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JOHDANTO

Sisailman huono laatu on merkittava terveydellinen ja
kansantaloudellinen ongelma

Seka julkisten etta asuinrakennusten sisailmaongelmat ovat enenevassa maarin esilla
julkisuudessa. Tyoperaisia hengitystieallergioita todetaan Suomessa joka vuosi
sadoittain, ja homesienien osuus niiden epailtyna aiheuttajana on suuri.
Ammattitautien lisdksi home- ja sisadilmaongelmat aiheuttavat vuosittain suuren
maaran sairauspoissaoloja. Sisadilmaa ei poissaolon syyna ole tapana kirjata
tilastoihin, eika sisailmaongelmien osuutta sairauspoissaoloihin voida siksi tarkkaan
arvioida. Sisailmaongelmat kuitenkin ilmenevat lisdantyneina hengitystieoireina seka
infektioina. Lisaksi ne usein aiheuttavat oireilijoille ja koko tydyhteisOlle stressia.
Korjaustoimenpiteiden jalkeenkin on usein havaittavissa skeptisyytta ja jopa
psykosomaalista oireilua korjattuun rakennukseen palaavissa tyontekijoissa. Olisikin
tarkeda kyeta luotettavasti osoittamaan rakennuksessa aiemmin oireilleille, etta
korjauksilla on pystytty poistamaan oireilun syy.

Seka ennen etta jalkeen korjausten on sisadilmaongelmien lahteitd usein hankala
tunnistaa tai paikallistaa. Siksi tarvitaan aiempaa tehokkaampia ja luotettavampia
menetelmia haitallisten ymparistotekijoiden ja niiden aiheuttamien toksisten vasteiden
biomonitorointia varten. Jos ja kun sisdilman haitallisia vaikutuksia voidaan
biomonitoroinnin avulla arvioida jo etukateen, pystytdan 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). Biomonitoroinnin ideana on tunnistaa toksiset ja muut oireita aiheuttavat
yhdisteet samoilla tai pienemmilla pitoisuuksilla kuin mihin ihmisen aistit pystyvat, ja
siten varoittaa ajoissa vaaratekijoista.

Kosteusvauriotilanteissa muodostuvien toksisten aineiden biomonitorointiin kehitettiin
kotimaisessa Toxtest-projektissa (2010-2012, www.stm.fi) erilaisia bakteeri- tai
eukaryoottisolujen kasvuun seka sian siittididen liikkkuvuuteen perustuvia
analysointimenetelmia. Mitdan naistd menetelmista ei kuitenkaan voitu projektin
paatyttya sellaisenaan suositella. Ongelmat saattoivat tosin olla ennemmin naytteiden
otossa kuin niiden analysoinnissa, silla naytteiksi keratyn laskeutuneen pdlyn
sisaltdma toksisuus ei tutkimustulosten mukaan korreloinut sen enempaa rakennusten
kosteusvaurioiden kuin siella tydskentelevien henkildiden oireiden suhteen. Siksi
onkin tarkeaa loytaa seka toimivia naytteenottotapoja ettd nopeita ja herkkia bio-
indikaattoreita, joilla mikrobien ja muiden sisailman epapuhtauksien terveydelle
haitallisia vaikutuksia voidaan monitoroida.
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Sukkulamatojen aistinvaraista kayttaytymista on mahdollista hyodyntaa
sisdilmatutkimuksissa

Sukkulamatojen soveltuvuudesta biomonitorointiin on saatu 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 niita 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) havainnointiin.

Sukkulamadoista yleisin laboratoriossa kaytetty laji on Caenorhabditis elegans, joka
on noin millimetrin mittainen maaperaelid. Se viihtyy monenlaisessa maaperassa,
kunhan kosteutta ja lampda on riittavasti, ja kayttdd 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 loytamaan
ravintonsa, valttamaan sille vaarallisia pienelidita ja jopa vaipumaan horrokseen, jos
olosuhteet eivat ole suotuisat. Haju- ja makureseptorien toimintaa seka niiden
valittdmien aistimusten integraatiota voidaan tutkia mm. kemotaksiakokein, joissa
mitataan sukkulamatojen liikkeitd erilaisia haihtuvia tai kasvualustaan imeytyvia
aineita kohti (houkuttelevat aineet) tai niistd poispain (karkottavat aineet). Lisaksi
sukkulamatoja voidaan kasvattaa rinnakkain terveyshaitallisten mikrobien kanssa ja
seurata mikrobien erittamien hajuaineiden ja toksiinien vaikutuksia sukkulamatojen
kayttaytymiseen, lisdantymiseen ja kuolleisuuteen (Popova ym. 2012).

TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Tama Tydsuojelurahaston rahoittama tutkimusprojekti koostuu kahdesta osasta, tassa
raportoitavasta pilottihankkeesta (6/2015 - 6/2016) sekd sitd valittdomasti
seuranneesta jatkohankkeesta (7/2016 — 1/2018). Pilottihankkeen tavoitteena oli
testata eri menetelmia, joilla voitaisiin maarittaa fluoresoivia reporttereita ilmentavien
sukkulamatokantojen  herkkyyttd sisdilman tai rakennusmateriaalindytteiden
sisaltamille terveydelle haitallisile ymparistotekijoille, kuten kosteusvaurioita
indikoiville mikrobeille ja niiden tuottamille toksiineille. Jatkohankkeen tavoitteena oli
optimoida naitda menetelmia lisdd ja kehittda niiden pohjalta biomonitorointiin
soveltuvia toksisuustesteja seka laboratorio- etta kenttakayttoon.
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TUTKIMUSAINEISTO JA MENETELMAT

Aineisto

Tutkimuksissamme olemme kayttaneet transgeenisia sukkulamatokantoja, joita
olemme saaneet yhteistyokumppaneiltamme seka Caenorhabditis Genetics Center-
instituutista, jonne tutkijat eri puolilta maailmaa voivat tallentaa sukkulamatokantojaan
ja josta muut tutkijat niita voivat tilata. Meidan kayttamamme kannat ilmentavat eri
stressitekijoille herkkien saatelyalueiden ohjaamina vihreda fluoresoivaa proteiinia
(GFP = green fluorescent protein). Naiden kantojen avulla voidaan mitata haitallisten
ymparistotekijoiden aiheuttamia proteiinien konformaation muutoksia sekd muita
stressireaktioita, silla tallaiset muutokset aktivoivat lampdshokkiproteiinien (HSP =
heat shock protein) perheeseen kuuluvien geenien ilmenemista solujen eri osissa.
Osa kayttamistamme yhdeksasta eri reportterikannoista reagoi miltei mihin tahansa
stressinaiheuttajaan, mutta osa oli spesifisempia.

Altistukset

Sukkulamadot synkronoitiin kokeita varten, jotta saatiin nuoria aikuisia sisaltavia
populaatioita. Sitten sukkulamatoja altistettiin puhtaille mikrobien tuottamille haihtuville
aineille, sisailmaongelmista karsivistd rakennuksista keratyistd homeista eristetyille
uutteille tai rihmastojen erittdmille nestepisaroille. Altistukseen kaytettin myods
kosteusvauriorakennuksista eristettyjen mikrobien puhdasviljelmia tai kontrolliksi
niiden kasvatusalustoja.

Analysointimenetelmat

Erilaisille aineille altistettuja sukkulamatoja tarkasteltin joko suoraan niiden
kasvatusalustoilla tai siirtamalla ne mustille 96-kuoppalevyille, joiden pohjat olivat
optisesti lapaisevia. Sukkulamadoista valmistettin myos mikroskooppinaytteita
objektilaseille. Sukkulamatoja tarkasteltiin valomikroskoopilla (Olympus CK40 tai Leitz
Fluovert FS) tai fluoresenssimikroskoopilla (Zeiss Axiovert M200). Fluoresenssin
intensiteetti mitattiin mikroskooppiin liitetylla digitaalikameralla otetuista kuvista
ImagedJ-kuvantamisohjelmalla. 96-kuoppalevyjen fluoresenssin absorbanssi mitattiin
myOs spektrofotometrisesti Envision-kuoppalevylukijalla. Tulokset analysoitiin
tilastollisen analyysin ohjelmilla.

TULOKSET

Taman pilottihankkeen aikana pyrimme optimoimaan eri menetelmia, joista mitaan ei
sellaisenaan oltu aiemmin kaytetty laboratoriossamme. Saimme varmistettua, etta eri
menetelmat teknisesti toimivat. Onnistuimme myods osoittamaan, etta mikroskopia- ja
spektrometriamenetelmat tukevat toisiaan eli ettd nailla menetelmilla saadaan
luotettavasti samansuuntaisia tuloksia.
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Kemotaksiakokeet

Kemotaksiakokeita varten sukkulamatoja sijoitettin 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 (max +1) houkutteleville aineille ja negatiivinen (max -1) karkottaville
aineille.

Monet haitalliset mikrobit tuottavat oktenolia, joka kemotaksiakokeissa osoittautui
selvasti sukkulamatoja karkottavaksi aineeksi jo pienillakin pitoisuuksilla (Kuva 1).
Kemotaksiakokeissa testattin myds homeuutteita ja nestepisaroita, jotka olivat
sukkulamadoille enemman tai vahemman karkottavia.

0,5 Kuva 1. Kemotaksiakokeiden alustavia tuloksia.

0 : , , , Sukkulamatojen annettiin valita, lahtevatké ne kohti

-0,5 ;T\QQ _@@_\6@_03@0_ etanoliin" Iaime"n"nettua loktenolia .vai kontrolllina

1 N N- kaytettya pelkkaa etanolia. Y-akselin kemotaktinen

15 indeksi oli sita negatiivisempi, mita karkottavammaksi
X-akselilla ilmoitettu hajuaineen laimennos koettiin.

Homeuutteet

Uutimme homekasvustoja veteen ja etanoliin, jolloin saimme talteen seka vesi- etta
rasvaliukoisia toksiineja. Sukkulamatoja kasvatettiin sitten vuorokauden ajan
kuoppalevyilla eri toksiinipitoisuuksia sisaltaneissd nestekasvatuksissa. Home-
uutteiden kayttd ja kemotaksiakokeet osoittivat sen, ettéd eri mikrobien vaikutukset
voivat valittya sukkulamatoihin eri tavoilla eli joko haju- tai makuaistin kautta.

Nestepisarat

Nestekasvatuskokeissa kaytimme myds homekasvustoista kerattyja nestepisaroita,
joiden toksiinipitoisuudet oli maaritetty Helsingin yliopistossa. Joidenkin
nestepisaroiden  toksiinipitoisuudet olivat hyvinkin  korkeita ja aiheuttivat
sukkulamadoissa selvan vasteen huomattavasti laimennettuinakin.

Homeiden haihtuvat yhdisteet

Kaytimme kaksiosaisia petrimaljoja, joiden toisella puolella kasvatimme tutkittavia
homeita tai aktinomykeetteja ja toisella puolella sukkulamatoja. Tallaisilla kokeilla
tutkimme ilman kautta valittyvien aineiden vaikutuksia ja saimme maaritettya
fluoresenssieroja seka mikroskoopilla etta spektrofotometrilla (Kuva 2).
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Spektrometrinen absorbanssin analyysi

Kuva 2. Alustavia tuloksia

K =kontrolli ~ C = Chaetomium S =S. californicus sukkulamatojen ja mikrobien
homesieni aktinomykeetti rinnakkaiskasvatuksista

Johtopaatokset ja hankkeen tulevaisuuden suunnitelmat

Pilottihankkeen aikana saadut tulokset vaikuttavat lupaavilta, silla altistus mikrobeille
tai niiden tuottamille toksiineille nayttda aiheuttavan sukkulamadoille selkean
fluoresoivan vasteen, jota voidaan kvantitatiivisesti mitata seka mikroskooppisesti,
spektrometrisesti ettd kemotaksian keinoin. Hankkeen tydryhmaan saatiin koottua
tarvittavaa asiantuntemusta seka sukkulamatojen etta sisailmaongelmien osalta, joten
ne yhdistamalla on jatkohankkeessa mahdollista tuottaa uutta arvokasta tietoa
sisdilmaongelmien arvioinnin ja ennaltaehkaisyn tehostamiseksi. Pitkan tdhtayksen
tavoitteenamme on kehittaa fluoresoivien reportterimatojen avulla toksisuustesti tai
testipatteristo. Tama edellyttaa testeilta riittavaa herkkyytta ja tarkkuutta seka sita, etta
naytteitd on helppoa ja kohtuuhintaista ottaa, sailyttda ja analysoida. Uskommekin
sukkulamatopohjaisten testien tayttdvan nama edellytykset ja jopa vahentavan
tydvaiheita, jos erillisia mikrobi- ja materiaalinaytteita ei edes ole enaa tarpeen ottaa,
vaan sukkulamatomaljat voidaan altistaa suoraan testattavan paikan mikrobistolle ja
niiden tuottamille aineille. Parhaimmillaan ne tarjoavat non-invasiivisen menetelman,
jolla voidaan rakenteita rikkomatta saada selville, onko tyopaikan sisailma terveydelle
haitallista, mutta nitd voidaan myds kayttda rakennusmateriaalindytteiden
terveyshaittojen monitorointiin. Pilottihankkeen aikana saimme pystytettyd keskeiset
menetelmat, joita optimoimalla nama jatkohankkeelle asetetut tavoitteet on
mahdollista saavuttaa.
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5.9.2016. Koska niilla voi olla kaupallista arvoa, edellytti aineiston oikeudet omistava
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