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Euroopan unionin uusi kemikaalilainsaadantd REACH on suoraan jasenmaita sitovaa
lainséadantdd. REACH -asetuksen myota kemikaalien maahantuojat ja valmistajat
velvoitetaan rekisterdimaan kaikki aineet, joita heidan yrityksensd valmistavat tai
maahantuovat EU-alueella véhintd&n tonnia vuodessa. Yritysten on itse kerattdva
rekisterdintiin vaadittavat tiedot seka tarvittaessa tehtéva asetuksen maaraamié testeja
tai tutkimuksia. REACH -asetuksessa kohdellaan erityisen tiukasti erityistd huolta
aiheuttavia aineita, joita ovat muun muassa sy0pééa aiheuttavat, perimééa vaurioittavat,
lisddntymiselle vaaralliset ja hitaasti hajoavat aineet. Perustelluista syistd Euroopan
komissio voi asettaa aineiden kaytolle rajoituksia.

Erdas merkittava lisdantymiselle vaarallisten yhdisteiden ryhma on hormonienkaltaiset
yhdisteet. Tamé sisaltdd luonnosta saatavia ja ihmisen tuottamia yhdisteitd, jotka
voivat vaikuttaa haitallisesti ihmisten ja eldinten endokriinijarjestelmaan.

Endogriinijarjestelmaa hairitsevien aineiden osoittamiseksi ollaan kehittdmassé uusia
eldinkokeista vapaita menetelmid. Yksi lupaava menetelmd perustuu H295R
solulinjaan. H295R-solut ovat ihmisen sikion erilaistumattomia lisémunuaisen soluja.
Solut edustavat in vitro -mallia, joka pystyy tuottamaan kaikkia aikuisen ihmisen
lisamunuaisen kuorikerroksen ja sukurauhasten tuottamia steroidihormoneja.

Tassa erikoistydssa H295R solut altistettiin tunnetuille hormonitoimintaa héritseville
aineille (forskoliini, prokloratsini ja aminoglutetimidi). Tamén jalkeen solujen
kasvatusmediumista mitattiin estradiolin, testosteronin, androstenedionin, estronin,
estratriolin ja progesteronin pitoisuudet kayttden massaspektrometria. Forskoliinille
altistettujen  solujen  kasvatusmediumista mitattiin  tilastollisesti  merkitseva
testosteronin, androstenedionin ja estronin maaran lisd&dntyminen. Kun taas
prokloratsini-kasittely  laski  kasvatusnesteen  androstenedioni-, estroni- ja
testosteronipitoisuuksia. Toisaalta prokloratsini vaikutti progesteronin  maaraan
painvastaisesti. Aminoglutetimidi vahensi androstenedionin, estronin ja testosteronin
pitoisuutta solumediumissa, mutta vaikutus oli vah&isempi kuin prokloratsiniilla.
Aminoglutetimidi oli ainoa aine, joka lisasi estriolin pitoisuutta solumediumissa.

Tulokset ovat lupaavia ja kannustavat kehittdmadn nestekromatografia-
massaspektrometri  -menetelmid endokriinijarjestelmad hairitsevien aineiden
seulontaan.
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REACH is a European Union regulation which obligates member countries. REACH
require all companies manufacturing or importing chemical substances into the
European Union in quantities of one tonne or more per year to register these
substances. REACH also addresses strictly use of chemical 'substances of very high
concern' (SVHC) because of their potential negative impacts on human health or the
environment. SVHC are carcinogenic, mutagenic, toxic for reproduction, persistent
and bioaccumulative. ECHA can restrict use of SVHC chemicals.

One chemical group which is causing reproductive toxicity is endocrine disruptors.
Endocrine disruptors are chemicals or natural products that interfere with the
synthesis, secretion, transport, binding, action, or elimination of natural hormones in
the body.

There are several programs ongoing organized by the international community to
develop and validate of in vitro tests to recognize endocrine disruptors. One
promising assay is H295R cell line screening test which can evaluate toxicant-induced
effects on steroidogenesis. The H295R steroidogenesis assay is intended to identify
xenobiotics that affect the steroidogenic pathway beginning with the sequence of
reactions occurring after the gonatotropin hormone receptors through the production
of testosterone, estradiol, estrone and estriol.

In this Master’s theses H295R cell line was exposed to known endocrine disruptors
(prochloraz, aminoglutethimide and forskolin). After exposure cell medium was
collected and was analyzed for hormones (estradiol, testosterone, androstenedione,
estrone, estriol and progesterone) by wusing liquid chromatography—mass
spectrometry. Forskolin exposure caused dose-dependent and statistically significant
increase at levels of testosterone, androstenedione and estrone. Prochloraz treatment
had contrary effect. Aminoglutethimide exposure decreased levels of
androstenedione, estrone and testosterone but responses were weaker then noted after
prochloraz treatment. Aminoglutethimide was only chemical which caused increase in
estriol concentration.

Results are promising and encourage further development work of liquid
chromatography—mass spectrometry methods for screening to endocrine disruptors.
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1. KIRJALLISUUSKATSAUS

1.1 REACH

1.1.1 Taustaa

Euroopan Unionin (EU) wuusi kemikaalilainsdddantd6 REACH (Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of CHemicals; kemikaalien rekisterginti-,
arviointi-, lupa- ja rajoitusmenettely) tuli voimaan kesédkuun 1. pdivanad 2007. Asetus
on jasenmaita sitovaa lainsaadéntod. Samalla aloitti toimintansa myds Euroopan
kemikaalivirasto (European Chemicals Agency, ECHA) Helsingissd. Asetuksen
tarkeimpand tavoitteena on varmistaa terveyden- ja ympdristonsuojelun korkea taso,
sekd taata tavaroiden vapaa liikkuvuus. REACH on vaikutuksiltaan hyvin laaja. Sen
piiriin kuuluvat niin EU:ssa valmistetut ja EU:n ulkopuolelta maahantuodut aineet,
kuin myos vélituotteina kaytetyt tai markkinoille saatetut aineet sellaisenaan tai
ollessaan komponentteina valmisteissa (REACH -asetus: artikla 2 ja liitteet IV ja V).

REACH -asetuksessa aineen rekisterdinnilla tarkoitetaan rekistergitdvan aineen
valmistajan tai maahantuojan asetuksen  tietovaatimuksen  téyttavan
rekistergintiasiakirjan toimittamista Euroopan kemikaalivirastolle. Rekisterointi
koskee kaikkia aineita, joita valmistetaan tai tuodaan EU:n alueella yli kymmenen
tonnia vuodessa. Asetus koskee yksittaistd valmistajaa tai maahantuojaa. Onnistuneen
rekisterdinnin jalkeen kemikaalivirasto kirjaa kyseiselle aineelle rekisterdintinumeron
ja toimittaa sen rekisteroijalle (REACH -asetus: artikla 20).

Asetus vaatii tietoa aineiden sisdisistd ominaisuuksista (fysikaaliset vaarat, terveydelle
aiheutuvat vaarat ja ympaéristovaarat) ja velvoittaa nditd koskevien tietojen
yhteiskdyton rekisteroijien kesken. Tama koskee erityisesti tietoa, jota saadaan vain
selkarankaisilla tehtavilla kokeilla (REACH -asetus: artikla 25). Kaikki informaatiota
toimittavat osapuolet ovat mukana ainekohtaisessa tietojenvaihtofoorumissa
(Substance Information Exchange Forum, SIEF). SIEF:in tavoitteena ovat kokeiden
(varsinkin eldinkokeet) paallekkaisyyksien vélttaminen ja toisaalta aineen tai
aineryhman harmonisointiluokituksen ja merkintdjen sopiminen (REACH -asetus:
artikla 29).

Erityistd huolta aiheuttavien aineiden (Substances of Very High Concern, SVHC)
valmistamisella, maahantuonnilla ja kéytdlla on REACH -asetuksessa oma
lupamenettelynsd. N&it4 aineita ovat direktiivin 67/548/ETY -kriteerien mukaisesti
karsinogeeniset, mutageeniset ja lisddntymistoksiset kategoriaan 1-2 luokitellut aineet
(Carcinogenic, mutagenic, toxic for reproduction, CMR). Néaiden aineiden lisaksi
REACH -asetus katsoo myds pysyvat, biokumuloituvat ja toksiset aineet (Persistent,
bioaccumulative, toxic chemical, PBT) seké erittdin pysyvat ja biokumuloituvat aineet
(Very Persistent and Very Bioaccumulative, vPvB) ja vield tdmén liséksi aineet joiden
osalta on tieteellistd ndytt6d haitallisista vaikutuksesta ihmisiin tai ympéristolle.
Tallaisia aineita ovat muun muassa hormonitoimintaa hairitsevat kemikaalit (REACH
-asetus: artikla 57). SVHC aineita pyritddn korvaamaan v&hemman haitallisilla
aineilla. Aineiden korvaamisen tekninen toteuttaminen ja taloudelliset ndkdkohdat on
otettava huomioon lupahakemuksessa. Té&td prosessia kutsutaan REACH:ssé
sosioekonomiseksi analyysiksi (REACH -asetus: artikla 55).



1.1.2 REACH -asetuksen aikataulu

REACH -asetuksen hyvaksynnan yhteydessa sidottiin asetuksen velvoitteiden
aikataulu tarkkoihin paivamaariin. Ndin Euroopan kemikaaliviraston perustaminen ja
toiminnan virallinen aloittaminen konkretisoitui. Tall6in madritettiin - myds
teollisuuden vaiheittain  rekistergitdvien aineiden ennakkorekisterdintien ja
rekisterdintien aikarajat (REACH -asetus: artikla 141).

Kuvaan 1 on koottu vaiheittain rekisterditaviin aineisiin liittyvia kriittisia
ennakkorekisterdinti- ja rekisterdintipdivamaarid. Aikataulu kuvaa ja médrittelee
osittain asetuksen prioriteetteja, joissa tuotanto- ja maahantuontivolyymilla on hyvin
merkittdva painoarvo. REACH -asetus tuli voimaan kesékuun 1. pdivané 2007. Vuosi
asetuksen voimaantulon jalkeen alkoi kemikaalien esirekisterdiminen (1.6.2008), jolle
annettiin puoli vuotta aikaa. Esirekisterdinnin paatyttyd (1.12.2009) seuraava
kriittinen aikaraja tayttyi 30.12.2010, johon mennessa suurten tuotantovolyymien
aineet ja CMR-aineet oli rekisteroitava (rekisterdintinakemus tuli olla lahetetty). T&téa
seuraavat nopealla tahdilla keskisuuren tuotantovolyymin aineet (31.5.2013). Pienen
tuotantovolyymin aineet on rekisterditdva 31.5.2018 mennesséd. Taménkaan jalkeen
teollisuus ei ole vapautettu kaikista rekisterdintivelvoitteista. Viimeistaan 1.
kesakuuta 2019  komissio  tarkastelee  tulisiko  teollisuuden  tehd&
kemikaaliturvallisuusraportti (chemical safety report, CSR) myos alle 10 tonnia
vuodessa tuotettavista CMR-aineista. Lisdksi komissio harkitsee laajennetaanko
velvollisuus kuluttajien tiedottamisesta muihin vaarallisiin tai epamiellyttaviin
aineisiin kuin SVHC luokituksen saaneisiin (esimerkiksi allergeenit). Komissio myos
paattaa vaaditaanko lisdédntymistoksisuustestausta tuotantovolyymien 10 ja 100 tonnia
vuodessa -vélilla (REACH in brief, October 2007).
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Kuva 1. REACH -asetuksen velvoitteiden aikataulu (Muokattu: REACH in brief, October 2007).
Kuvassa on REACH -asetuksen aikajana alkaen 1.6.2007, jolloin asetus tuli voimaan. 1.6.2008 alkaen
kemikaalien ennakkorekisterginti alkoi ja sille annettiin puoli vuotta aikaa. T&t4 seuraa aineiden
rekisterdinti tuotantovolyymin tai toksisuusominaisuuksien perusteella. Lyhenteet: CMR =
Carcinogenic, mutagenic, toxic for reproduction; CSR = chemical safety report; t/a = tonnia vuodessa.



1.1.3 Aineiden testaaminen REACH:issa

Aineen rekisteréintia ja arviointia varten tarvitaan tietoa aineen fysikaalis-
kemiallisista ominaisuuksista, toksisuudesta ja ekotoksisuudesta. Lisaksi on kerattava
tietoa aineelle altistumisesta, sen kaytosta ja kayttoon liittyvisté riskinhallintatoimista.
Tarkat tietovaatimukset ovat erilaiset jokaiselle rekisteréinnille, koska ne riippuvat
rekistergitavan aineen tuotantovolyymista, aineen kaytosta ja aineelle altistumisesta
koko sen elinkaaren aikana. Siksi ainekohtaisia tietovaatimuksia, sekd testaustarvetta
on tarkasteltava laajempana kokonaisuutena (REACH -asetus: liite VI).

EU:ssa on kaytdssé OECD:n (Organisation for Economic Cooperation and
Development) testimenetelmat, jotka EU on nimennyt uudelleen omilla koodeillaan.
EU:lla on myds muutamia omia testiprotokollia, mutta suurimmaksi osaksi se kéayttaa
OECD:n testejd. Taulukossa 1 on esitetty REACH -asetuksen kohdespesifisiin
testeihin liittyvdt OECD:n testit ja vastaavat EU:n hyvaksymaét testit koodeineen.
REACH -asetuksessa kuitenkin mainitaan, ettd rekisterdijan on annettava myds muita
saatavilla olevia asiaan kuuluvia tietoja kaikilta kolmelta osa-alueelta, eli fysikaalis-
kemiallisten ominaisuuksien, toksisuuden ja ekotoksisuuden osalta tuotanto mééarasta
riippumatta (REACH -asetus: liitteet V11-X).



Taulukko 1. REACH -asetuksen vaikutuskohdespesifiset testit ja EU:n hyvaksymat testi koodit

(REACH -asetus: liitteet VI — X)

oneeuLIojul usuISo[oyIsyo

100 - 1000 t/a (Liitteet VII, VIII ja IX)

10 - 100 t/a (Liitteet VII ja VIII)

1 - 10 t/a (Liite VII)
Thoérsytys tai ihon
syOpyminen (in vitro) B.4
«Silmien drtyminen (in vitro)
B.S
*Mutageenisuus in vifro
-geenimutaatiokoe
bakteereilla B.13/14
+Viliton myrkyllisyys
suun kautta B.1 bis, B.1tris

*Silmien drtyminen
(in vivo) B.5

lhodrsytys (in vivo) B.4
*Mutageenisuus i# vitro
-sytogeenisuustutkimus
nisdkissoluilla tai in virro
-mikronukleustesti B.12
«In vifro
-geenimutaatiotutkimus
nisiikiissoluilla B.21
«Akillinen myrkyllisyys
hengitysteitse B.2
«Akillinen myrkyllisyys
ihon kautta B.3
«Lyhytaikainen toistuvalla
annostuksella tehtiva
myrkyllisyystutkimus
(28 vuorokautta) yhdelld
lajilla

Lisddntymis- ja/tai
kehitysmyrkyllisyyden
seulonta yhdelld lajilla
B.34

*Lyhytaikainen toistuvalla
annostuksella tehtivi
myrkyllisyyden tutkimus
(28 vuorokautta) yhdelld
lajille B.7, B.8, B.9
*Subkrooninen
Myrkyllisyystutkimus
(90 vuorokautta) yhdelld
jyrsijd lajilla

B.26,B.28, B.29
+Lisddntymisvaarallisuus
yhdelli lajilla B.34

> 1000 t/a (Liitteet VII, VIIL, 1X ja X)

*Kehitysmyrkyllisyystutkimus
yhdelld lajilla B.27

*Kahden sukupolven
lisddntymisvaarallisuustutkimus
B.35
*Karsinogeenisyystutkimus B.15

OIBBWLIOJUI UDUISO[ONISYOI0NT

Toksikokinetiikka B.36
+Pitkdaikeinen : ;

. ikai _— «Aineen kohtalo ja
nlj,y:):té;;:(;m:tzsmus *Lyhytaikainen myrkyllisyystestus kéiyttﬁytyminenJympéiristﬁssﬁ
. {k:-){ - illaC.2 myrkyllisyystesti selkiirangattomilla «Selkirangattomilla tehtivi
selkiirangattomilla C. kaloilla C.1 vesielidille (Daphnia) C.2 ;

+Kasvunestymistutkimus
vesikasveilla
(mieluiten levilld) C.3

*Nopea biohajoavuus C.4

+Aktiivilietteen
hengityksenestymistesti
C.S5

*Abioottinen Hydrolyysi
pH:n funktiona C.7
=Aineen kohtalo ja
kdyttiytyminen
ympiéristossd
Adsorptio-/
Desorptioseulonta C.18

*Pitkdaikainen
myrkyllisyystestaus,
kalanpoikasilla C.14
*Bioottisen hajoamisen
simulaatiotestaus
pintavedessd, maaperissi
ja sedimentissd C.10
*Kertyminen vesielidlajiin,
mieluiten kalaan C.13
+Lisitietoa adsorptiotasta
ja/tai desorptiotasta C.19

+Lyhytaikainen myrkyllisyys

selkdrangattomille
(maaeliot) C.16 C.17
*Vaikutukset

maaperin mikroelidstoon
C.11

pitkdaikainen
myrkyllisyystestaus (maaeligsto)
+Pitkdaikainen
myrkyllisyystestaus kasveilla
«Pitkiaikainen myrkyllisyys
sedimentin elidille
+Pitkiaikainen myrkyllisyys tai
lisdéintymisvaarallisuus linnuille

ONJBBULIOJUT UDUI|[BILUDY-SI[EBYISAJ

*Aineen olomuoto 20 °C ja
paineessa 101,3 kPa
*Sulamis- tai jadtymispiste
Al

*Kiehumispiste A.2
*Suhteellinen tiheys A.3
*Hoyrynpaine A.4
+Pintajannitys A.5
*Vesiliukoisuus A.6
«Jakautumiskerroin A.8

*Leimahduspiste A.9

*Syttyvyys
A0, A11,A12

*Réjihtivyys A.14
*Itsesyttymislampdétila A.15
*Hapetusominaisuudet A.21

*Raekokojakauma

+Stabiilisuus orgaanisissa
livottimissa ja
relevanttien
hajoamistuotteiden
tunnistetiedot

*Hajoamisvakio

*Viskositeetti



REACH -asetus tahtdd systemaattiseen tietojen jakamiseen ja niiden yhteiseen
toimittamiseen ECHA:lle toimijoiden kesken. N&in useat eri toimijat voivat kéyttaa
samoja tietoja, jotka perustuvat historian saatossa tehtyihin toksisuustestauksiin. Siten
voidaan Vvélttdad tarpeettomia testejd ja minimoida kustannuksia. Rekisterdijan on
myo0s kerattdva sellaisia toksisuus- ja ekotoksisuustietoja, joita ei valttdmatta vaadita
kyseisen tonnimééran rekisterdintikategoriassa. Nailla yliméaaraisilla tiedoilla, seké
vaihtoehtoisilla testimenetelmilla saaduilla tiedoilla voidaan vahentda perinteisten
eldinkokeiden tarvetta. Taman toivotaan vahentdvdn kuluja, jotka syntyvét
vaatimuksesta, jonka mukaan kaikki uudet toksisuus- ja ekotoksisuustestit on tehtava
GLP-kaytantjen (good laboratory practise, GLP) mukaan. REACH -asetuksessa
korostetaan ja vaaditaan nimenomaan tietoa eik& niinkddn yksittdisen toksisen
vaikutuskohteen testaamista tietylla spesifisella toksisuustestilli (REACH -asetus:
artikla 13 ja liite XI). Vaikka REACH -asetus sallii niin vakiotietovaatimusten
mukauttamisen, vaihtoehtoisten menetelmien kéyttdmisen, kuin myods tietojen
jakamisen rekisterdijien kesken, niin siitd huolimatta suorien testikustannusten on
arvioitu olevan korkeat (Angerer ym. 2008). On myds arvioitu, ettd yli puolet
tarvittavasta rahasummasta kuluu kehitystoksikologisiin tutkimuksiin (Piersma,
2006).

Toksikologisten testien ja tiedon laadun, sekd soveltuvuuden arviointi aineen sisaisten
ominaisuuksien maarittdmiseksi ja sitd seuraava kemikaalin turvallisuusarviointi on
tehtdva systemaattisesti. Testiraporttien ja julkaisujen luotettavuuden arvioinnissa
korostuu standardisoitujen menetelmien k&yttd. Testauksen kuvauksen ja tulosten
selkeyttd ja luotettavuutta arvioitaessa kaytetddn neliportaista kategorisointia
(Klimisch ym. 1997). Ensimmaéiseen kategoriaan (luotettava ilman rajoituksia)
kuuluvat ne tutkimukset ja kirjallisuustiedot, jotka on tehty tdysin kansainvalisesti
hyvaksyttyjen testiohjeiden ja GLP-periaatteiden mukaisesti. Toiseen kategoriaan
(luotettava tietyin ehdoin) kuuluvat ne testit, jotka eivét tdysin noudata méériteltyja ja
standardisoituja testiohjeita, mutta jotka ovat dokumentointinsa puolesta tieteellisesti
hyvaksyttavissa ja jotka suurimmaksi osaksi noudattavat GLP-periaatteita.
Kolmanteen kategoriaan (ei luotettava) kuuluvat ne tutkimukset, joissa on puutteita
mittausjarjestelmassd, jossa on kaytetty eparelevantteja testausjarjestelmia suhteessa
tapahtuneeseen altistamiseen, testausmenetelmé ei ole hyvéksytty, dokumentaatio ei
ole riittdvéa ja johtopadatokset eivédt ole vakuuttavia. Neljas kategoria (epéakelpo)
kuuluvat ne tutkimukset ja Kirjallisuus, jotka eivat anna riittdvan yksityiskohtaista
tietoa koeolosuhteista ja jotka on listattu vain lyhyina abstrakteina tai tiedot ovat
perdisin toissijaisesta kirjallisuudesta (Guidance on information requirements and
chemical safety assessment Chapter R.4: Evaluation of available information).
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1.1.4 Toksikologisen tiedon hankinta REACH:issa

REACH -asetuksen implementoinnissa ensimmadisend askeleena on selvittaa
rekisterdintid vaativat aineet. Aine on ennakkorekisteroitdva ja rekisterditdva sen
juridisen toimipaikan nimissd, jossa kyseistd ainetta valmistetaan tai tuodaan EU:n
alueelle ensimmadisen kerran. Aine voi olla itse valmistettu, tai sitten tuotu EU:n
alueelle ulkopuolisesta valtiosta. Aine saattaa olla myds kokonaan vapautettu
rekisterdintivelvollisuudesta REACH -asetuksen méarittelyjen mukaisesti (REACH -
asetus, Liite VI).

Toksisuustietojen kerddmisen kannalta merkittavat aineeseen liittyvét tiedot ovat sen
vuosittainen tuotantovolyymi sek& toksisuus- ja ekotoksisuusluokitus. N&ma tiedot
vaikuttavat vakiotietovaatimuksiin pé&asaantdisesti siten, ettd tietovaatimukset
kasvavat volyymin kasvaessa portaittain ja osin myos aineen luokituksen mukainen
vaarallisuus toimii laukaisevana tekijand tietovaatimuksille. Toinen merkittdva
toksikologisiin (kuten myos fysikaalis-kemiallisiin ja ekotoksisiin) tietovaatimuksiin
liittyva kriteeri on aineen kayttotarkoitus (REACH -asetus, Liite V).

Toksikologisen testaustiedon kerddminen on jaettu REACH:issa kolmeen vaiheeseen.
Ensimmadisessd vaiheessa yritys tai maahantuoja kdy l&pi omassa laboratoriossaan
tehdyt  tutkimukset.  Toisessa  vaiheessa  selvitetddn  kemianteollisuuden
toimialajarjestdjen, Kkilpailijoiden ja asiakkaiden kanssa yhteisty0ssd teetetyt
toksikologiset tutkimukset. Kolmantena vaiheena kerétédén toksikologiset testitiedot
kirjallisuudesta ja muista julkisista lahteista. Tehdyt tietohaut julkisista tietokannoista
on tarkkaan dokumentoitava, kédytetyt tietokannat kuvattava yksityiskohtaisesti, seka
kattavuus on Kirjattava ja paivattava. Kaytetyt Internetin hakukoneet ja hakujen
paivaykset on dokumentoitava. (Q)SAR-malleja (Quantitative structure-activity
relationship) kéytettdessa on mallin nimi, ohjelmistoversio ja viitteet Kkirjattava
(Guidance on information requirements and chemical safety assessment Chapter R.3:
Information gathering).
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1.2 ENDOKRIINIJARJESTELMA JA SEN HAIRIINTYMINEN

1.2.1 Endokriinijarjestelma ja tumareseptorit

Endokriinijarjestelmé eli umpirauhasten muodostamat hormonit saatelevat kaikkien
elididen perustoimintoja. Hormonit toimivat viestinviejind ja leviavat verenkierron
valitykselld elimiston eri osissa oleviin elimiin, kudoksiin ja soluihin, jotka vastaavat
hormonien valittdmien viestien mukaisesti. Hypotalamuksen ja aivolisékkeen
muodostama séatelyjérjestelmé ohjaa hormonieritystd. Hormonierityksen séétely on
siten hermoston ja umpirauhasten yhteistoimintaa. Umpirauhasten toiminnan
séatelyssa on keskeistd negatiivinen palautevaikutus eli  takaisinkytkenta.
Verenkiertoon vapautunut hormoni vaikuttaa hormonia tuottavaan rauhaseen tai
rauhasen eritystoimintaa saatelevddn rauhaseen sen toimintaa inhiboiden. Tamén
lisdksi hormonit myods saatelevat omaa metaboliaansa lisddmalla sitd véhentavien
entsyymien maaréd. Hormonien toiminta perustuu soluissa oleviin tumareseptoreihin,
joita ne aktivoivat sitoutumalla niihin (Escriva ym. 1997; Owen ja Zelent, 2000).

20— >
Transkription
1 saately
—> P
MBS/
-»> | —> )
3
\ Solulima /
> Ligandi

B Ligandin esiaste tai toisiolahetti

o Ligandin esiaste tai toisiol&hetti, jonka solu on syntetisoinut itse

Kuva 2. Tumareseptorien toiminta ja aktivoituminen (muokattu: Principles of Molecular
Regulation, P. Michael Conn, Anthony R. Means, 2000). Ligandit voidaan tuottaa solun ulkoisesti
(1), ne voidaan myds muokata aktiiviseen muotoon solussa (3) tai ne tuotetaan solussa itsessdén (2).
Ligandi siirtyy tumaan, jossa se aktivoi tumareseptori dimeerin, joka saételee transkriptiota.
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Ihmiselld on 48 tumareseptoriproteiinia (TR), joiden toiminta ja aktivoituminen on
esitetty kuvassa 2. TR:t ovat transkriptiotekijoita (TT), joista monet ovat
ligandiaktivoituja. TT:t s&atelevat kohdegeenejadn, jotka osallistuvat kaikkiin
keskeisiin kehon prosesseihin kuten kasvuun, kehitykseen ja metaboliaan (Chawla
ym. 2001). TR:ien ligandit ovat joko korkean affiniteetin steroidihormoneja, tai
matalan affiniteetin ravintolipideja tai niiden johdoksia. Yhteisend piirteend on, etta
ligandit voivat lapéista solukalvon ja ndin péé&std kohdereseptoriinsa solulimaan tai
tumaan (Mitro ym. 2007). Kuten kaikki TT:t myds TR:t toimivat koaktivaattorien
(CoAs) ja korepressorien (CoRs) kanssa. Néiden proteiinien vuorovaikutus saa aikaan
kromatiinirakenteen uudelleenjarjestymisen, joka johtaa kohdegeenin aktivoitumiseen
tai suppressoitumiseen (Glass ja Rosenfeld, 2000).

Spesifisen ligandin sitoutuessa TR:iin se k&y lapi konformaatiomuutoksen, joka
mahdollistaa koaktivaattorien tai korepressorien rekrytoinnin. Koaktivaattorit voivat
toimia monin tavoin. Jotkut koaktivaattorit muodostavat sillan geenin promoottorin ja
geenin tehostaja-alueiden Vvalilla. Toiset taas kerddvat transkriptiokoneiston, joka
kéynnistdd geenin k&antdmisen lahetti-RNA:ksi. TR:t ovat yksi tarkeimmistd
tekijoistd geenien séatelyssa ja ilmentymisessa. TR:lla on paljon yhteisia piirteitd,
jotka on koottu kuvaan 3 (Folkertsma ym. 2004).

NH, COOH

WHinm Ligand Binding

Toiminto

Ligandin sitoutuminen - >
DNA:han sitoutuminen g

Toiminta ilman ligandia =~ ~e— -
Reseptoreiden dimerisaatio B -

Kuva 3. Tumareseptorien yleisrakenne (muokattu: Principles of Molecular Regulation, P.
Michael Conn, Anthony R. Means, 2000). Tumareseptoreissa on yleensda kolme domeenia.
Proteiinin N-terminaalista seuraava rakenne on hyvin sdilynyt DNA:han sitoutuva domeeni
(kuvassa DNA). Tdma alue tunnistaa vaste-elementit. Seuraava on hypervaihteleva domeeni
(kuvassa Hinge). Viimeisend domeenina on ligandia sitovan alue (Kuvassa Ligand Binding).
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Tumareseptorien suurperhe voidaan jakaa kolmeen luokkaan (Germain ym. 2006).
Ensimmaiseen ryhmaéan kuuluvat klassiset endokriinireseptorit, joiden luonnollisia
ligandeja ovat muun muassa trijodityroniini (thyroid hormone receptor), trans-
retinolihappo (retinoic acid receptor), 1,25-dihydroksikolekalsiferoli (vitamin D
receptor), estradioli (estrogen receptor a ja ), kortisoli (glucocorticoid receptor),
aldosteroni (mineralocorticoid receptor), progesteroni (progesterone receptor) ja
dihydrotestosteroni (androgen receptor). Naiden reseptorien affiniteetti ligandiinsa on
hyvin voimakasta (Chawla ym. 2001). Toiseen ryhmaan kuuluvilla tumareseptoreilla
ligandiaffiniteetti on heikompi. Néille TR:lle ligandeina toimivat rasva- ja sappihapot
ja niiden johdannaiset. Viimeisend ryhmana ovat ne tumareseptorit, joilla ei ole
ligandia tai sité ei ole viel& l6ydetty (Ingraham ja Redinbo, 2005).

1.2.2 Endokriinijarjestelman hairiintyminen vierasaineiden johdosta ja sen
tunnistaminen

Hormonitoiminnan héiriintyminen voi ilmet4 eri tavoin. Jotkut kemikaalit voivat
jaljitella luonnollista hormonia, aiheuttaen vaardaikaista tai vadran suuruista
stimulaatiota kohdesoluissa sitoutumalla tumareseptoreihin. Muut héiritsevéat
kemikaalit voivat estdd hormonin vaikutukset kohdereseptoreihin (antagonismi).
Toiset taas voivat suoraan edistdd tai estdd endokriinijarjestelmad, mika aiheuttaa
hormonien yli- tai alituotantoa. Tiettyjd la&kkeitd kéytetddn tarkoituksellisesti
aiheuttamaan joitakin ndistd vaikutuksista, kuten ehkaisypillereitd (Hutchinson ja
Matthiessen 1999; Taylor ja Harrison, 1999).

Hormonitoiminnan héiriintyminen voidaan todeta monella eri solubiokemian tasolla.
Eri mittausmenetelmid on kehitetty l&hinnd ladketeollisuuden tarpeisiin potenttien
ladkeainemolekyylien seulontaa varten. Joitakin ndistd menetelmista voi kéayttad myaos
kemikaalien tai niiden aineosien hormonitoimintaa hairitsevien omaisuuksien
tunnistamiseen in vitro. NyKkyisilla menetelmill4 voidaan havaita aineiden aiheuttama
geenin transkription aktivoitumisen tai translaation muutos, geenin tuottaman
proteiinin m&ardn muutos tai jopa luonnollisten hormonien metabolian tai katabolian
hairiintyminen. Eri menetelmat palvelevat erilaisia tarkoitusperid ja kuvaavat eri
vaiheita solun biokemiallisessa ympéristossa (Soto ym. 2006).

Kansainvélinen hormonihéirididen tunnistamistutkimusyhteistyd keskittyy talla
hetkell&d estrogeeneihin (174- estradioli ja estroni), androgeeneihin (testosteroni ja
dehydroepiandosteroni) ja tyroidihnormonijérjestelmien (tyroksiini ja trijodityroniini)
hairiintymisen  tunnistamiseen. N&ma hormonit  aktivoivat  klassisia
endokriinireseptoreja ja néin ollen niiden hairiintymisen vaikutukset on suhteellisen
helppo havaita (COM (1999) 706; EDSTAC (1998)).

Monet hormonitoimintaa hairitsevien kemikaalien testimenetelmat on kehitetty
ladketeollisuuden kéyttamistd ligandin seulomismenetelmistd. N&diden menetelmien
hyva puoli on, ettd ne ovat kaupallisesti saatavilla ja niilld voidaan seuloa suuria
molekyyliméé&rid. Tarvittaessa menetelmat soveltuvat myods seosten testaamiseen.
Protokollien paatepisteet ovat selkeitd ja antavat yleensd yksiselitteisen kylla/ei
vastauksen. Uudemmat kemikaalien testaamista varta vasten kehitetyt testit ovat
monimutkaisia ja niistd on vaikeampi 10ytaa selkeétd kylléd/ei -paatepistettd. Taman
lisdksi niiden vahdiset kayttokokemukset vaikeuttavat niiden toimivuuden arviointia.
Uusien testien heikko taloudellinen hyddynnettdvyys on myds hidastanut
tuotekehitystd. Taulukkoon 2 on keratty hormonitoimintaa héiritsevien kemikaalien
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testaamiseen kehitetyt in vitro testit. Kehitystyotd rahoittavat ja koordinoivat OECD,
US-EPA ja EU (Charles, 2004).

Taulukko 2. Hormonitoimintaa hairitsevien kemikaalien testaamiseen kehitetyt in vitro testit
(OECD, US-EPA ja EV).

Menetelméan
lyhenne

Testisysteemi

Lisatietoja/lahde

Tumahormonireseptoriin sitoutumisen
tunnistaminen

hrERa (METI)

Ihmisen rekombinantti proteiini

(http://lwww.meti.go.jp/english/report/dat
a/gEndoctexte.pdf)

rER Testaa radioleimatun estradiolin kilpailevaa ER-RUC ISR, v3.16c.doc
sitoutumista testikemikaaliin nahden. (http:/lwww.epa.gov/endo/pubs/assayvali
dation/er_ruc_isr.pdf)
hrAR (METI) Ihmisen rekombinantti proteiini, joka tuotetaan | (http://www.meti.go.jp/english/report/dat
E. Colissa a/gEndoctexte.pdf)
rAR Rotan rekombinanatti proteiini -

rAR (US-EPA)

Testaa radioleimatun testosteronin kilpailevaa
sitoutumista testikemikaaliin ndhden.

(http:/lwww.epa.gov/endo/pubs/ar_bindi
ng_isr.pdf)

hrTR (METI) Ihmisen rekombinantti proteiini, joka tuotetaan | (http://www.meti.go.jp/english/report/dat
E. colissa a/gEndoctexte.pdf)
Tumahormonireseptorivalitteisen
transkription tunnistaminen
HelLa-9903 HelLa-9903 soluja joissa stabiili Era ja (http://lwww.oecd.org/dataoecd/46/29/39
(OECD) lusiferaasi transfektio 821664.pdf)
HelLa-9903 hERa/pcDNA3.1 plasmidi ja ERE-AUG-Luc+ -
systeemi
HelLa-9903 hERB/pcDNA3.1 plasmidi ja ERE-AUG-Luc+ -
systeemi
MELN MCF-7 soluja joissa stabiili Era ja lusiferaasi -
transfektio
ER-CALUX T47 D soluja joissa stabiili Era ja lusiferaasi -
transfektio
LUMI cell BG1 soluja joissa stabiili Era ja lusiferaasi (http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/end
(NICEATM) transfektio ocrine/end_eval.htm)
Cv-1 CV-1 soluja joissa hAR/pcDNA3.1 plasmidi ja | -

ERE-AUG-Luc+ systeemi

AR-Ecoscreen™

CHO soluja joissa stabiili AR ja lusiferaasi
transfektio

Araki ym. 2005

PALM

PC-3 soluja joissa stabiili hAR ja lusiferaasi
transfektio

CALUX (BDS)

U2-0S soluja joissa stabiili hAR ja lusiferaasi
transfektio

(http:/lwww.biodetectionsystems.com/1/

hoofd/2.php)

TRB CHO soluja joissa RXR transfektio
Ei-reseptorivalitteinen hormonihairion
tunnistaminen
Microsomal KGN tai H295R solujen CYP19 toiminnan (http://www.epa.gov/endo/pubs/edmvs/st
aromatase assay hairiintymisen mittaaminen eroidogenesis_drp_final_3_29_05.pdf)
(US-EPA)
Steroidogenesis H295R solujen steroidisynteesin hdiriintymisen | (http://www.epa.gov/endo/pubs/edmvs/st
(US-EPA) mittaaminen eroidogenesis_drp_final_3 29 05.pdf)
Solujen proliferaation testues
NICEATM MCF-7 soluilla suoritettava HTS kemikaalien (http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/end

estrogeenin kaltaisten vaikutusten 16ytdmiseksi

ocrine/end_eval-CChem.htm)
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Taulukkoon 3 on Kkerétty tdmanhetkiset US-EPA:n tier | (ensimméinen vaihe)
testiprotokollat hormonitoimintaa hairitsevien kemikaalien ldytdmiseksi. Testit ovat
sekd in vivo- ettd in vitro-testejd ja niiden kehitystyd on piakkoin valmis.
Ensimmaisen vaiheen testien tarkoitus on tunnistaa ne aineet, jotka voivat vaikuttaa
endokriinijarjestelman toimintaan (O'Connor ym. 2002).

Taulukko 3. US-EPAs tier | protokollat

Protokolla Testisysteemi

Puberteetti malli (uros ja naaras) In vivo malli jossa selvitetddn kemikaalin mahdollisia
sukupuolihormonivaikutuksia kehittyviin koe-elaimiin.

Aikuinen urosmalli In vivo malli, jonka tarkoituksena on testata kemikaalin androgeenisia-
ja tyroidihormonivaikutuksia.

Kalamalli Pimephales promelas kaloja altistetaan testikemikaaleille 21 paivan
ajan. Menetelmd testaa hormonihdirioté yleisella tasolla

Sammakkomalli Xenopus laevis sammakon toukkia altistetaan testikemikaaleille 21
péivén ajan. Menetelmd testaa tyroidihormonien kaltaisia vaikutuksia.

Androgeeni reseptorimalli (RPC) Katso taulukko 8

Rotan Androgeeni reseptorimalli Katso taulukko 8

Estrogeeni reseptorimalli (RUC) Katso taulukko 8

Ihmisen estrogeeni reseptorimalli Katso taulukko 8

Aromataasimalli (H295R) Katso taulukko 8

Steroidigeneesi (H295R) Katso taulukko 8

Hershberger-protokolla Lyhytkestoinen in vivo menetelmé, joka mittaa androgeenisia tai
antiandrogeenisia vaikutuksia tai Sa-reduktaasin inhibitiota.

Uterotrophinen malli In vivo -malli jossa testataan kemikaalin vaikutusta kohtusolukkoon.

EU:ssa aineiden hormonitoimintaa hairitsevdn ominaisuuksien paljastamiseksi on
kehitteilld joitakin in vivo — menetelmia. Keskeisimmat ndista on koottu taulukkoon 4.
Taulukkoon kootut testit eivat yleensd anna suoraa tietoa endokrinologisia héirioita
aiheuttavien aineiden péaéatepisteistd. Tamé johtuu osittain endokrinologisen
hairidilmion huonosta ymmartdmisesta ja toistaiseksi vield epéselvista paatepisteista.
Kéytossa olevat testit testaavat jotakin yleisesti hyvaksyttyd péatepistettd ja tamén
tiedon sivutuotteena voidaan tehdd johtopadtoksia aineen hormonitoimintaa
héiritsevistd ominaisuuksista (Guidance on information requirements and chemical
safety assessment Chapter R.7c: Endpoint specific guidance; Guidance on
information requirements and chemical safety assessment Chapter R.7b: Endpoint
specific guidance).

Taulukko 4. REACH -asetukseen sovellettavat endokrinologisia hairiditd mittaavat testit

EU- OECD-
Testiohjeen nimi koodi koodi
Prenataalisen kehityksen toksisuustutkimus B.31 TG 414
Lisdantymistoksisuuden seulonta yhdella lajilla B.34 TG 421
Kahden sukupolven lisdédntymisvaarallisuustutkimus B.35 TG 416
Kalan alkio- ja ruskuaispussivaiheen poikasten C.15 TG 212
lyhytaikainen myrkyllisyystesti
Kalanpoikasten kasvutesti C.14 TG 215
Daphnia Magnan lisadntymismyrkyllisyys testi C.20 TG 211
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Hormonitoiminnan héiriintymisen tunnistamiseen suunniteltuja in vitro-testeja ei ole
viela OECD-validoitu. Néité testeja ollaan aggressiivisesti tuomassa hallinnolliseen
kayttoon EU:n ja USA:n toimesta (Grindon ym. 2008). EU:ssa koe-eldimille
vaihtoehtoisten  menetelmien validointia hoitaa Euroopan vaihtoehtoisten
tutkimusmenetelmien keskus (ECVAM). Se perustettiin vuonna 1991 ja siita asti sen
tehtdvat ovat olleet koe-eldimille vaihtoehtoisten koemenetelmien validoinnin
koordinointi EU-tasolla, toimia tietojen vaihtopaikkana asioissa, jotka koskevat
vaihtoehtoisia testimenetelmid, yllapitaa tietokantaa vaihtoehtoisista testimenetelmista
ja edistdd vuoropuhelua lainséatéjien, teollisuuden, tutkijoiden, kuluttajien ja
eldinsuojeluryhmien valilla. Talla hetkella ECVAM keskittyy validoimaan sellaisia
vaihtoehtoisia menetelmid, jotka korvaavat eldinkokeita tai véhentévat tarvittavien
eldinten maaraa eldinkokeissa (Balls, 2002).

REACH - asetuksen mukaan vakiotestausohjelman mukaisesti sopivilla in vitro -
menetelmilld saaduilla tuloksilla voidaan osoittaa aineen vaaraominaisuudet, tai niita
voidaan kayttaa toksisen mekanismin ymmartamiseen. Téssa yhteydessa "sopivilla™
tarkoitetaan kansainvalisten testien kehittdmiseen liittyvdd kriteerien mukaista,
riittdvan pitkalle kehitettyd, mutta ei vield virallisesti validoitua menetelmaa.
Kéytdnnossd tdma tarkoittaa sitd, ettd testi on Kirjattu ennakkovalidointiprosessiin
ECVAM:issa. Téllaisella menetelmélld saadun negatiivisen tuloksen varmistamiseksi
rekisterdinnissd Euroopan kemikaalivirasto vaatii kuitenkin laajempia selvityksia
(REACH -asetus: liite XI).

Toksikologisen nédkemyksen mukaan in vitro -menetelmd voi talla hetkelld antaa
riskinarviointiin kayttokelpoista tietoa paikallisvaikutuksista, genotoksisuudesta ja
yleisesti toksisuuden mekanismeista. Lisaksi in vitro -tietoja voi kayttad vaiheittain
toteutettaviin testausstrategioihin ja niiden seulontaan. Niité ei voi vield kayttda uuden
kemikaalin toksisuusprofiilin  luonnehdintaan, annosekstrapolaatioon ihmiselle,
systeemi- tai pitkdaikaisvaikutusten tutkimuksiin, mutta ne ovat hyddyllisia lisatiedon
lahteita kaytettyna yhdessé in vivo -tutkimusten kanssa (Combes, 2007).
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1.3 STEROIDIHORMONIEN ANALYYSIMENETELMAT

Steroidihormonien kvantitatiiviseen analytiikkaan liittyy monia haasteita. Steroidien
suhteellisen niukat pitoisuudet biologisissa nesteissa ja kudoksissa ja niiden rakenteen
samankaltaisuus vaatii analyysimenetelméltd hyvaa resoluutiota. Lisdksi steroidin
erottaminen matriksista voi osoittautua haastavaksi. Nain ollen analyysimenetelman
taytyy olla herkké ja selektiivinen. Nykyaan steroidianalytiikassa kéytetdan entsyymi-
immunologista menetelmdd (enzyme-linked immunosorbent assay tai enzyme
immunoassay, ELISA) tai massaspektrometria (MS), koska ne ovat herkkid ja
yleisesti kaupallisesti saatavilla (Makin HLJ, Glasgow 1995).

1.3.1 ELISA-menetelmé&

ELISA-menetelma perustuu vasta-aineen ja antigeenin véliseen sitoutumiseen (Kuva
4). Yleisimmin kéytetddn niin sanottua sandwich-tekniikkaa, jossa naytteen siséltdma
antigeeni jaa kahden vasta-ainekerroksen valiin ja ndin tehtdva kaksinkertainen
tunnistaminen vahent&d taustaa. ELISA:n herkkyyteen vaikuttaa levyyn sitoutuneiden
ensimmadisten vasta-aineiden maaré ja antigeenin kyky sitoutua vasta-aineisiin. Juuri
vasta-aineiden spesifisyys ja affiniteetti analyyttiin maarédavat ELISA:n herkkyyden ja
luotettavuuden. Vasta-aineet valitaan yleensd niin, ettd ensimmainen vasta-aine on
monoklonaalinen, mika varmistaa mahdollisimman spesifisen sitoutumisen. Toinen
vasta-aine taas usein on polyklonaalinen. Lisédksi molempien vasta-aineiden ja
antigeenin on oltava oikein laskostuneita, joten ELISA:a ei voida tehd& proteiineja
denaturoivissa oloissa. Immunologisia menetelmié kéytetdén edelleen tutkimustyossa
ja varsin  laajasti  kliinisessda  laboratoriotydssd.  Suurimpina  ongelmana
steroidihormonien maarittdmisesséd on huono tarkkuus ja selektiivisyys vasta-aineen
ristiinsitoutumisen  vuoksi. Lisdksi menetelmd ei sovellu steroidiprofiilien
maéaritykseen, koska sill& voidaan analysoida kerrallaan vain yhden steroidihormonin
pitoisuus. Usean hormonin mittaaminen nostaa analyysin hintaa ja ndytetta saatetaan
tarvita jopa useita millilitroja (Casarett & Doull's Toxicology: The Basic Science of
Poisons, Seventh Edition; Swart ja Pool, 2008).
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3. Entsyymilld varustettu sekundaarinen vasta-aine sitoutuu priméariseen vasta-aineeseen

4. Entsyymi katalysoi vérireaktion, jonka absorbanssi mitataan

Kuva 4. ELISA-menetelman periaate (Muokattu: Casarett & Doull's Toxicology: The Basic
Science of Poisons, Seventh Edition, 2008).

1.3.2 Kaasukromatografia-massaspektrometria

Kaasukromatografia (GC, gas chromatography) yhdistettyna massaspektrometriin
(MS) tuli kayttoon steroidianalytiikassa 1960-luvulla. Kaasukromatografilla saadaan
aikaiseksi erinomainen aineiden erottuminen. Lisédksi GC-MS-menetelm& on herkka
ja spesifinen, sekd silld voidaan péé&std alhaisiin maaritysrajoihin. Yleisin kéytetty
ionisaatiomenetelma GC-MS-steroidianalytiikassa on elektronipommitus (EI)
(Hubbard ym. 1994). Liikkuvana faasina kaasukromatografiassa k&ytetdan inerttia
kaasua, jonka avulla tutkittavat komponentit kulkeutuvat kolonnin l&pi massa-
analysaattorille. Liikkuvana faasina kaytetdan tavallisesti typped, vetyd, heliumia tai
argonia. Néayte syotetddn kolonniin sopivaan liuottimeen liuotettuna, jossa se
hoyrystyy 200 - 300 °C:n lampdtilassa. Kolonnissa komponentit liikkuvat erilaisilla
nopeuksilla riippuen niiden haihtuvuudesta ja vuorovaikutuksista kolonnin
stationaarifaasin kanssa. Kuljettuaan kolonnin l&pi komponentit saapuvat vuorollaan
detektorille.
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GC-MS-menetelméan kaytdssé steroidien analysoimisessa on kuitenkin ongelmakohtia
vaikka sitd on kaytetty laajasti doping-analytiikassa. Kaasukromatografiassa analyytin
taytyy olla haihtuva ja lampostabiili. Jos steroidilta puuttuvat ndmé& ominaisuudet,
taytyy molekyylista tehdd johdannainen derivatisoinnilla (Gao ym. 2005). Tamaé lisaa
naytteen esikésittelyvaiheita ja siihen kulunutta aikaa. Steroideista vain androgeenit ja
estrogeenit voidaan analysoida GC-MS-menetelmalla ilman derivatisointia.
Tallginkin paadytdan usein kayttdma&an derivatisointia resoluution parantamiseksi,
ajoajan lyhentamiseksi ja steroidien kemiallisen stabiliteetin lisédmiseksi. Erilaisille
funktionaalisille ryhmille kéaytetddn eri derivatisointireagensseja mika taas
monimutkaistaa analyysia (Higashi ym. 2004).

GC-MS- ja ELISA-menetelmien ongelmakohtien vuoksi Kkiinnostus on kasvanut
viime  vuosina  HPLC-ESI-MS/MS-menetelmdn  kehittdmiseen  steroidien
kvantitatiivisessa analytiikassa.

1.3.3 HPLC-ESI-MS/MS laitteisto

HPLC (High performance liquid chromatography) eli suuren erotuskyvyn
nestekromatografia on tarked analytiikassa kéytetty menetelmd, jonka eri lajeja
soveltamalla voidaan mitata suurin osa biomolekyyleistd. Tarkein néista lajeista on
kaanteisfaasi-HPLC (reversed phase HPLC). HPLC-laitteistossa liikkuvaa faasia
ajetaan kolonnin l&pi suurella paineella (20-300 bar) k&yttden pumppuja, joiden
virtausnopeus on tarkkaan saddettavissd. Useimmat kaytossd olevat laitteet ovat
gradienttilaitteita, joissa ké&ytetddn kahta tai useampaa ajoliuosta, joiden
pitoisuussuhde voidaan séatad. Matalapainegradienttilaitteessa ajoliuoksen koostumus
sdadetddn ennen liuoksen imemistd pumppuun ja korkeapainegradienttilaitteissa
jarjestelma koostuu kahdesta pumpusta, joilla on oma ajoliuospullo ja liuosten
sekoitus tapahtuu korkeapaineessa pumppujen jalkeen (Jemal, 2000).

Ké&anteisfaasikolonneissa piioksidi on  ylivoimaisesti kéytetyin faasi
kantajamateriaalina, jonka pinnoituksessa kaytetddn useimmiten kovalenttisesti
sidottuja C18 hiilivetyja. Lyhemmaét hiilivetyketjut C8 ja C4 voidaan valita kayttoon,
jos C18 sitoo poolittomia analyytteja liian tiukasti. N&itd kromatografiapylvaita on
saatavilla useilta valmistajilta ja niiden ominaisuudet ovat kdytdnnossa hyvin erilaisia.
Kééanteisfaasikromatografian heikoin liikkuva faasi on vesi, koska siina liikkuvat vain
suolat ja sakkaridit. Analyyttien eluointinopeus kasvaa lisattdessé veteen sekoittuvaa
orgaanista  liuotinta, tavallisesti metanolia tai  asetonitriilid.  Neutraalit
ionisoitumattomat yhdisteet, kuten steroidit tulevat kolonnista
polaarisuusjarjestyksessa niin, ettd lipofiilisimmat tulevat viimeisend. Happojen ja
emaésten litkkuvuuteen vaikuttavat myos niiden varausaste. lonisoituneessa muodossa
ne viihtyvat paremmin liikkuvassa polaarisessa faasissa kuin neutraalissa. HPLC
soveltuu myds ionisoituneiden yhdisteiden erotteluun, mutta ajoliuoksen pH:ta pitéé
kontrolloida puskurilla tai happolisayksella (LaCourse, 2002).

HPLC-massaspektrometria  soveltuu hyvin  yhdisteiden tunnistamiseen ja
pitoisuuksien maarittdmiseen. Yhdisteiden tunnistus perustuu molekyylipainon ja/tai
pilkkoutumisspektrin mittaukseen. HPLC soveltuu massaspektrometrisséd oleviin
ionildhteisiin  kuten sahkdsumutukseen (electrospray, ES) ja ilmanpaineessa
tapahtuvaan kemialliseen ionisaatioon (Atmospheric pressure chemical ionization,
APCI). Kuvassa 5 on kuvattu ES -ionisaatiomenetelmé& (Jemal, 2000).
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Kuva 5. ES-ionisaatio menetelmé (muokattu Griffiths ym 2001). Ndyte saapuu spray neulaan
kantaja-aineeseen liuenneena. Nayte varautuu positiivisesti ja pisaroituu taylorin kartiossa jannite-eron
ansiosta. Lentomatkalla MS analysaattorille nédytepisarat pilkkoutuvat ja ylimaardinen kantaja-aine
haihtuu.

Sahkdsumutus-massaspektrometri (ESI-MS) on erittdin valikoiva ja herkké detektori.
Laitteistolla voidaan tehdd biomolekyylien rakenneanalyysejd ja kvantitoida
steroidien ja proteiinien maaria (Shevchenko ym 1996, Wilm ym. 1996). Tosin
ainoastaan harvoin néyte voidaan syottdd laitteeseen ilman kunnollista HPLC-
erottelua (LaCourse, 2002). ESI:n herkkyys voidaan maarittdd kahden muuttujan
perusteella: kuinka tehokkaasti molekyylit muuttuvat kaasufaasissa varautuneiksi ja
kuinka hyvin ndma varautuneet molekyylit paatyvat massaspektrometrin detektorille.
Herkkyyteen vaikuttavat huono vaste, sekalaisten kimppuionien synty, kilpailutilanne
saatavilla olevasta varauksesta molekyylien Vélill4, laitteiston likaantuminen, liian
kova séhkovirta seka néaytteen aiheuttama tausta tai signaalin vaimentuminen (Shaffer
et al., 1999; Meng ja Fenn, 1990). Kemiallinen tausta on yksi merkittdvimmista ESI-
analyysid héiritsevista tekijoistd. Kemiallinen tausta esiintyy usein tietyilld m/z
(massa/varaus) luvuilla. Hairitsevat aineet voivat olla esimerkiksi liuottimen
epéapuhtauksia tai niiden suoloja (Guevremont ym. 2000).

Séhkosumutusionisaatiossa HPLC:std tuleva ajoliuos ruiskutetaan ionil&dhteeseen
ohuen (1-100um) metallineulan (spray needle) avulla. Neulan ja paatylevyn vélille
kytketdan 2000 — 5000 V jannite. Neulaan muodostuu sdhkokentéssa kapea nestekarki
(taylor cone), josta irtoaa varautuneita pisaroita. Pisarassa on ylimaarin protoneja,
jotka toisaalta voivat ionisoida molekyylit ja toisaalta ne kuljettavat sahkovirtaa
neulan ja paatylevyn vélilla&. Tasaisen ESI-suihkun syntyyn vaikuttavat monet
muuttujat. Niistd tdrkeimmé&t ovat jénnite, kuivaavan kaasun virtausnopeus,
sumutuksen ja vastaelektrodin etdisyys, kapillaarin nesteen virtausnopeus ja
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ajoliuottimen s&hkonjohtavuus (Chen ja Pui, 1997). ES-sumu on vakaa silloin kun
nestekarki on vakaa ja kun pisaroita lentaé tasaisena virtana (Wei ym. 2002).

Sahkdsumutuksessa syntyvien pisaroiden muodostumista ja kayttaytymista ei viela
taysin ymmadrretd (Kebarle ja Verkerk, 2009). Sy0tetystd nestevirrasta varausten
hyljintdvoiman vaikutuksesta muodostuu hyvin pienid (noin 1 pm) positiivisesti
varautuneita pisaroita. Sprayneula suunnataan yleensa hiukan ohi ioninkerésaukon,
koska sumun laitamilla on hienojakoisempia pisaroita ja vdhemman likaa. lonit
ohjataan aukkoon sdhkovirran avulla (Cole, 2000). Syntyneiden pisaroiden koko
pienenee liuottimen haihtuessa, kun ne lentdvat kuuman kapillaarin tai kaasuverhon
lapi massaspektrometrin sisalle. Protonoituneet néyteionit irtoavat pisaran pinnalta
pintavarauksen kasvaessa ja lopulta liotin haihtuu ionin ympariltd (Zhou ja Cook,
2001). Pisaroiden kuivumista edistetddn kuivalla typpikaasuverholla tai
lammitykselld. lonien lentoenergiaa lisadmalla poistetaan kimpusta viimeiset
vesimolekyylit ja rikotaan molekyylirykelmat. Suurilla nopeuksilla ionit pilkkoutuvat.
Pisaroiden hajoaminen ja ionien synty tehostuu, kun nesteen pintajannitys pienenee ja
haihtuvuus paranee. Vedella on suuri pintajannitys ja heikko haihtuvuus. Tasté syysta
orgaanisten liuottimien osuuden kasvaessa ionisaatio tehostuu (Kostiainen ja
Kauppila, 2009).

Sumutettaviin pisaroihin mahtuu vain rajattu mé&ard varausta. Mikali puskurin
konsentraatio on liilan korkea, varaus sitoutuu l&hinn& puskuri-ioneihin, eiké
analyytille riitd varauksia. Puhtaita happoja (muurahaishappo) tai eméaksié
(ammoniakki) ilman vastaionia voidaan sen sijaan kayttdd korkeinakin pitoisuuksina,
koska niiden s&hkonjohtokyky on pieni. Toisaalta pienid nestevirtauksia ja korkeita
jannitteita kaytettédessa neulan kérjessa voidaan havaita sininen sahkopurkaus (corona
discharge). Sahkopurkaus haittaa ionisaatiota ja synnyttdd kemiallisen ionisaation
tyyppisié prosesseja. Pahimmillaan purkaus voi aiheuttaa laitevaurion. Purkaus syntyy
erityisen helposti mitattaessa negatiivisia ioneja, kun elektroneja irtoaa neulan
kérjesta (Enke, 1997).

Analyytin ominaisuudet vaikuttavat ionisaation tehokkuuteen. Mitd emaksisempi
yhdiste ja mitd suurempi protoniaffinneetti silla on, sitd tehokkaampi ionisaatio on.
Paras positiivinen signaali saadaan kaytettdessa happamia ajoliuoksia, jolloin emakset
ovat protonoituneita jo liuosfaasissa. Positiivisia ioneja saadaan kuitenkin aikaan
my06s neutraaleista yhdisteistd sekd eméksisista yhdisteistd. Taman ilmion selitys on,
ettd varautuneessa sumupisarassa on aina ylimaara protoneja. Kun liuotin haihtuu,
yliméardiset protonit tarttuvat analyyttimolekyyleihin, vaikka olot liuoksessa eivat
suosisi varautumista. Toinen merkittavé ionisaatioon vaikuttava tekija on analyytin
poolisuus: Polaariset aineet pysyvét piilossa pisaran sisalla, pooliton yhdiste pyrkii
pisaran pinnalle, josta sen on helpompi karata (ionisoitua) (Cech ym. 2001).
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Onnistuneen analyytin ionisaation jalkeen jaljelld on niin sanottu tandem
massaspektrometrin (MS/MS) analyysivaihe. MS/MS analyysi tarkoittaa sitd, etta
useampi  massa-analysaattori on  kytketty perdkkdin. Tama mahdollistaa
analysoitavien ionien valinnan ja niiden pilkkomisen ja pilkkeiden analysoimisen.
Ensimmaisessd MS; yksikdsséd voidaan suorittaa ionien valinta niiden massan
perusteella. Ennen toista MS, yksikkda on térmadyskammio, jonka tarkoituksena on
inertin kaasun avulla pilkkoa valittu l&htéioni (precursor ion) tuoteioneiksi (product
ion). Syntyneista pilkeioneista voidaan sitten valita mitattava ioni toisessa MS,
yksikossd. Kuvassa 6 on koottu MS/MS laitteiston mahdollisuuksia ionien
analysoimiseksi (Griffiths ym. 2001).

Massaspektrometritekniikoita on hyddynnetty biomolekyylien ja synteettisten
aineiden analytiikassa jo pitk&&n. Sen parhaat ominaisuudet ovat pienten helposti
ionisoituvien molekyylien kvantitatiivisessa analyysissa.
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Kuva 6. MS/MS analysaattorin mahdollisuudet (muokattu de Hoffmann ym. 1996).
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2. KOKEELLINEN OSA

2.1 TYON TARKOITUS

Tdassé tyossa tutkittiin alustavasti onko mahdollista mitata hormonien pitoisuuksia
H295R-solujen solumediumista LC-MS/MS laitteistolla. Hormonitasoihin myds
pyritddn vaikuttamaan tunnetuilla endokriinijarjestelmaa hairitsevilla aineilla.
Solulinjana kéytetddn H295R-soluja, joilla on regulatorista merkitystd USA:n
lains&dadannossa ja todennadkoisesti myds EU:n uudessa kemikaalilainsaddannossa
lahitulevaisuudessa. Orthotopix -yritys on jo optimoinut solulinjan kasvatus- ja
altistusprotokollat. Tarkoituksena on saada mitattua hormonipitoisuuksia, joita
voidaan verrata toisen yleisessa kaytdssd olevan mittausmenetelman antamiin
tuloksiin, joita on jo toteutettu Orthotopixissa ja US-EPA:ssa. US-EPA:n tyodlistalla
olevien hormonien (estradioli, testosteroni ja androstenedioni) lisaksi maaritetaan
muita hormoneja (estrone, estradrioli ja progesteroni) antamaan lisdtietoa H295R-
solulinjan ominaisuuksista ja muista mahdollisista kayttotarkoituksista.

Testikemikaaleiksi on valittu H295R-solulinjalla aikaisemmin testattuja yleisesti
tunnettuja endokriinijarjestelma héiritsevié aineita; aminoglutetimidi, prokloratsi ja
forskoliini.

Aminoglutetimidi on steroidisynteesia hillitseva ladke. Sitda kaytetaan Kkliinisesti
Cushingin syndrooman ja metastasoineen hormoniherkdn rintasyovan hoitoon.
Suurina pitoisuuksina se estdd CYP11Al toimintaa pysdyttden steroidisynteesin
kolesteroliin. Pienemmat pitoisuudet estdvat CYP19:ta toimintaa véhentden
estrogeenien synteesid (Gross ym. 2007; Gibson ym. 2009). Prokloratsi on imidatsoli-
fungisidi ja sitd k&ytetdan yleisesti Euroopassa, Australiassa ja Eteld-Amerikassa. In
vitro  -tutkimuksissa sen on havaittu antagonisoivan  androgeeni- ja
estrogeenireseptoreja ja inhiboivan CYP19:ta. In vivo-hershberger -protokollassa
prokloratsin on todettu vahentdvan sukupuolielinten painoa, joka on johtanut
androgeenireseptorien sdatelemien geenien ilmenemisen muuttumiseen eturauhasessa
seka lisdantyneeseen luteinisoivan hormonin eritykseen (Vinggaard ym 2006).
Forskoliini on labteeni diterpeeni, jota tuottaa Indian Coleus kasvi (Coleus forskohlii).
Sitd kaytetdan solufysiologisissa tutkimuksissa nostamaan syklisen AMP:n (CAMP)
méaarad. Forskoliini aktivoi adenylaattisyklaasi -entsyymid ja néin lis4d cAMP:n
méaardd solun sisalla. cAMP:ta tarvitaan muun muassa hormonien negatiivisen
palautusjarjestelman aktivoimiseen proteiini kinaasi A:n avulla (Insel ja Ostrom,
2003).

Ty0 tehtiin Orthotopix -yrityksen ja Kuopion yliopiston yhteistyond. H295R solujen
viljely ja altistus kokeet tehtiin Turussa Orthotopix -yrityksessa. Hormonipitoisuudet
maédritettiin  Kuopion yliopiston Farmaseuttisen kemian laitoksella LC-MS/MS
laitteistolla.
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3. MENETELMAT

3.1.1 H295R-solujen kasvatus ja jakaminen

H295R-solujen (ATCC CRL-2128) saavuttua solupankista ne viljeltiin
keskikokoiseen solupulloon (T-75, Fisher Scientific, Lontoo, UK), niin etta soluja oli
300 000/ml ja pullo siirrettiin inkubaattoriin (37 °C 5 % CO2 normaali-ilmanpaine,
Galaxy® 170 R, New Brunswick, Lontoo, UK). Solupullon taytyttya 80 %:sti (3-4
paivan kuluttua), solut irrotettiin trypsinoimalla (1x Trypsiini-EDTA liuos,
kantaliuos: 0.5% Trypsin-EDTA (10x), Gibco, NY, USA), jonka jalkeen ne jaettiin
uuteen pulloon (T-75, 300 000 solua/ml) ja annettiin niiden tayttaa se 80 %:sti. Taméa
toistettiin kolme kertaa, jonka jalkeen solut pakastettiin nestemaiseen typpeen (600
0000 solua/ml, 8 % DMSO). Soluja heratettdessa ne viljeltiin (300 000 solua/ml)
keskikokoiseen solupulloon (T-75), ja annettiin tayttaa se 80 %:sti, jonka jalkeen ne
irrotettiin trypsinoimalla ja siirrettiin uuteen samanlaiseen pulloon. Tdm4 toistettiin
kolme kertaa, jonka jalkeen solut olivat valmiita 24-kuoppalevyille siirrettaviksi.

H295R-soluja kasvatettiin Dulbecco’s modified Eagle’s mediumissa (DMEM/HIGH,
SH3052502, Fisher Scientific, Lontoo, UK), johon oli lisétty ravintosekoitus F-12:sta
(Ham's Nutrient Mixture F12, SH3002601, Fisher Scientific, Lontoo, UK) niin, etta
lopulliset kasvatusmediumin komponenttien pitoisuudet olivat:

15 mM HEPES

6.25 ug/ml insuliinia

6.25 ug/ml transferriinia

6.25 ng/ml seleenia

1.25 mg/ml bovine serum albumin
5.35 ug/ml linoliini happoa

2.5 % Nu seerumia

24-kuoppalevyilld suoritettavia altistuskokeita (kaksi toisistaan riippumatonta
altistusta) varten H295R solut irrotettiin kasvatusalustastaan 37 °C 1x Trypsiini-
EDTA liuksella (kantaliuos: 0.5% Trypsin-EDTA (10x), Gibco, NY, USA). Irronneet
solut suspensoitiin kasvatusmediumiin niin, ettd niiden tiheys oli 300 000 solua
millilitrassa. T&té liuosta lisattiin yksi millilitra yhteen 24-kuoppalevyn kuoppaan (24-
well palte, 08-757-216, Fisher Scientific, Lontoo, UK). Solujen annettiin kiinnittya 24
tuntia (37 °C 5 % CO2 normaali-ilmanpaine) inkubaattorissa (Galaxy® 170 R, New
Brunswick, Lontoo, UK).

3.1.2 H295R-solujen altistaminen

24 tunnin esi-inkuboinnin jalkeen solut otettiin pois inkubaattorista ja niit4
tarkasteltiin valomikroskoopilla. Kuoppien tuli olla 60-70 %:sti tdynné soluja. Soluille
vaihdettiin tuore kasvatusmediumi (1ml/kuoppa), jonka jalkeen niihin lisattiin 1 pl
tutkittavaa ainetta (aminoglutetimid:545864, forskoliini: D3658, prokloratsi: 45631,
Sigma-Aldrich, Seelze, Saksa) tai kontrollina kdytettyd DMSO:ta (494437, Sigma-
Aldrich, Seelze, Saksa). Altistamisen jalkeen soluja inkuboitiin 48 tuntia (37°C 5%
CO2 normaali-ilmanpaine) inkubaattorissa (Galaxy® 170 R, New Brunswick, Lontoo,
UK).
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3.1.3 Hormonien uutto ja kvantitointi LC-MS/MS laitteella

48 tunnin inkuboinnin jalkeen soluja tarkasteltiin valomikroskoopilla ja mikali
altistetut- ja kontrollikuopat olivat 60-95 %:sti tdynné soluja jatkettiin koetta. Solujen
kasvatusmedium keréttiin (1 ml) varovasti pipetoimalla puhtaisiin lasiputkiin
(2653594, Sigma-Aldrich, Seelze, Saksa) niin, ettd pohjaan kiinnittyneet solut eivét
irronneet. Solumediumnéyte puolitettiin Orhtotopix Oy:n omia ja Kuopion yliopiston
LC-MS/MS analyyseja varten.

Lasiputkissa olevan solumediumin (0,5 ml) paélle pipetoitiin 2,5 ml MTBE:t&
(650560, Sigma-Aldrich, Seelze, Saksa) (metyylitertiddributyylieetteri) ja seosta
ravistettiin voimakkaasti yhden minuutin ajan. Orgaanisen- ja vesifaasin annettiin
erottua viisi minuuttia, jonka jalkeen ylempi orgaaninen faasi pipetoitiin uuteen
lasiputkeen. Tamé uuttoprosessi toistettiin ja saadut orgaaniset faasit yhdistettiin (2 x
2,5 ml). Naytteet kuivattiin typpivirrassa.

Kuivat ndytteet kuljetettiin Kuopioon pakastettuina. Ennen LC-MS/MS (Agilent 6410
Triple Quad LC/MS varustettuna Agilent 1200 Series Binary Pump SL pumping
system ja Agilent 1200 Autosamplerilld) analyysi&a MTBE haihdutettiin kuiviin
typpivirran avulla ja lasiputkissa olevat hormonit liotettiin 44% MeOH:n (322415,
Sigma-Aldrich, Seelze, Saksa) (200 pl) ja niihin liséttiin 440 pmol/ml D3-
testosteronia (T5536, Sigma-Aldrich, Seelze, Saksa) sisdiseksi standardiksi. Naytteet
siirrettiin uusiin ndyteputkiin niin, ettd jokaisesta naytteesté saatiin tekninen toisto (2
x 100 ul). Samalla valmistettiin jokaisesta tutkitusta hormonista standardisuora 44%
MeOH:n, joka sisélsi nelja pistettd (0,2, 0,1, 0,04, ja 0,02 nM). Kuvassa 7 on
esimerkki testosteronin standardisuorasta.

Néaytteet ja standardiliuokset injisoitiin HPLC (XBRIDGE C18 2,5ul 2,1 x 50 mm,
Waters, Milford, Massachusetts, USA) kolonniin, joka lammitettiin 45 C°, ja jossa
kéytettiin seuraavia ajoliuoksia: A; 0,025 % muurahaishappo ja B; MeOH, jossa
0,025 % muurahaishappo nousevana gradienttina niin, ettd 44 % MeOH pitoisuus
ajoliuoksessa saavutetaan kahdeksan minuutin aikana (ajonopeutena 200 pl/min).
Néaytteiden tai standardien jalkeen kolonni tasapainotettiin ajamalla ajoliuos A:ta viisi
minuuttia ennen seuraavan ndytteen ajoa. Massa-analyysissa kaytetyt parametrit on
koottu Taulukkoon 5.

Hormonien pitoisuuksia solumediumissa laskettaessa hyddynnettiin standardisuorasta
saatua suoran yhtéaloa ( Esim. testosteronille y = 28739x + 3292) ja
kromatogrammista saatua pinta-alaa seuraavasti:

Suoran yhtél6 y = 28739x + 3292
Kromatogrammin pinta-ala keskiarvo forskoliiniké&sitellylla (10 uM): 3336,26
Sijoittamalla luvut suoranyhtdl66n saadaan nédytteen sisaltdma testosteronin pitoisuus
(uM) ilman laimennuskertoimia: x= ( -3292,7+3336,26)/287396

x=0,00154010206 nM
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Laimennuskerroin 5 saadaan: 1 ml solumediumia puolitettiin ja uutettiin 5 ml:aan
MTBE:ta. (laimennos 2x ja 5x). Nayte haihdutettiin (5 ml) ja liuotettiin 200 pl:n 44 %
MeOH ja puolitettiin rinnakkaista ajoa varten (laimennos 0,25x ja 2x). T&std saadaan:

2*5*0,25*2=5

Tulos muutetaan muotoon ng/ml kertomalla laimennos kertoimella ja testosteronin
molekyylipainolla (288,2):

0,00154 nM * 5 * 288,2= 2,22 ng/ml

y = 287396x + 3292,7

Kuva 7. Testosteronin standardisuora.

Signaali
R2=0,9973
70000
60000 /
50000 /
40000 /
30000 /
20000 /
10000 g
0 T T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2

Taulukko 5. Hormonien massa-analyysissa kaytetyt parametrit.

0,25 nM

Tormays Valittu
Hormoni Mw energia m/z Fragmentointi fragmentti
Androstenedione 286,2 160 287,2 25 97
Testosteroni 288,2 160 289,2 25 97
Estrone 270,2 100 271,2 25 133
Estradiol 272,2 100 273,2 25 107
Estradriol 288,2 100 289,2 20 107
Progesteroni 314,2 100 215,2 20 109
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4. TULOKSET

4.1.1 Hormonien pitoisuudet solumediumissa

Kuvassa 8 on esitetty standardeina kaytettyjen hormonien kromatogrammit HPLC
retentioaikoineen. Kuvasta néhdaan, ettd standardit toimivat hyvin ja hormonien
retentioajat pysyvat vakiona pitoisuudesta riippumatta. Kuvaan 9 on kerétty H295R
solujen kasvatusmediumista LC-ESI-MS/MS laitteistolla analysoitujen hormonien
molekyylirakenteet, molekyylimassat, analysoidut pilkeionit ja HPLC:n retentioajat.

Hormonit erottuivat HPLC-kolonnista hydrofobisuutensa mukaan niin, etta
hydrofiilisimmat saapuivat HPLC:n detektorille ensin. Ensimmaéisend erottuu
estratrioli, jossa on kolme hydroksyyliryhmaa. Seuraavaksi erottuvat aldosteroni,
estradioli ja estroni, jotka saapuvat detektorille l&hes samanaikaisesti. Viimeisena
erottuvat testosteroni ja progesteroni. Hormonien erottumiseen HPLC-pylvéassa
vaikuttaa hydrofobisuuden liséksi niiden molekyylirakenne. Milldan tutkituista
hormoneista ei ole samaa molekyylipainoa, joten ne on helppo erottaa toisistaan
MS/MS laitteistossa.  Pilkeionien  seuraaminen on tdrkedd mahdollisten
samanmassaisten muiden aineiden aiheuttaman taustan véhentdmiseksi. Estradiolin
havaitut pitoisuudet jaivét niin pieniksi, ettd sen kvantitointi ei onnistunut.
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x10* + MRM (289.2 == 97.0) Testosteroni (T)
4

745

x10¢ + MRM (287.2 -> 97.0) Androstenedione (A)

4 6.51

X104+ MRM (273.2 => 107.0) Estradiol (E2)

4 6.65

x10¢ + MRM (271.2 > 133.0) Estrone (E1)

4 6.58

x10* + MRM (289.2 -> 107.0) Estradriol (E3)

4 4.06

0

x10* + MRM (315.2 == 109.0) Progesteroni (P)
4

31 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5

Tapahtumia vs. Retentioaika (min)

Kuva 8. LC-ESI-MS/MS standardien HPLC retentioajat.

75

7.9
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x10* + MRM (289.2 -> 97.0) Testosteroni (T)

S 7.34
0 [s]
6.46
x10° + MRM (273.2 -> 107.0) Estradiol (E2)
25 6.65 |\
0 )\
x103 4 MRM (271.2 -> 133.0) Estrone (E1)
5 6.69
0
[s]
x10% + MRM (289.2 -> 107.0) Estradriol (E3)
0
2 4.06
0 [s}
x10¢ +MRM (315.2 -> 109.0) Progesteroni (P) ?
2 7.74
0 d
3.1 3.5 4 45 5 55 6 6.5 7 7.5 7.9
Tapahtumia vs. Retentioaika (min)
Kuva 9. LC-ESI-MS/MS Ilaitteistolla  solumediumista  analysoitujen  hormonien

molekyylirakenteet, analysoidut ionit ja HPLC:n retentioajat.
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Kuvaan 10 on Kkoottu testosteronin, androstenedionin, estronin, estriolin ja
progesteronin maaran suhteellinen muutos eri endokriinijarjestelméa hairitsevilla
aineilla kahdella annoksella sekd mitatut hormonipitoisuudet nanogrammoina
millilitrassa (ng/ml).

Forskoliinin molemmilla solujen kaésittelypitoisuuksilla (1uM ja 10 uM) nahdéaéan
selvd annosvasteinen ja tilastollisesti merkitseva testosteronin, androstenedionin ja
estronin mééaran lisdéantyminen mitatuissa mediumnéaytteissa. Eniten lisdantyy estronin
pitoisuus (17-kertainen) kontrollikasittelyyn verrattuna. Seuraavaksi eniten reagoi
androstenedioni  (2,7-kertainen) ja testosteroni (1,6-kertainen). Estriolin ja
progesteronin maariin forskoliinikasittelylla ei ollut vaikutusta.

Prokloratsin kasittelyn vaikutukset nakyvat selvasti H295R solulinjassa. Niin
androstenedionin, estronin kuin testosteronin pitoisuudet laskevat selvasti molemmilla
prokloratsin (0,3 pM ja 3 pM) annoksilla kontrollikasittelyyn verrattuna. Toisaalta
prokloratsin vaikutukset progesteronin maaraan ovat péinvastaiset. Progesteronin
méaard liséantyy aina 1,7-kertaiseksi kontrolliin verrattuna. Estriolin pitoisuuteen
proklaratsinilla ei ollut vaikutusta.

Aminoglutetimidi vahensi androstenedionin, estronin ja testosteronin pitoisuutta
solumediumissa niin kuin prokloratsini mutta vaikutus oli v&hdisempi. Tilastollinen
merkitsevyys saavutettiin vasta korkeimmalla (50 uM) annoksella. Aminoglutetimidi
oli ainoa aine, joka aiheutti selvid muutoksia estriolin pitoisuuksissa, silld sen
vaikutus lisdéntyi aina 2,7-kertaiseen asti verrattuna kontrolliin. Progesteronin
mé&ar&dén aminoglutetimidikasittelyll ei ollut tilastollisesti merkitsevéé vaikutusta.
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Muutos suhteessa DMSO:hon (fold)

Muutos suhteessa DMSO:hon (fold)

Muutos suhteessa DMSO:hon (fold)

15

10

Testosteroni

2,2 ng/mil
e
1,8 ng/fmi
*

14 |
ng/m 1,3ng/ml|

0,8 ng/ml
e

0,2 ng/ml
*EH 0,1 ng/ml
ERE

DMSO 0,1 %  FOR1pM FOR 10 uM FRO 0,3 pM PRO 3 pM AMG 10 pM AMG 50 pM

Androstenedioni

86,4 ng/ml
FER

36,2 ng/ml 35,9 ng/mi

23,8 ng/mi

%

0,9 ng/mi
*E%

DMSO 0,1 %  FOR 1 pM FOR 10 pM PRO 0,3 uM PRO 3 uyM AMG 10 pM  AMG 50 pM

Estroni
20 48,7 ng/ml

*H¥

32,3 ng/mil
#HH

0,6 | 1,0 ng/fml
2,8 ng/ml enoml - 0Snaml g am
1 a3 E2 23
- i T |

DMSO0,1% FOR1pyM  FOR10pM  PROD3IWM  PROI WM  AMG 10 M AMG 50 pM

(fold)

(fold)

Estrioli
2,4 ng/mi
k.22 3
3 I
1,6 ng/ml
2 *
1,1 ng/ml
0,9 nafm g 1,1 ng/mi
0,8 ng/mi
1
0
DMSO 0,1 % FOR1puM  FORI0WM  PROO3I pM  PROIpM  AMG 10 pM  AMG S0 pM
Progesteroni
) 3,0 ng/mi
2,9 ng/ml R
#H%
1,7 ng/mi 1,8 ng/ml
.I 1,6 ng/ml

1,5 ng/ml 1,4 ng/mil

DMS00,1% FOR1uyM FOR10pM PROO,3pM  PRO3pM  AMG 1D pM  AMG 50 uM

Kuva 10. Testosteronin, androstenedionin, estronin, estriolin ja
progesteronin suhteelliset muutokset DMSO kontrolliin verrattuna. Kuvaan
on merkitty solumediumista mitattu hormonipitoisuus (ng/ml) ja
tilastollinen merkitsevyys suhteessa kontrolliin kahden otoksen Studentin t-
testid kayttden (p >0,05 =*, p > 0,01 = ** ja p > 0,001 = ***),
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5. Pohdinta

H295R-solujen viljely Orthotopix-yrityksessa Turussa onnistui hyvin vaikka
solulinjaa ei voida pitdd perinteisend jatkuvana solulinjana vaan vaatii
erityisjérjestelyja. Solujen altistus suoritettiin kolmella valitulla hormonitoimintaa
hairitsevalla aineella kahdessa pitoisuudessa ja kantaja-aineella ongelmitta.
Analysoitavien hormonien uutto solujen kasvatusmediumista tehtiin Orhtotopixin
tiloissa. Tarkasteltaessa uuttotehokkuuksia (dataa ei ndytetd) saavutettiin 83 % saanto.
Néytteet kuljetettiin kuivajaahan pakattuna Kuopioon analysoitavaksi HPLC-MS/MS
laitteistolla.

Néaytteiden uudelleen liottamisen jalkeen ne analysoitiin HPLC-MS/MS laitteistolla.
HPLC-erottelu  perustuu  kantajaliuoksen ja analyyttien vuorovaikutukseen
kromatografiapylvéén seindmien kanssa. Tarkasteltaessa HPLC:n detektorin antamia
histogrammeja voidaan todeta, ettd analysoidut hormonit eivét erottuneet taysin
toisistaan. Parhaiten tdma nahdaan aldosteronin, estradiolin ja estronen kohdalla, jotka
tulivat HPLC-kolonnista lahes samanaikaisesti. Toinen selvd ongelma hormonien
erottumisessa kolonnissa oli progesteronin kohdalla, silld se jai saapumatta kokonaan
analysaattorille  ennen analyysiajon loppua. Hormonien erottumista
kromatografiapylvaasta voitaisiin  pyrkid parantamaan muutamalla ajoliuosta,
ajoliuoksen gradienttia tai pylvaan ominaisuuksia. Pahimmat ongelmat kuitenkin
olivat estradiolin kohdalla silld sen detektio epdonnistui. Syynéd t&dhan voisi olla
estradiolin alhainen pitoisuus solumediumissa tai estradiolin kemiallinen reagoiminen
uutossa tai ajoliuoksessa olevien yhdisteiden kanssa.

Ainoa selvd ongelma, joka pitdisi ratkaista ennen kuin LC-MS/MS menetelméa
voidaan kayttdd hormonien maarittdmiseen H295R-solulinjan kasvatusmediumista, on
estradiolin  maéarittdminen. HPLC-ajossa optimoimisen kohde olisi progesteronin
saaminen aikaisemmin analysaattorille, silla aldosteroni, estradioli ja estrone voidaan
erotella MS/MS laitteistolla niiden eridvien ldhtdionimassojen ja pilkeionien avulla.
HPLC erotus toimi erittdin hyvin estratriolille ja testosteronille. Tehtéessa tata
tutkimusta HPLC kolonnin ominaisuudet oli optimoitu eri analyysid varten, joten
saatua tulosta voidaan pitaa oikein hyvana.

Muita ongelmia aiheutti isotooppileimattu testosteronistandardi, jota lisattiin
naytteeseen analyysin monitoroimiseksi. Leimatun testosteronin signaali ei pysynyt
vakiona vaan analyysin loppua kohti signaali heikkeni selvasti. Téman takia
progesteronin  kvantitatiiviseen tulokseen pitd4d suhtautua varauksella. Té&sta
huolimatta muista hormoneista saatuja kvantitatiivisia tuloksia voidaan pitda
jokseenkin luotettavina. Vaikka progesteronin absoluuttinen kvantitointi ei
onnistunutkaan voidaan eri kasittelyjen vaikutusta progesteronitasoihin arvioida
suhteellisina muutoksina kontrolliké&sittelyyn verrattuna hyvinkin luotettavasti, mika
koskee myds muita madritettyja hormoneja.

Tama on ensimméinen tutkimus, jossa HPLC-MS/MS laitteistolla on kvantitoitu
hormonien pitoisuuksien muutokset tunnettujen hormonitoimintaa hairitsevien
kemikaalien vaikutuksesta H295R-solulinjan mediumista. Menetelma toimi lupaavasti
vaikka kaikkien hormonien kvantitointi ei onnistunut taysin.
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Perinteiseen ELISA-menetelméén verrattuna HPLC-MS/MS menetelma on halpa ja
nopea, jos tarkoituksena on analysoida useampaa kuin kahta hormonia silla
immuunianalyysiin perustuvat valmiit kitit ovat suhteellisen kalliita. Tosin HPLC-
MS/MS laitteiston hankkiminen on suuri investointi ja sen kdyttdmiseen tarvitaan
erityisosaamista, jota ELISA Kkittien kdytdssa ei tarvita. Tarvittava ndytemé&ard on
pienempi HPLC-MS/MS menetelméssd, koska samasta naytteestd voidaan méaarittaa
useampi hormoni yhden ajon aikana, kun taas ELISA:ssa jokaista hormonia varten on
tilattava oma maéarityskittinsa. ELISA vasta-aineiden tiedetddn reagoivan muihin
samankaltaisiin ~ hormoneihin  aiheuttaen  taustaa  analyysiin.  Tutkittaessa
hormonitasojen muutoksia on tarkedd olla varma minka hormonin pitoisuus todella
muuttuu. Taméan liséksi elainnaytteitd analysoitaessa mahdollisten ristiin reagoivien
hormonien méara kasvaa lisaten epatarkkuutta. HPLC-MS/MS laitteistolla voidaan
valttdd monet néistda ongelmista silla HPLC-MS/MS-analyysi perustuu molekyylien
yksilollisiin kemiallisiin- ja fysikaalisiin ominaisuuksiin.

ELISA -menetelmén hyvind puolina on sen teknisen toteuttamisen helppous seké
runsaasti saatavilla oleva historiallinen taustatieto. MS/MS -tekniikan kaytossa
korostuvat useiden hormonien ja hormonindytteiden analysoiminen pienesté
néytetilavuudesta sekd varmuus tutkittavien aineiden mittaamisesta.

Verrattaessa tuloksia muihin  tutkimuksiin  huomataan, ettd absoluuttisten
hormonipitoisuuksien mittaaminen ei ole mielekastd, silla ne vaihtelevat suuresti eri
lahteiden valilla ilmeisesti eroavien solujen kasvatusolosuhteiden takia (Hecker ym.
2006). Tama sama ongelma havaittiin nyt tehdyssd tutkimuksessa. Vertailemalla
useiden laboratorioiden tuloksia on huomattu, ettd suhteelliset vasteet ovat
huomattavasti toistettavampia ainakin testosteronin ja estradiolin osalta altistettaessa
solut forskoliinille ja prokloratsinille (Hecker ja Giesy, 2008).

Jotta  H295R-steroidigeneesitestin  tuloksia  voisi  k&yttdd  kemikaalien
riskinarvioinnissa, on US-EPA maéérittanyt tietyt reunaehdot solulinjalle ja hormonien
mittausmenetelmaélle. Niihin kuuluvat testosteronin ja estradiolin perustasot (2 ng/ml
tai enemman testosteronille ja estradiolille 0,08 pg/ml tai enemman). Taman liséksi
forskoliinialtistuksella (10ptM) on saatava kaksinkertainen kasvu testosteroniin ja 15-
kertainen kasvu estradioliin ndhden. Tamén liséksi prokloratsinialtistuksen (3uM)
pitéé tuottaa kaksinkertainen lasku testosteroniin ndhden ja tdman lisdksi estradiolin
maarén pitaa olla alle 0,03 ng/ml (Hecker ym 2010).

Ainoa hormoni, joka on mukana US-EPA:n validointitydssa ja tassa tutkimuksessa oli
testosteroni. Vaikka testosteronilla ei saavutettu US-EPA:n vaatimaa 2 ng/ml
peruspitoisuutta on tulos silti lupaava (1,4 ng/ml). Matalaksi jaénytta pitoisuutta voisi
selittdd testosteronin mittausmenetelman erolla, silld US-EPA:n raja-arvot ovat
madritetty ELISA menetelmida kayttden. MyoOs yhdeksi validiteetin kriteeriksi
asetettua kaksinkertaista muutosta foskoliinialtistuksessa (10pM) ei saavutettu.
Madritetty muutos oli melko lahell& kriteerid (1,6-kertaa) ja muutos on tilastollisesti
merkitseva. Positiivisena tuloksena saavutettiin testosteronin vaadittu kaksinkertainen
pitoisuuden lasku altistettaessa prokloratsinilla (3uM). Vaikka estradiolin maaritys ei
onnistunut voidaan pitdd estronin tuloksia ainakin jokseenkin verrattavissa
mahdollisiin muutoksiin estradiolin pitoisuuksissa. Forskoliinilla (10uM) tapahtunut
kertalukumuutos on yli 15-kertainen, eli vaadittavalla tasolla. Muita merkittavia
tuloksia saatiin progesteronin osalta, jossa havaittiin selvéa tilastollisesti merkitsevéa
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kasvua molemmilla prokloratsinipitoisuuksilla. Tam& vahvistaa testosteronin ja
estronin tulosten oikeellisuutta.

Hormonitasojen mittaamisen lisdksi H295R-solulinjalle kehitetty standardisoitu
testiprotokolla tarjoaa arvokasta tietoa kemikaalien tai l&d&keaineiden vaikutuksista
CYP-entsyymien geenien ilmentymisesta ja aktiivisuudesta. Naiden kahden eri
paatepisteen ymmartdaminen on elintarkedd, jotta voidaan kehittdd malleja, joilla
selvitetddn kemikaalien aiheuttamia endokriinijarjestelman hairiditd. Saatua
menetelméd ja siitd saatuja kokemuksia voitaisiin kéyttdd lainsaadanndollisiin
tarkoituksiin arvioitaessa kemikaalien aiheuttamaa riskiéd ihmiselle ja luonnolle.
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