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THVISTELMA

Tavoitteemme oli selvittéd, mité toksikologisiin vasteisiin liittyvi& geeneja aktivoituu
ihmisen ilmatiesolukoissa, kun ne altistetaan kosteusvaurioituneista taloista kerétyille
hiukkasnéaytteille. Ihmisen normaaleja keuhkoputken epiteelisoluja erilaistettiin
ilmatiesolukoiksi, joita altistettiin kosteusvaurioluokitelluista taloista keratyille
hiukkasille. Solukoista eristettiin RNA, josta sekvensoitiin 386 toksikologisissa
vasteissa tunnetusti ilmentyvaa geenid. Kutakin kosteusvaurioitunutta taloa verrattiin
vaurioitumattomaan pariinsa, jolloin altistetuissa solukoissa havaittiin muutoksia
erityisesti immunotoksisuuteen liittyvien geenien ilmentymisessa. Mikaén yksittdinen
geeni ei systemaattisesti aktivoitunut kaikkien taloparien vertailussa. Alustavassa
ryhmétason tarkastelussa ei nahty eroja vaurioituneiden talojen ja vertailutalojen valilla.

JOHDANTO

Mikrobialtistumisen on ajateltu olevan avaintekija ihmisten terveysvaikutusten
syntymisessa kosteusvaurioituneessa sisdymparistossa. Toistaiseksi sisdilman
kosteusvaurioiden, mikrobialtistumisen ja terveysvaikutusten vélinen yhteys on
epaselva. Lisaksi solutason mekanismit, jotka selittéisivat kosteusvaurioituneeseen
sisdymparistoon liittyvia terveysvaikutuksia, ovat tuntemattomia. Erityisesti
kosteusvaurioihin liittyvan mikrobialtistumisen on ajateltu olevan yhteydessa
terveyshaittoihin ja toksikologiset tutkimukset ovat tukeneet tata olettamaa /1, 2/.
Kosteusvaurioituneeseen sisdympdristdon liittyvien terveysvaikutusten takana olevien
solutason mekanismien tutkiminen on erittdin tarkeéd, jotta voitaisiin kehittaa
spesifisempid tydkaluja terveyshaittojen diagnosointiin ja toisaalta tarkempia sisdilman
analysointimenetelmid. Tavoitteemme oli selvitt&, vaikuttavatko kosteusvaurioituneista
taloista kerétyt hiukkaset ihmisen ilmatiesolukon geenien ilmentymiseen eri tavalla
vaurioitumattomiin taloihin verrattuna.

MENETELMAT

Hiukkasnéytteiden kerays ja valmistus

Sisdilmahiukkasnéytteet kerdttiin 22 asuintalosta Pohjois-Savon alueella talvien 2016-
2018 aikana. Rakennusinsintdri (Insindoritoimisto Renovatek Oy) teki rakennuksiin
kuntotutkimukset ja luokitteli talot kosteusvaurioiden havaitsemisen ja
altistumistodennédkdisyyden perusteella i) pareittain (yhdekséan paria), ii) neljaan
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ryhméaan (epatodennakaisesti (n = 7), mahdollisesti (n = 3), todennakdisesti (n = 9) ja
erittain todenndkaisesti (n = 3) kosteusvaurioituneet) ja iii) kahteen ryhmaéén (vertailu-
(n = 9) ja vauriotaloihin (n = 11). Talot, jotka luokiteltiin pareiksi, olivat rakenteiltaan
mahdollisimman samankaltaisia ja —ikdisié ja ne sijaitsivat samalla maantieteellisell&
alueella.

Hiukkasnaytteet keréttiin asuinrakennuksista NIOSH BC251 -
bioaerosolisyklonikeraimella (National Institute for Occupational Safety and Health,
NIOSH, Morgantown, WV, USA) seitseman paivan ajan 12 tunnin jaksoissa.
Kokonaiskeraysaika oli 84 tuntia ja virtausnopeus 10 I/min. Kerdyksen jalkeen naytteet
séilytettiin -20°C:ssa altistuskokeisiin saakka. Altistuksissa kaytettiin hiukkaskerdimen
ensimmdisen vaiheen (> 2,1 um hiukkaset) ja toisen vaiheen (0,41-2,1 pum hiukkaset)
yhdistettyd hiukkasnaytettd. Hiukkaset suspensoitiin kahteen millilitraan
itsevalmistettua keuhkonestetta /3/ sekoittaen voimakkaasti. Hiukkasnéytteita
sonikoitiin 15 minuutin ajan, mink& jalkeen ne laimennettiin kolmeen eri pitoisuuteen
(1:4, 1:8, 1:16) itsevalmistettuun keuhkonesteeseen.

lImatiemallin viljely ja altistaminen

limatiesolukot erilaistettiin ihmisen normaaleista keuhkoputken epiteelisoluista (NHBE,
Lonza®, Walkersville, MD, USA) neljassé erassd kevaan 2018 aikana. Solut olivat
perdisin tupakoimattomalta 57-vuotiaalta latinalaisamerikkalaiselta mieheltd. NHBE-
soluja kasvatettiin valmistajan ohjeen mukaisesti soluviljelypulloissa, minka jalkeen
solut siirrettiin kasvamaan lapinakyviin ThinCert™-soluviljelyinsertteihin (Greiner Bio-
One, Kremsmiinster, Itdvalta) ilman ja nesteen rajapinnassa. Solukoiden erilaistuttua
ilman ja nesteen rajapinnassa 22 péivaa, ne altistettiin sisédilmahiukkasille. Solukot
altistettiin kosteusvaurioluokitelluista taloista keratyille hiukkasille kolmella
laimennossuhteella (1:4, 1:8, 1:16) ilman ja nesteen rajapinnassa 24 tunnin ajan.

RNA-eristys ja kohdennettu sekvensointi

Solukot hajotettiin ja RNA eristettiin RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Saksa) -
néytteenkésittelyprotokollalla valmistajan ohjeen mukaisesti. Eristyksen jalkeen RNA-
néytteet séilytettiin -70 °C:ssa. RNA-ndytteet sekvensoitiin tilauspalveluna Suomen
molekyylilaéketieteen instituutin (FIMM, Biomedicum, Helsinki, Suomi)
sekvensointiyksikdssa kayttden QlAseq Targeted RNA Panel, Human Molecular
Toxicology Transcriptome —RNA-toksikologiapaneelia (Qiagen, Hilden, Saksa).
Paneelilla havaitaan 386 toksikologisissa vasteissa tunnetusti ilmentyvaa geenié.
Geeniekspression profilointi uuden sukupolven sekvensoinnin (NGS) avulla on kuvattu
vuoden 2019 Siséilmastoseminaari —julkaisusarjassa /4/.

Sekvensointidata analysoitiin Qiagenin GeneGlobe Data -analyysiohjelmistolla /5/.
Lyhyesti, RNAseq-data ladattiin fastg-muodossa ohjelmistoon, data trimmattiin ja
linjattiin GRCh38 viitegenomin mukaiseksi STAR-linjausalgoritmilla. Vertausten
prosessoinnin jalkeen molekulaariset tunnisteet (unique molecular identifiers, UMIs)
laskettiin ja niist4 koostettiin Excel-tiedosto, jossa esitettiin geenien ekspressio, gDNA-
kontrollit ja viitegeenit sekd yhteenveto datan laadusta. Datan jatkoanalyysi tehtiin
sekvensointipaneelin valmistajan ohjelmiston (Secondary QlIAseq Targeted RNA Panel
Data Analysis Software) avulla. Data normalisoitiin (Trimmed Mean of M, EdgeR) /6/
ja geenien ekspressiotasoja verrattiin maéritettyjen ryhmien vélilla.
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TULOKSET

Parivertailu

Parivertailussa kutakin kosteusvaurioitunutta taloa verrattiin samalta alueelta valittuun,
rakenteeltaan samantyyppiseen vaurioitumattomaan taloon. Tassa vertailussa kaikkiaan
43 geenid ilmentyi tilastollisesti merkitsevésti (fold regulation > 2, p < 0,05). Geenien
ilmentyminen muuttui erityisesti immunotoksisuuden, steatoosin, kolestaasin,
fosfolipidoosin ja nekroosin toiminta-alueilla /7/. Eniten geeneja ylos-sdadeltyi
immunotoksisuuden toiminta-alueella (kuva 1).
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Kuva 1. Tilastollisesti merkitsevasti ilmentymistddn muuttaneiden geenien lukumaara
(kpl) toiminta-alueittain kolmella eri annoksella (1:16, 1:8, 1:4) sisdilman hiukkasille
altistetuissa ihmisen ilmatiesolukoissa. Kosteusvaurioituneista taloista keréttyjen
sisdilman hiukkasten vaikutusta verrattiin kunkin talon vertailukohteena toimivaan
talopariin samalta alueelta. Altistusaika 24 tuntia.

Kosteusvaurioituneista taloista keratyille hiukkasille altistetuissa ilmatiesolukoissa
kahdeksan geenid ilmentyi yli viisinkertaisesti verrattuna vertailutaloista keréatyille
hiukkasille altistettuihin ilmatiesolukoihin (kuva 2). CYP1A1 oli jopa 64-kertaisesti
ylos-séadelty taloparivertailussa (kuva 2). CYP1A1l, MKI67, CD8A ja F2 liittyvat
immunotoksisuuden, FOXI1 nekroosin, KHK ja MTTP steatoosin ja ABCC2
kolestaasin toiminta-alueisiin /7/.
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Kuva 2. Yli viisinkertaisesti yli- ja ali-ilmentyneet geenit siséilman hiukkasille
altistetuissa ihmisen ilmatiesolukoissa. Kosteusvaurioituneista taloista kerattyjen
sisdilman hiukkasten vaikutusta verrattiin kunkin talon vertailukohteena toimivaan
talopariin samalta alueelta. Altistusaika 24 tuntia.

Ryhmavertailu

Parivertailun liséksi kosteusvaurioituneita rakennuksia verrattiin vaurioitumattomiin
rakennuksiin myos ryhmatasolla. Eri kasvatuserissa erilaistettujen ilmatiesolukoiden
geenien ilmentymisen taustatason vaihtelun vuoksi rynmien valilla oli enemmén
hajontaa, mika vaikeuttaa ryhmien vélista vertailua. Geenien ilmentyminen muuttui
molempiin suuntiin (yl6s- ja alas-saately) molemmissa ryhmissé (vertailu- ja
kosteusvaurioituneet talot) erityisesti immunotoksisuuden toiminta-alueella (kuva 3).
IlImentyneiden geenien lukuméaéarén tai geenien ilmentymisen perusteella ei kuitenkaan
voitu erotella vertailu- ja kosteusvaurioituneista taloista keréatyille hiukkasille
altistuneita ilmatiesolukoita toisistaan.
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Kuva 3. Véhintéan viisinkertaisesti ilmentyneiden geenien ylds- (>0) ja alas-saately
(<0) vertailu- (n = 9) ja kosteusvaurioituneista (n = 11) taloista keratyille
hiukkasnéytteille altistamisen jalkeen (annokset 1:16, 1:8, 1:4). Yksittaisista taloista
keréttyjen siséilman hiukkasten vaikutusta verrattiin altistamattomaan
kontrollindytteeseen. Altistusaika 24 tuntia.

JOHTOPAATOKSET

Kosteusvaurioituneiden talojen vertaaminen omaan vaurioitumattomaan talopariinsa
0soitti, ettd vaurioituneista taloista kerétyille hiukkasnaytteille altistuminen muutti
erityisesti immunotoksisuuteen liittyvien geenien ilmentymistd ihmisen
ilmatiesolukoissa. Geenien ylos- ja alas-séatelyé tapahtui kaikilla testatuilla
annossuhteilla. Vain kahden geenin (CYP1A1 ja MKI67) ilmentyminen muuttui
useamman taloparin kohdalla. CYP1A1-geenin tiedetdén liittyvan useisiin erilaisiin
biologisiin prosesseihin, kuten lipopolysakkaridi- ja virusvasteeseen /8/. MKI67-geenin
puolestaan tiedetadn liittyvan muun muassa solusykliin /9/. Mink&én yksittaisen geenin
ilmentyminen ei muuttunut systemaattisesti kosteusvaurioaltistuksen myota. Tama
viittaisi siihen, ettd kosteusvaurioituneiden rakennusten hiukkasmateriaalin bioaktiiviset
yhdisteet ovat erilaisia, mutta usein k&ynnistyneet reaktiot liittyvat juuri
immuunipuolustuksen saatelyyn.

Kosteusvaurioituneiden ja —vaurioitumattomien talojen vertailu ryhmatasolla vahvisti
késitysté siité, ettd altistus sisdilmahiukkasille aktivoi nimenomaan immunotoksisuuteen
liittyvid geenejé. Geenien ilmentymisen perusteella ei voitu kuitenkaan erotella
kosteusvaurioituneista taloista keratyille hiukkasnéytteille altistuneita ilmatiesolukoita
vastaavista vertailutaloista keratyille sisdilmahiukkasille altistuneista ilmatiesolukoista.
Ryhmien (kosteusvaurioituneet talot ja vertailutalot tai neljaén eri vaurioluokkaan jaetut
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talot) valisia eroja tullaan jatkossa tarkastelemaan ottaen huomioon eri kasvatuserien
viliset vaihtelut, tavoitteena etsid mahdollisesti joihinkin solutason mekanismeihin
liittyvié tapahtumaketjuja tassé tutkimuksessa ilmentyneista geeneista.

Tdassa ty0ssa kaytetyistd hiukkasnéytteistd ei ole saatavilla kemikaali- tai mikrobidataa,
mutta hankkeessa olleista taloista on keratty useita ilma- ja pdlyndytteitd sisdympariston
mikrobien, toksiinien ja haihtuvien yhdisteiden maarittdmiseksi /10/. Lisaksi talojen
mikrobiomia eli sisdympdristén mikrobien genomeja analysoidaan parhaillaan. Tassa
tydssé esitettyja tuloksia tullaan jatkossa vertaamaan hankkeessa olevien talojen
mahdollisiin mikrobiomimuutoksiin tulosten valmistuttua.

KIITOKSET

Kiitimme Suomen Akatemiaa hankkeen rahoittamisesta (Rakennuksen kosteusvaurion
vaikutus sisdympariston mikrobiomiin ja altistumisen vaikutukset keuhkokudoksessa -
REMEDIAL konsortio, rahoitusnumero 296724 ja 296587) seka Kuopion seudun
hengityssaatiotd henkilokohtaisten apurahojen myontdmisesta vuosina 2017 ja 2019.
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