajuaineille, saatiin vaihtelevampia tuloksia kuin nestekasvatuskokeissa. Esim.
Stachybotrys sp., jonka uutteilla oli saatu erittain vahva vaste (Kuva 2), aiheutti ilman
valityksellda hieman lievemman, mutta silti selkeasti spektrometrian tai mikroskopian
avulla mitattavan vasteen. Negatiivisena kontrollinamme oli Geotrichum candidum,
joka on niin maaperassa kuin ihmisen mikrobiomissa normaalisti esiintyva homesieni,
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ja jonka sukkulamadotkin havaitsivat harmittomaksi. S. californicus -aktinomykeetti
sai naissa mittauksissa aikaan vain vahaisen vasteen, vaikka silla oli vastaavissa
kokeissa pilottihankkeemme aikana havaittu merkittdvia vaikutuksia (Paavanen-
Huhtala ym. 2017). Onkin todennakdista, ettd samankaan mikrobilajin eri kasvatukset
eivat joka kerta tuota yhta paljoa toksisia tai muutoin haitallisiksi koettavia hajuaineita.

Homeiden ja aktinomykeettien lisaksi testasimme ilmavalitteisia vasteita myos
kosteusvaurioituneista rakennuksista keratyista sahanpuru- ja muovimattonaytteista.
Niistakin monet aiheuttivat eri sukkulamatokannoilla testattuina kontrollipuruja tai -
mattoja voimakkaammat fluoresoivat vasteet.

Kammiokokeet

Halusimme tarkemmin selvittdd, ettd millaisia haihtuvia yhdisteita kostuneista
muovimatoista ilmaan irtoaa ja miten ne vaikuttavat sukkulamatoihin. Tata varten
sukkulamatoja inkuboitiin ilmatiivissa kammioissa 3 vrk niin etta osassa oli mukana
kostunut mattonayte. Koejaksojen paatteeksi kammioista otettiin ilmanaytteet, joista
maaritettin  haihtuvat orgaaniset yhdisteet (VOC-analyysi). Analyysitulosten
perusteella haihtuvien orgaanisten yhdisteiden kokonaispitoisuus (TVOC) ylitti
Tyoterveyslaitoksen (www.ttl.fi) huoneilmalle maarittaman 100 ug/m?3 viitearvon
kaikissa kammioissa. Kammioissa kasvatetuista sukkulamadoista yritettiin maarittaa
fluoresoivat vasteet, mutta valitettavasti niiden lukumaarat alittivat spektrometriaan
vaadittavan minimimaaran. Kammiopohjaisen koesysteemin rakentaminen ja
varsinkin VOC-yhdisteiden analysointi oli sen verran kallista, ettei koetta enaa pystytty
uusimaan, vaikka se selvasti olisi tarvinnut lisaoptimointia.

Fluoresenssivasteen normalisointi

Seka indusoituvaa GFP-fluoresenssia etta stabiilia RFP-fluoresenssia ilmentavien
sukkulamatokantojen tuottamia GFP-vasteita oli jatkohankkeen aikana tarkoitus
normalisoida RFP-fluoresenssin avulla. Mikroskooppikuvia tarkasteltaessa kuitenkin
havaittiin, ettei RFP-fluoresenssia voinutkaan luotettavasti kayttaa spektrometristen
GFP-tulosten normalisointiin. Vahva RFP-signaali nimittain nakyi jonkin verran myos
GFP-kanavalla eli naiden fluoroforien spektrit osuivat osin paallekkain. Maarallisesti
silla ei silti ollut merkittdvaad vaikutusta GFP-fluoresenssin maaraan. Koska
spektrometrisissa mittauksissa fluoresenssin lahtétaso ennen altistuksia oli saman
maaran sukkulamatoja sisaltavissa eri naytteissa samaa luokkaa, totesimme ettei
RFP-pohjainen normalisointi valttamatta olisi tarpeen. Naista syysta tassa raportissa
esitetyissa tuloksissa on otettu huomioon pelkastaan GFP-fluoresenssin maara,
vaikka osa kokeista suoritettiinkin GFP/RFP-tuplapositiivisilla kannoilla.
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Johtopaatokset ja hankkeen tulevaisuuden suunnitelmat

Taman tutkimushankkeen aikana pyrimme optimoimaan pilottihankkeessa
kehittamiamme eri menetelmia. Tassa tavoitteessa enimmakseen onnistuttiin, silla
saimme varmistettua, etta eri altistus- ja mittausmenetelmat teknisesti toimivat.
Onnistuimme myo6s osoittamaan, ettda mikroskopia- ja spektrometriamenetelmat
tukevat toisiaan eli ettd nailla menetelmilla saadaan luotettavasti samansuuntaisia
tuloksia. Spektrometria on menetelmana vaivattomampi ja tuottaa annos- ja
aikavasteista suoraan kvantitatiivista dataa, mutta mikroskopialla on mahdollista
paikantaa fluoresoiva vaste eri osiin sukkulamatoa, jolloin pystytdan paattelemaan,
ettd kohdistuuko toksisuus tasaisesti koko elimistdon vai spesifisemmin esim.
suuosiin, hermostoon tai suolistoon, joka on vastuussa sukkulamatojen alkeellisesta
immuunipuolustusjarjestelmastd. Tama voi tarjota selkedn edun verrattuna
menetelmiin, joilla mitataan yksittaisista bakteeri- tai eukaryoottisoluista koostuvien
populaatioiden vasteita. Mikroskopia pystyy myds erottelemaan elavat yksilot suoriksi
jaykistyneista kuolleista yksildista, jolloin on mahdollista kvantitoida altisteiden
vaikutuksia sukkulamatojen liikkuvuuteen ja elinkykyyn seka erottaa subletaalit
vasteet letaaleista. Lisaksi mikroskopiassa altisteiden itsensa tuottama fluoresenssi ei
hairitse kvantitointia yhtd paljon kuin spektrometriassa, jossa autofluoresenssi on
tarpeen vahentaa lopputuloksista.

Voidaksemme normalisoida tuloksia sukkulamatojen maaran suhteen olimme
risteyttaneet indusoituvaa GFP-fluoresenssia ilmentavia kantoja RFP-fluoresenssia
stabiilisti ilmentavan kannan kanssa. Tama ei kuitenkaan ollut toimiva ratkaisu, silla
naiden kahden fluoroforin tuottamia signaaleja ei taysin kyetty erottelemaan toisistaan,
vaan paan alueen hermostossa kahtena voimakkaana taplana nakynyt RFP-signaali
oli osin havaittavissa GFP-kanavallakin. Lisaksi kyljellaan liikkuvien sukkulamatojen
asennot ja elinkyky vaikuttivat siihen, oliko niissa nakyvissa yksi vai kaksi RFP-taplaa.

Hidex-laitteella suoritetut spektrometriset mittaukset osoittivat, ettei RFP-
normalisaatio itse asiassa ollut tarpeen, silla mikali sukkulamatoja oli onnistuttu
pipetoimaan yhta suuret maarat kuhunkin 96-kuoppalevyn kuoppaan, olivat
fluoresenssin lahtétasot kaikissa sangen samankaltaiset. Eri koesarjojen valilla sen
sijaan havaittiin eroja, mika teki hankalammaksi verrata eri kerroilla kaytettyjen
altisteiden eri sukkulamatokannoille aiheuttamia vasteita keskenaan. Hidex-laitteella
oli kuitenkin katevaa seurata vasteen kehittymista ajan funktiona, joten vertailevaa
kvantitointia varten on mahdollista laskea joko altistuksen alku- ja lopputilanteen
absorbanssin suhteellisia kertoimia tai fluoresenssin voimistumisen kulmakertoimia.
Envision-spektrometrilla suoritetut mittaukset osoittivat, ettei tulosten luentaan
sinansa tarvita mitaan erityislaitteita, vaan siihen soveltuu mika tahansa fluoresenssia
mittaava kuoppalevylukija, jolloin tulos voidaan ilmoittaa fluoresenssin suhteellisen
lisdantymisen kertoimena lahtotilanteeseen verrattuna.

Tutkimuksissa havaitsimme, etta altistus ihmiselle haitallisille mikrobeille tai niiden
tuottamille toksiineille aiheuttaa sukkulamadoille selkeasti mitattavan fluoresoivan
vasteen, jollaista kontrolleina kaytetyt vaarattomat mikrobit tai puhtaat
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rakennusmateriaalit eivat saaneet aikaan. Menetelmillamme on siis mahdollista
erottaa ihmisen terveydelle haitallisia altisteita haitattomista. Altisteiden
sukkulamadoissa aiheuttamat vasteet voidaan myds luokitella esim. voimakkaasti
positiivisiin, jonkin verran positiivisiin, vahaisesti tai vaihtelevasti positiivisiin ja
selkeasti negatiivisiin. Erityyppisten altisteiden aiheuttamissa vasteissa on kuitenkin
merkittavia, osin menetelmakohtaisia eroja.

Erilaisiin  uutteisiin  sukkulamadot reagoivat kaikkein selkeimmin. Ihmiselle
vaarattoman Geotrichum candidum -homeen uutteilla ei ollut vaikutusta, mutta
kosteusvaurioihin ja sisailmaongelmiin yhdistetyt mikrobit, kuten Stachybotrys,
Aspergillus ochraceus ja Paecilomyces variotii aiheuttivat voimakkaasti fluoresoivat
vasteet. Kaytetyilld pitoisuuksilla Stachybotrys-uutteet olivat sukkulamadoille
suorastaan letaaleja, muut subletaaleja. Etanoliin uutetut home- tai pdlynaytteet
aiheuttivat sukkulamadoilla vahvemmat vasteet kuin vesiuutteet. Etanoliin uuttuvien
rasvaliukoisten toksiinien onkin osoitettu olevan terveydelle haitallisempia, koska ne
paasevat solukalvon lavitse (Salkinoja-Salonen 2016). Myds joidenkin homeiden
tuottamat nestepisarat olivat sukkulamadoille toksisia vahvasti laimennettuinakin.
Rasvaliukoisia toksiineja sisaltavat pisarat voivat levita sisailman vesihoyryn mukana,
ja siten joutua hengitysteihin ja aiheuttaa terveysongelmia.

Kaksiosaisilla maljoilla kasvatetut sukkulamadot reagoivat valiseinan takana mutta
samassa ilmatilassa kasvaneisiin homeisiin tai aktinomykeetteihin vaihtelevammin
kuin mikrobiuutteisiin. Mikrobin alkupera ja se kuinka kauan sita oli kasvatettu
puhdasviljelmana suotuisissa olosuhteissa, saattoi vaikuttaa niin naihin kuin osin
muihinkin tuloksiimme. Kun mikrobi ei joudu kilpailemaan muiden lajien kanssa, sen
ei myoskaan tarvitse tuottaa muita lajeja karkottavia toksiineja niin paljon kuin monia
eri lajeja sisaltavassa, mahdollisesti fysikaalisesti epasuotuisassa kasvuymparistossa.
Voisikin arvella, etta etenkin ilmavalitteisten vasteiden mittaustulokset kuvastavat
mikrobiviljelman senhetkista eli akuuttia tilannetta, kun taas poly- ym. uutteista mitatut
nestevalitteiset vasteet voivat ilmentaa pitkaaikaisempaa eli kroonista toksisten
aineiden keraytymista. Toisaalta on hyva pitaa mielessa, etta toksiinien vaarallisuus
riippuu paljon niiden altistusreitista. Hengityselimiin saatuna sama aine voi olla
ihmiselle jopa 100 kertaa vaarallisempi kuin suun kautta nautittuna (REACH-CLP
asetus, Euroopan unioni, 52872012; Salkinoja-Salonen 2016), joten sikali
vaatimattomatkin ilmavalitteiset vasteet voivat olla merkittavia.

Kaksiosaisilla maljoilla suoritetut kokeet osoittivat myds kosteusvaurioituneista
sahanpuru- tai muovimattonaytteista erittyvan ilman kautta valittyvia hajuaineita, jotka
saavat sukkulamadoissa aikaiseksi fluoresoivan vasteen. limatiivissd kammioissa
suoritetuilla kokeilla pyrittiin maarittamaan samalla kertaa seka kosteusvaurioituneista
matonpaloista erittyvat haihtuvat aineet ettda niiden sukkulamadoille aiheuttamat
toksiset vasteet. Sukkulamatojen liilan vahaisen maaran takia jalkimmainen tavoite jai
saavuttamatta, mutta VOC-analyysit osoittivat kostuneista muovimatoista erittyvan
Tyoterveyslaitoksen (www.ttl.fi) huoneilmalle maarittamat viitearvot merkittavasti
ylittavia maaria erilaisia haihtuvia aineita.
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Tutkimushankkeessa noudatimme enimmakseen alkuperaissuunnitelmiamme siita,
miten ja missa jarjestyksessd mitata eri haitallisten altisteiden vaikutuksia, mutta
aikataulullisista ja teknisista syista johtuen ihan kaikkea ei kuitenkaan ehditty kokeilla:
1) Sukkulamatojen alustavien altistusten pohjalta jatkotutkimuksiin pystyttiin
valitsemaan sopivimmat reportterikannat, joilla saatiin toistettavia ja toisiaan tukevia
tuloksia. Naillda kannoilla nakyi jonkin verran fluoresenssia jo kontrolliolosuhteissa,
mutta altistusten seurauksena se lisaantyi molemmilla kannoilla merkittavasti ja
mitattavissa maarin.

2) Altistukset tunnetuille kosteusvaurioita indikoiville mikrobeille tai niiden tuotteille
aiheuttivat yleensa fluoresoivan vasteen, joka oli kvantitoitavissa spektrometrian ja/tai
mikroskopian avulla, kun taas vaarattomat mikrobit eivat vastetta saaneet aikaan.

3) Altistusaikojen titraus osoitti 24 h seurannan soveltuvan useimpiin kokeisiin.
Altistuspitoisuuksiakin titrattiin, mutta fluoresoivan vasteen aiheuttavia raja-arvoja ei
erityyppisilla altisteilla ehditty riittavalla tarkkuudella maarittaa. Enimmakseen
kaytettyjen altisteiden pitoisuudet olivat subletaaleja eli stressasivat sukkulamatoja,
mutta eivat tappaneet niita.

4) Altistus kosteusvaurioituneille rakennusmateriaaleille olosuhteiltaan saadellyissa
kammioissa onnistui teknisesti silta osin, ettda materiaalien erittamat haihtuvat aineet
saatiin maaritettya, mutta sukkulamatojen alhainen maara ei mahdollistanut vasteiden
kvantitaatiota. VOC-analyysien kalliin hinnan takia koetta ei ollut mahdollista toistaa.
Sen sijaan kaksiosaisilla maljoilla vastaavien rakennusmateriaalien tuottamien
haihtuvien aineiden vasteita onnistuttiin mittaamaan riittavilla sukkulamatomaarilla.
5) Suunniteltuja kenttdkokeita, joissa sukkulamatoja altistettaisiin suoraan
sisailmaongelmaisten tilojen tuottamille toksisille yhdisteille, ei tassa vaiheessa viela
ollut perusteltua aloittaa.

Taman hankkeen aikana saadut tulokset tukevat alkuperaista tydohypoteesiamme,
jonka mukaan sukkulamatojen Kkaltaisten kokonaisten organismien vasteiden
selvittaminen tarjoaa mahdollisuuden arvioida sisailman laatua ja ennustaa sen
terveydellisia vaikutuksia kokonaisvaltaisemmin kuin mikd on mahdollista
maarittamalla vain yksittaisten mikrobien tai yhdisteiden maaraa tai laatua. Naytteiden
kokonaistoksisuuden liséksi sukkulamadoilla voidaan saada ainakin suuntaa antavaa
tietoa siita, mihin elimiston osiin erityyppisten altisteiden haittavaikutukset voivat
kohdistua. Lisaksi on mahdollista mitata sukkulamatojen liikkuvuutta, lisaantyvyytta ja
elinkykya. Jos ja kun sisailman haitalliset vaikutukset saadaan selkeasti havainnoitua,
on myos helpompi jaljittaa haitan aiheuttajia ja saada ne kuriin tilanteeseen sopivilla
toimenpiteilla, kuten korjausrakentamisella, ilmanvaihdon tehostamisella tai
siivouskaytantéjen muutoksella. Nain pystytaan vahentamaan vakavia altistuksia seka
muutosten jalkeen uusintatestien avulla osoittamaan rakennuksessa aiemmin
oireilleille, etta oireiden syyt on onnistuttu poistamaan.

Jatkotutkimuksissa sukkulamatopohjaisia menetelmidamme on tarkoitus
systemaattisesti ja sokkoutetusti validoida verrattuna muihin kaytdssa tai kehitteilla
oleviin testeihin. Tassa hankkeessa suoritettu alustava vertailu jo lupaavasti osoitti,

15



Tydsuojelurahaston hanke 116101 Loppuraportti

etta nisakassoluilla toksisiksi havaitut altisteet aiheuttavat sukkulamadoillakin selkean
stressivasteen. On kuitenkin tarpeen laajemmin kartoittaa, kuinka yleispatevia
menetelmamme ovat eli minkatyyppisten haitallisten  ymparistotekijoiden
biomonitorointiin ne parhaiten soveltuvat. Myos kvantitoinnille on tarpeen maarittaa
selkeat toksisuuskriteerit, esim. ECso (= effective concentration).

Hankkeessa oli mukana monipuolista asiantuntemusta seka sukkulamatojen etta
sisailmaongelmien osalta. Jatkossa yhteistyota eri tahojen kanssa on tarkoitus
laajentaa entisestaan, jotta saamme tuotettua uutta arvokasta tietoa
sisailmaongelmien arvioinnin ja ennaltaehkaisyn tehostamiseksi.

Pitkan tahtaimen tavoitteenamme on fluoresoivien sukkulamatojen avulla kehittaa
biomonitorointiin soveltuvia toksisuustesteja seka laboratorio- ettda mahdollisesti myos
kenttakayttoon. Tallaisten testien tulisi olla riittavan herkkia, tarkkoja ja
helppokayttoisia seka kohtuuhintoisia ottaa, sailyttaa ja analysoida. Niilla tulisi myos
pystya luotettavasti erottelemaan vaurioituneet ja ihmisen terveydelle vaaralliset
kohteet terveista tydymparistoista.

TUTKIMUSRYHMA JA YHTEISTYOKUMPPANIT
Tutkimushankkeen osapuolet eli tutkimusryhman jasenet seka yhteistyokumppanit
taspasivat saanndllisin valiajoin hankkeen aikana, keskustelivat tuloksista ja
suunnittelivat yhdessa jatkotoimenpiteita. Ulkopuoliselle ohjausryhmalle ei
tutkimusten tassa vaiheessa viela katsottu olevan tarvetta.
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JULKAISUTOIMINTA

Pilottihankkeen keskeisia tuloksia on julkaistu vuoden 2017 Sisailmastoseminaarin
julkaisussa (Paavanen-Huhtala ym. 2017) ja taman jatkohankkeen aikana syntyneita
tuloksia tullaan esittelemaan vuoden 2018 Sisailmastoseminaarissa ja sen julkaisussa
(Paavanen-Huhtala ym. 2018). Lisaksi Paivi Koskinen on luennoinut sukkulamatojen
kaytosta sisailma- ja muissa tutkimuksissa Turun yliopiston biologian, laakekehityksen
ja tybterveystieteen opiskelijoille sekd Abo Akademin biologian opiskelijoille.

Hankkeessa kehitetyista menetelmista on jatetty Turun yliopistolle keksintdilmoitus
5.9.2016, mutta sen kasittely on viela kesken. Koska menetelmilla voi olla kaupallista
kayttoa, edellyttdd aineiston oikeudet omistava Turun yliopisto, ettd aineiston ja
menetelmien yksityiskohtaista julkistamista siirretdan, kunnes niiden hyodyntamis-
mahdollisuudet on saatu arvioitua.

Tieteellinen julkaisu sopivassa kansainvalisessa alan lehdessa on suunnitteilla
loppuraportissa esiteltyjen tulosten pohjalta, joita viela tarvittaessa taydennetaan.
Tavoitteena on lahettaa tulokset julkaistaviksi heti kun muut hyddyntamis-
mahdollisuudet on saatu kartoitettua. Koska on odotettavissa, etta hankkeemme
tulokset herattavat yleista mielenkiintoa, on niista tarkoitus siind vaiheessa tiedottaa
laajemmin ja kansantajuisemmin myds suurelle yleisdlle kotimaisissa julkaisusarjoissa
jaltai yleisotilaisuuksissa. Tiedottamisessa tullaan hyddyntamaan niin Turun yliopiston
kuin TyOsuojelurahaston tiedotuskanavia.
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