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Suuressa osassa rakennuksia ilmenee jossain niiden elinkaaren aikana kosteusvaurioita,
joissa wusein havaitaan mikrobikasvustoa. Kuivuessa mikrobipartikkelit saattavat
emittoitua kasvustosta sisdilmaan ja dormantit partikkelit saattavat pédédtyd néin
hengitysteihin. Rakennusten mikrobivaurioiden ihmiseen vaikuttavat altistusmekanismit
on yleisesti luokiteltu kolmeen eri kategoriaan; suoraan organismin infektioon,
allergiseen tai ei-allergiseen immuunireaktioon sekd toksisuuden aiheuttamiin
reaktioihin. Sisdilmaongelmien yhteydessd, allergisissa ja ei-allergisessa reaktiossa
esiintyy usein hengenahdistusta, yskdd ja myos laaja kirjo hengitysteiden sairauksia,
kuten bronkiitteja ja astmaa. Kosteusvauriomikrobien aiheuttamien oireiden tarkkaa
syntymekanismia ei tunneta. Tutkimusta tarvitaan lisdd niin synnynndisen kuin
adaptiivisen immuunijdrjestelmén tekijoiden alueella haitallisten mikrobien altistumisen
yhteydessa

Tamén tutkimuksen tarkoituksena on saada parempi késitys haitallisten mikrobien
vaikutuksesta ihmisten immuunijérjestelmén reaktioihin sekd auttaa ymmaértamaén niiden
vaikutusta terveyteen sekd sitd, miten niitd pystyttdisiin korjaamaan, lievittiméén tai
ennalta ehkdisemédn. Tutkimuksen tavoitteena on aiemman tutkimuksen aineistoja ja
menetelmid hyddyntden tutkia kosteusvauriomikrobeille altistumisen vaikutusta
immunologisiin vasteisiin.

Tutkimuksessa  kosteusvauriomikrobeille  altistuneiden  ja  altistumattoman
referenssiryhmén seerumindytteisti mitattiin useita eri immunologisia parametreja
ELISA- (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) menetelmid hyddyntéen.
Mielenkiinnon  kohteena olivat totaali sekd haittamikrobien itidspesifiset
immunoglobuliini  IgE-tasot, kiertdvit immuunikompleksit (CIC)-tasot seka
proinflammatoriset sytokiinit IL-1f ja TNF-a seerumitasot. Néiden lisdksi tutkimuksessa
mitattiin seerumin IgM-Escherichia coli-lux (E. coli-Lux) -tasoja. IgM-E. coli-lux-
mittauksien tavoitteena oli  selvittdd aiemmassa tutkimuksessa havaittujen
mikrobivauriokohteissa oleskelleiden yksiloiden E. coli-lux:ia kohtaan olevien
komplementin epéspesifisten aktiivisuuksien alkupera.

Tdmidn tutkimuksen perusteella mikrobivauriokohteissa oleskelleilla henkildilld oli
ryhmatasolla tilastollisesti merkitsevésti kohonneet veren seerumi CIC-tasot verrattuna
verrokkiryhmaldisiin. E. coli-lux ja sytokiinimittauksissa ei havaittu ryhmien valilld
tilastollisesti  merkitsevid eroja. IgE-mittausmenetelmdd ei saatu halutulle
herkkyystasolle, jonka vuoksi IgE-mittauksia ei tehty.

Tulevaisuudessa CIC-EIA-maédérityksia voitaisiin kayttad yhtend
mikrobivaurioaltistumisen todentamismenetelmédné. Tulevissa tutkimuksissa voitaisiin
perehtyd muiden komplementin komponenttien tasojen vertailuun, CRP-tasojen
mittaamiseen ja IgE-mittauksien ulkoistamiseen ja saadun datan analysointiin.
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1. Kirjallisuuskatsaus

1.1. Kosteusvauriot ja niiden alkupera

Rakennukset voivat olla usein kéytossd kymmenistd vuosista satoihin vuosiin.
Rakennusten ympéristd ja ihmisen arkipdivdinen eldminen vaikuttavat rakennusten
sisdiseen sekd ulkoiseen kuntoon. Yksi monista rakennukselle aiheutuvista haitoista on
kosteusvaurioiden syntyminen. Kosteusvaurio voi syntya tai aiheutua monista syisti
kuten, sateen, pohjaveden, ilmastoinnin, mark&huoneiden, huonon putkiston, korkean
ilmankosteuden aiheuttaman kondensaation sekd ihmisten aiheuttamien aktiviteettien
vuoksi (Institute of Medicine (US) 2004; Andersen ja muut 2011). Suuressa osassa
rakennuksia ilmenee jossain niiden elinkaaren aikana kosteusvaurioita ja sen myd6td usein
mikrobikasvustoa (Institute of Medicine (US) 2004; Afshari ja muut 2009). Rakennuksen
kosteusvaurio on maédritelty miksi tahansa ndkyviksi, mitattavaksi tai havaittavaksi
liiallisen  kosteuden  aiheuttamaksi  rakennukselliseksi  ongelmaksi,  kuten
mikrobikasvuston esiintymiseksi, vuodoksi, rakennusmateriaalin hajoamiseksi, homeen
hajuksi tai suoraan mitattavaksi ylimédrdiseksi kosteudeksi (Afshari ja muut 2009)
Mikrobikasvustoissa voi esiintyd homeita, bakteereita sekd hiivoja (Institute of Medicine
(US) 2004; Afshari ja muut 2009). Useimmissa vaurioissa 16ytyy kaikkia néiti

mikrobeita.

1.1.1. Kosteusvaurioiden yleisyys Suomessa ja Euroopassa

Puhdas sisdilma on luokiteltu perusihmisoikeudeksi vasta vuonna 2000 toukokuussa
jarjestetyssd WHO:n European Centre of Environment and Health kokouksessa (Melhave
ja Krzyzanowski 2000). Puhtaan sisdilman takaaminen on WHO:lle tirked tavoite, silld
thminen viettdd sisitiloissa valtaosan, osa jopa 90 %, elaméstddn (Horve ja muut 2020).
Suurimmassa vaarassa ovat kosteusvauriokohteissa oleskelevat riskiryhmét. Usein
vaurioita esiintyy julkisissa rakennuksissa, pdivikodeissa, kouluissa, sairaaloissa sekd
hoitokodeissa (Afshari ja muut 2009). Néin ongelmista eniten kérsivit lapset, sairaat ja
vanhukset sekd julkisen sektorin tyontekijit. WHO onkin laatinut yleisen ohjeistuksen

hyvén sisdilman takaamiseksi (Afshari ja muut 2009).

Rakennusten kosteusvauriot ovat maailmanlaajuinen ongelma. Saksan Fraunhoferin-
instituutissa Susanne Urlaub:in ja muiden (2016) tekeméssd raportissa "Mould and
dampness in European homes and their impact on health” vertailtiin Euroopan valtioiden
kosteusvaurioiden méérid toisiinsa. Eniten vaurioita esiintyi meriveden ldheisyydessd

Portugalissa, Italiassa ja Kyproksella. Kosteusvaurioituneimpien valtioiden joukosta
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16ytyy myds védhdvaraisempia Itd-Euroopan valtioita: Slovenia, Unkari sekd kaikki
Baltian maat. Pohjoismaat, kuten Suomi, Ruotsi, ja Norja, sijoittuivat vihiten
rakennusvaurioita kérsineiden maiden joukkoon. Urlaubin raportissa Suomi sijoittui
ykkossijalle. Toisen vuonna 2019 tehdyn tilastollisen kyselyn perusteella EU:n
kosteusvauriokeskiarvo on 13,1 %, joka on huomattavasti korkeampi kuin Suomen
vastaavaluku 4,1 % (Eurostat 2019). Suhteellisen pieni vaurioprosentti ei kuitenkaan
korreloidu suoraan suomalaisten mikrobivaurioaltistumisen kanssa. Suomessa vuonna
2017 tehdyn FinTerveys-kyselyn mukaan noin 170 000 suomalaista tydikdistd on
altistunut kotonaan ja noin joka viides tyOpaikallaan huonolle sisdilmalle viimeisen 12 kk
aikana (Koponen ja muut 2018). FinTerveys tutkimuksen mukaan sukupuolella on vélid
oireiden tunnistuksessa. Kyselyssa naisilla oireilut ovat yleisempid kuin miehilla ja naiset

hakeutuvat herkemmin laédkériin sisdilmaan liittyvien oireiden vuoksi.

1.1.2. Haitalliset komponentit kosteusvaurioiden aiheuttamissa
mikrobikasvustoissa

Rakennuksilla on oma yksilollinen mikrobiominsa ja niin jokaisen kodin ja tyopaikan
mikrobijalanjilkien véleilld 10ytyy eroavaisuuksia (Horve ja muut 2020). Mikrobit voivat
olla sienid, hiivoja ja/tai bakteereita. Usein vauriokohdasta ja kohteesta 16ytyy useita tai
kaikkia niitd. Mikrobien kasvun mahdollistaa ja kithdyttdd kosteat ympéristot ja jopa
lievat kosteusvauriokohteet ovat lajeille oiva kasvuympaéristd (Taulukko 1.) (Afshari ja
muut 2009). Kosteusasteen kohotessa sisétilat antavat kasvumahdollisuuden aina uusille
mikrobilajikkeille, ja  siksi kosteammissa olosuhteissa  havaitaan yleensd

biodiversiteetiltdén laajoja mikrobikasvustoja.



Taulukko 1. Mikrobilajikkeiden kasvulle tarvitsemat kosteusaste.

Taulukkoon kerdtty kolme eri kosteusastetta sekd nithin kuuluvia esimerkki kategorioita ja mikrobilajeja. Taulukon
alla selitteet. (Afshari ja muut 2009).

Kosteusaste * Mikro-organismi kategoriat | Esimerkki mikrobilaji
b

Korkea Hydrofiilit Aspergillus fumigatus

(aw, > 0.90; ERH, > 90 %) Aktinobakteerit Streptomyces Albus

Keskitaso Toisen asteen kolonisaattorit | Aspergillus versicolor
(12°C)

(aw, 0.80-0.90; ERH, 80-90

%) Rhizopus oryzae

Matala Xerofiilit Aspergillus versicolor
(25°C)

(aw, < 0.80; ERH, < 80 %)

Penicillium expansum

a = Vaadittu kosteusaste mikro-organismin kasvulle
b = kosteusasteessa kasvava esimerkki mikro-organismi kategoria
aw= vesiaktiivisuus (engl. water activity)

ERH = suhteellinen kosteus (engl. equilibrium relative humidity)

Kuivuessaan mikrobikasvustot saattavat emittoida mikrobipartikkeleita, kuten rihmastoa
ja 1ti6td, sisdilmaan. Nédin ndmd dormantit partikkelit saattavat paityd hengitysteihin.
(Reponen ja muut 1998; Holme ja muut 2020.) Lisédksi kasvustot voivat erittdd muita
thmisen terveydelle haitallisia aineita, esimerkiksi sekundéddri metaboliitteja, toksiineja,
B-glukaaneja sekd metaania siséltdvid haihtuvia orgaanisia yhdisteitd (Afshari ja muut

2009; Salo ja muut 2019).

Kosteusvaurioiden aiheuttamista mikrobikasvustoista voi 10ytyd suuri méiré eri lajeja, ja
vauriokohteissa oleskelevat yksilot voivat altistua yhden tai useamman haittatekijén
vaikutukselle. Useiden lajien emittoimien komponenttien synergiavaikutus terveyteen

voi olla suurempi kuin yksittdisen vauriomikrobien haittojen summa. (Cox-Ganser 2015).

Kosteusvaurioiden  terveydellisten  haittojen  tutkimukset usein  kohdistuvat
mikrobikasvustojen vaikutukseen ihmisten yleiseen terveyteen, yla- ja alahengitysteiden
tautien kehittymiseen, atooppiseen ihottumaan, astmaan ja muihin allergisiin reaktioihin
(Nevalainen ja Seuri 2005; Pekkanen ja muut 2007; Cox-Ganser 2015; Putus 2016; Zhang
jamuut 2016; Jarvi ja muut 2018; Huttunen ja muut 2019; Atosuo ja muut 2020a; Holme



ja muut 2020). Haitalliset terveysvaikutukset ovat usein samanlaisia vertailtaessa eri
maiden tapauksia, vaikka kosteusvaurioiden péddaiheuttajat vaihtelevat maantieteellisen

sijainnin ja kulttuurien mukaan (Nevalainen ja Seuri 2005).

On monia syitd, miksi tietty mikrobiaalinen vaikuttaja on syytd tunnistaa. Yksi syy on
tutkimuksesta saatavien tietojen jatkosoveltaminen. Jos esimerkiksi mikrobikasvustosta
tunnistetaan astmaa aiheuttava komponentti, voidaan tutkimus keskittdd timéan mikrobin
analysointiin. Spesifisemmassé tutkimuksessa voidaan keskittyd kyseisen komponentin
vaikutusmekanismeihin, sen yleisiin terveydellisiin vaikutuksiin, niiden estimiseen tai
lieventdmiseen ja lopulta niiden torjumiseen (Jayaprakash ja muut 2017). Haittatekijén
tunnistaminen voi auttaa myos tulevien rakennusten rakentamisessa ja huollossa.
Tunnistettua haitta-aiheuttajaa kohtaan voitaisiin kehittdd diagnostisia tyokaluja, joilla
patogeeni tunnistettaisiin jo kohteessa. Tyokaluilla voitaisiin monitoroida mikrobien
kehitystd ja yhdistdd ne ihmisten terveyteen sekd niilld pystyttdisiin arvioimaan

rakennuksen kosteusvaurioasteen vakavuutta helpommin. (Jayaprakash ja muut 2017.)

Yhtend tdmian tutkimuksen ldhtokohtana on selvittdd Streptomyces albus-, Penicillium
expansum- sekd  Aspergillus versicolor-lajien itidille altistumisen vaikutuksia
immunologisiin  vasteisiin. N4&itd lajeja on l0ydetty Suomessa esiintyvistd
kosteusvauriokohteista ja ne ovat yleisesti kiytettyjd kosteusvaurioindikaattoreita
(Institute of Medicine (US) 2004; Jayaprakash ja muut 2017; Salo ja muut 2019; Atosuo
ja muut 2020b).

1.1.2.1 Tutkimuksessa kasiteltdvit mikrobilajit

P. Expansum on sienilaji, joka parhaiten tunnetaan sen omenille, hasselpahkinéille seka
persikoille aiheuttamasta sadonkorjuun jélkeisestd sairaudesta sinisestd homeesta (Salo ja
muut 2019; Luciano-Rosario ja muut 2020). Elintarvike haittojen lisdksi rihmasieni P.
Expansum:ia on havaittu kosteusvauriokohteissa, joissa kostea kasvualusta mahdollistaa
sienisolujen jakautumisen, itdmisen, sekunddiri metaboliittien synteteesin ja sittemmin
haihtuvien orgaanistenyhdisteiden emittoimisen (Kistler ja Broz 2015; Salo ja muut
2019). Syntetisoidut sekundédri metaboliitit, kuten kommunesiinit ja kaetoglobosiineja,
kulkeutuvat solujen pinnalle, josta ne haihdutetaan nesteméisend eritteend sisdilmaan
(Salo ja muut 2019). P. Expansum:in optimi kasvuympdiristd on huoneenlammaossa 15—

25°C asteessa ja laajassa pH ympéristossd (Tannous ja muut 2016).

Aspergillus on Penicillium:in tapaan maaperéstd, kasvustoissa ja pilaantuvista

elintarvikkeista 10ytyva rihmasieni laji. (Andersen ja muut 2011; Piontek ja muut 2016).



Aspergillus -lajia voi 10ytyd luonnosta jyvistd ja siemenistd saprotrofina toimivana
sienend, ja sisitiloista kosteusvaurioiden aiheuttamista homeista, ilmastointilaitteista seka
polyistd (Andersen ja muut 2011). A. versicolor kasvaa laajassa ympiristossd kasvaen
parhaiten 20-30°C ldmpotilassa, mutta se kestdd jopa 4°-40°C lampdétilan ja laajan pH
vaihtelun, mukaan lukien eméksisen 2.1. pH:n kasvuympéristé (Mousavi ja muut 2016;
Piontek ja muut 2016). 4. versicolor on patogeeninen, ja se aiheuttaa mm. eldimille
aspergilloosia helposti hengitysteihin paityvien pienien itididen vuoksi (Hoog ja muut

2001).

Penicillium ja Aspergillus ovat haittavaikutustensa sekd yleisyytensd vuoksi kaksi
ekonomisesti vaikutusvaltaisinta seké yleisintd homeista 10ytyvéé sienilajia (Houbraken
ja muut 2014). Lajien lisddntyminen sisdilman mikrobiassa on tutkimuksissa yhdistetty

rakennusten kosteusvaurioitumiseen (Adams ja muut 2020).

Néiden sienten lisdksi maaperdbakteeri S. albus:ta on 16ydetty sisétilojen pdlyndytteistd
(Reponen ja muut 1998). Aktinobakteereihin kuuluva S. Albus:sin toiminta muistuttaa
sienilajikkeiden eldmééd. Kuten sienet S. albus tuottaa ilmaan hengitysteitd drsyttavia

kuivuneita iti0itd ja jakaa elinymparistodin sienten kanssa (Reponen ja muut 1998).

1.1.3. Kosteusvaurioiden yhteydessd todennetut terveyshaitat

Jo muinaisilla roomalaisilla oli selkeét ohjeet siitd, miten rakennus tulisi rakentaa, jotta
rakennuksista saatiin elinkelpoisia. Ohjeita noudattamalla véltettiin rakennusvirheiti,
jotka olisivat mahdollisesti voineet aiheuttaa rakennusvaurioita ja niiden seurauksena
terveyshaittoja. Nykypdivéni talojen hyvén sisdilman takaamiselle on selvit ohjeet, joita
noudattamalla véltetdén niin tapaturmia kuin rakennusten ennenaikaista vaurioitumista

(Afshari ja muut 2009).

Viistamattomien vaurioiden synnyttyd, mikrobivauriorakennukset altistavat niiden
kayttdjat erilaisille terveyshaitoille. Vauriorakennuksen aiheuttamat altistusmekanismit
on yleisesti luokiteltu kolmeen eri kategoriaan: mikrobin aiheuttamaan suoraan
infektioon, allergiseen- tai ei-allergiseen tulehdusreaktioon sekd toksisuuden
atheuttamiin reaktioihin. Naissd reaktioissa yksilo altistuu korkeille mikrobimairille ja
myrkyllisille komponenteille, kuten proteaaseille ja mykotoksiineille (Holme ja muut
2020). Allergisessa ja ei-allergisessa reaktiossa esiintyy hengitysteiden oireita kuten
kaheyttd, yskdd, tukkoisuutta, allergiaa ja astmaa sekd muita vakavia hengitysteiden

sairauksia (Hyvirinen 2002; Edmondson ja muut 2009; Zhang ja muut 2016; Holme ja
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muut 2020). Suoran vaikutuksen lisdksi kosteusvauriomikrobit voivat herkistdd muille

tavallisille hengitysteiden infektioille.

Ihmisen hengityselimet ovat yksi suurimmista immunologisista porteista, joka on
yhteydessd ulkomaailmaan (Martin ja Frevert 2005). Hengityselimiin kuuluvat nend,
suunielu, kurkunpdd, hengitystiet sekd keuhkojen hengityspinta-alat (Aristizabal ja
Gonzalez 2013; Haddad ja Sharma 2019). Hengityselinten pinta-ala on yli 60 kertaa
laajempi kuin kehon ulkoinen pinta-ala, johtuen hengityselinten monimutkaisesta
rakenteesta. Noin 300 miljoona alveolia eli keuhkorakkulaa muodostavaa 120 m?
kokoisen kudospinta-alan, joka on jatkuvasti ymparistotoksiinien altistuksen kohteena.
(Aristizébal ja Gonzalez 2013; Haddad ja Sharma 2019). Hengitysilman kautta kulkevat

toksiinit ja mikrobipartikkelit pdédsevit titd kautta helposti kontaktiin siséelinten kanssa.

Mikrobien haittavaikutuksiin perustuvat tutkimukset késitteleviat usein ulkoilmassa
olevien mikrobien haittavaikutuksia ja sisdtutkimukset ovat jadneet taka-alalle (Holme ja
muut 2020). Sisitiloissa esiintyvid mikrobikasvustoja on tutkittu niin kvantitatiivisesti
kuin kvalitatiivisestikin; vauriokohteiden mikrobikasvustoesiintymien méérid sekd
biodiversiteettid on tutkittu kansainvélisesti. Tehtyjen tutkimusten paitelmét ovat olleet
osin ristiriitaisia ja tulokset ovat vaihdelleet tutkimusten vililld. Tdmén hetken tiedoilla
ei ole pystytty osoittamaan, mitké epdpuhtaudet tai niiden yhdistelmét olisivat haitallisten
terveysvaikutusten aiheuttajia. (Cox-Ganser 2015; Jayaprakash ja muut 2017.)
Ristiriitaisten tuloksien pohjalta ei ole pystytty luomaan vahvaa linkkid
kosteusvauriokohteissa ilmenevien mikrobikasvustojen ja terveyshaittojen syy-seuraus-

suhteelle (Jayaprakash ja muut 2017).

Ristiriitaisista tuloksista huolimatta, sisdilmaa ja sen terveysvaikutuksia tutkitaan yha
enemmadn. Suomessa vuosittain pidettdvd Sisdilmastoyhdistyksen sisdilmaseminaari
kokoaa alan tutkijat yhteensd. Vuoteen 2021 mennessd jo 36. kertaa jérjestetyssd
sisdilmastoseminaarissa  kisitellddn  aiheita, jotka  liittyvdt sisdilmaan ja
sisdilmaongelmarakennuksiin. Seminaarien aiheet vaihtelevat sisdilmasto/ilma-
ongelmien yleisyydestd ja riskikésityksestd kemiallisten ja hiukkasmaisten
epdpuhtauksien vaikutuksiin seké sisdilmamikrobien tutkimista ja altistumisen arviointia
ja sisdilman laadun varmistamisen valilli. Seminaarin tarkoituksena on jakaa tietoa
sisdilmaongelmista ja antaa alusta tutkijoille esittdd tutkimustuloksiaan sekd havaintojaan

todellisista kohteista seki case-esittelyja. (Sisdilmayhdistys 2020.)
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Tutkimuksissa on osoitettu, ettd altistuminen mikrobivaurioille nostaa itidspesifisen
IgG:n ja alaluokkien mddrdd ja aiheuttaa epispesifisti komplementtisysteemin
aktivaatiota (Atosuo ja muut 2020b; Atosuo ja muut 2021). Nami seikat viittaavat
vaurion aiheuttamaan subkliiniseen tulehdustilaan, joka pitkddn jatkuessaan saattaa
aitheuttaa tilankayttdjdlle sairastumisen riskin. Lisdksi kosteusvauriokohteissa olevien
mikrobilajien Penicillium, Aspergillus, Cladosporium ja Alternaria ldsndolo on
ryhmaétasolla yhteydessé astman kehittymiseen mikrobivaurioille altistuneiden yksildiden
kohdalla (Cox-Ganser 2015). Allergeeneja tutkittaessa on todettu, ettd varhaisessa
kasvussa olevien lasten altistuminen kosteusvaurioille lisdé riskié sairastua ei allergiseen
astmaan. Mikrobivaurioille altistuminen yleisesti aiheuttaa lapsille ja nuorille
pitkittyneitd tulehdustiloja, jotka voivat johtaa astmaan tai muihin tulehduksen

aiheuttamiin sairauksiin. (Thacher ja muut 2017).

Yhdessd sisdilmastoseminaarissa esitetystd tutkimuksessa on osoitettu, ettd
mikrobivauriorakennuksessa tilankayttdjien keuhkofunktiot laskevat huomattavasti ja
usein palautuvat ennalleen siirryttdessd esim. viistotiloihin tai uuteen rakennukseen.
Myds tilan kéyttdjien oireilu parani samassa suhteessa siirryttdessd puhtaampiin tiloihin.
(Vilén ja muut 2020.) Kuitenkin osalla tutkimukseen osallistuneista henkildisté
keuhkofunktiot eivdt parantuneet, vaan heille vauriokohde aiheutti kroonisen

keuhkofunktioiden aleneman. (Pdivinen ja muut 2020).

1.2. IThmisen immuunijérjestelma

Ihmisten immuunijérjestelmén voidaan jakaa kahteen osaan; synnynndiseen- sekd
hankittuun immuunijarjestelmdédn (Kuva 1.). N&mi osat voidaan edelleen jakaa
humoraaliseen eli liukoiseen sekd soluvilitteiseen alaluokkaan (Owen ja muut 2013).
Ryhmiin jakaminen ei ole mustavalkoinen prosessi. Immuunijérjestelmén eri systeemit
toimivat yleensd lomittain ja yhdessé riippuen niitd tarvitsevista reaktioista sekd kehon

tarpeista.

12



Anatomiset ja histologiset Synnynnéinen immuunijérjestelma Hankittu immuunijérjestelma

esteet
Neutrofiilit
NK-solut £
Syottosolut >
Makrofagit T-solut \(“\ B-solut

= Ta\y/

Mukosiliaarinen Fra Dendriitti- * ‘\‘@\ =

puhdistuma a . solut . \:\Q/

Komplementti MBL-proteiinit

Vatsan
alhainen pH

®
® .. Liukoiset
LBS sitovat proteinit

YWz
Lysotsyymit i B SRE U
< '
kyynelissi ja syljessa w "\& L
o

Antimikrobiaaliset peptidit

Vasta-aineet

Kuva 1. Ihmisen immuunijdrjestelmdn eri luokat. Ihmisen immuunijdrjestelmdn voidaan luokitella erilaisiin luokkiin,
kuten anatomisiin ja histologisiin esteisiin, synnynndiseen, ja hankittuun immuunijdrjestelmddn. Synnynndinen ja
hankittu immuunijdrjestelmd voidaan edelleen jakaa sellulaariseen eli solulliseen sekd humoraaliseen eli liukoiseen
osioon. Muokattu kuvasta: (Turvey ja Broide 2010).

1.2.1 Synnynndinen immuniteetti

Jokaiselle monisoluiselle elidille on kehittynyt jonkinlainen immuunijérjestelmé ulkoisia
vaaroja ja hyokkayksid vastaan. Synnynndiseen immuunijirjestelméén kuuluvat sisdinen
synnynndinen immuunijarjestelma seki histologiset ja anatomiset esteet. Histologiset ja
anatomiset esteet toimivat fyysisend suojana elimistdlle. Tho, limakalvot ja
rauhaskudosten pinnat estdvit patogeenien padsyn kehoon. Solujen tiukat soluliitokset,
epiteelikudokset, alhainen pH seki limakalvot pitdvit elimet turvassa. Jos jostain syystd
nidma esteet lapdistiddn, on puolustusvuorossa epaspesifinen sisdinen immuunijérjestelma.

(Aristizabal ja Gonzalez 2013; Owen ja muut 2013.)

Soluvilitteinen synnynndinen immuunijdrjestelma kdynnistdd toimintansa minuuteissa
hyokkdyksen alettua (Owen ja muut 2013). Ei-klonaalisesti toimiva epispesifinen
puolustusjarjestelma toimii valkosolujen avulla. Epéspesifisyytensd vuoksi kaikki tdimén
jarjestelmin vaikuttajasolut ovat identtisid ja niiden toiminnan intensiteetti on aina
samanlainen patogeenistd riippumatta. (Janeway ja Medzhitov 2002; Owen ja muut
2013). Solujen pinnoilla tai sisélld sijaitsevat reseptorit kdynnistdvdt soluvilitteisen
puolustusmekanismin, jossa vaikuttajasolut tunnistavat patogeenien konservoituneet
molekyylikomponentit (engl. Pathogen-associated molecular pattern, PAMPs) tai
kuolleiden ja/tai vahingoittuneiden solujen molekyylejd (engl. Damage-associated
molecular pattern, DAMPs) (Janeway ja Medzhitov 2002; Owen ja muut 2013).

Vaikuttajasolut kuten neutrofiilit ja makrofagit saapuvat paikalle tuhoamaan tunkeilijoita
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fagosytoosin avulla Systeemi hilyttdd paikalle myos tulehdustekijoitd, jotka aiheuttavat
paikallisesti turvotusta ja punoitusta. Téti tilaa kutsutaan tulehdustilaksi. (Owen ja muut

2013).

Soluvilitteisen immuunipuolustuksen lisdksi synnynndiseen immuunijarjestelmain
kuuluu my0s humoraalisia osia. Humoraalinen synnynndinen immuunijirjestelma
koostuu kolmesta pddhaarasta: komplementista, koagulaatikaskadin aiheuttajista ja
luonnollisista vasta-aineista (Owen ja muut 2013). Néihin jérjestelmidn osa-alueisiin
kuuluviin komponentteihin kuuluvat esimerkiksi MBL-proteiinit (engl. Mannose-binding
lectin), C-reaktiiviset proteiinit (engl. C-reactive protein, CRP), anti-mikrobiaaliset
peptidit sekd komplementtijarjestelmd. MBL- ja CRP:t ovat PRR-proteiineja (engl.
Pattern recognition receptor), jotka tunnistavat patogeenien ja solujen pinnalta 10ytyvid
pinta-alueita ja auttavat esimerkiksi fagosytoosia (Janeway ja Medzhitov 2002; Turner
2003; Owen ja muut 2013). Suurin osa patogeenien tunnistamisista tapahtuu TLR:ien
(engl. toll-like receptor) avulla, jotka tunnistavat PAMP:iti (Janeway ja Medzhitov 2002;
Turvey ja Broide 2010).

Ulkoisten ja vaarallisten komponenttien tunnistus on iturataan koodattujen reseptorien
tehtdvéni ja reaktio tunkeilijoihin on viliton (Turvey ja Broide 2010). Yleisimmaét kehoon
padsevit patogeenit omaavat jonkin yleisen PAMP:n, joka edelleen voidaan tunnistaa
PRR-proteiineilla. Synnynndisen immuniteetin tunnistamat patogeenilista on evoluution
kautta muokkautunut “tdydelliseksi” ja useimmat vaarat saadaan neutraloitua jo ennen
terveydellisten haittojen ilmenemistd ilman epdsuotuisia reaktioita (Janeway ja

Medzhitov 2002; Turvey ja Broide 2010).

1.2.2 Adaptiivinen immuniteetti

Adaptiivinen eli hankittu immuniteetti muodostuu yksildlle eldmén myd6td. Taudeille
altistuminen ja rokotteet luovat suojan tulevia identtisid hyokkayksid vastaan (Sebina ja
Pepper 2018). Hyvin pieni osa kehon kohtaamista antigeeneistd aktivoi adaptiivisen
immuniteetin. Synnynndisen immuniteetin vahvat fysiologiset esteet sekd muut
puolustusmekanismit estdvdt patogeenin pddsyn ylipddnsd kehoon. Adaptiivisen
immuniteetin aktivaatio on kehon viimeinen puolustusmekanismi. Patogeenin pédtyessi
kehoon, synnynndinen immuniteetti toimii tidrkednd adaptiivisen immuniteetin
laukaisijana. ~ Adaptiivisen = immuniteetin  reaktio  tapahtuu = synnynndiseen
immuniteettireaktioon verrattuna viiveelld. Adaptiivinen immuunireaktio voi kdynnistya

vasta piivid patogeenin ensimmdiisen kontaktin jdlkeen (Turvey ja Broide 2010).

14



Hankittu immuniteetti toimii klonaalisesti, eli toisin kuin synnynndinen immuniteetti,
hyokkdys patogeeneja vastaan on tdysin yksilollinen (Owen ja muut 2013). Pitkittynyt
reaktioaika antaa immuunijdrjestelmdlle mahdollisuuden kehittdd hyokkéysta vastaan
spesifimpid puolustusmolekyylejd. Adaptiivisen puolustusjérjestelmin vaikuttajasolut
ovat valkosoluihin kuuluvien lymfosyyttien ryhmaén jésenet B- ja T-lymfosyytit (B-ja T-
solut). B- ja T-solujen lisdksi lymfosyytteihin kuuluvat NK-solut (engl. Natural Killer
cell). Sairastunut henkild saa parannuttuaan virustaudilta suojan loppueldmikseen
identtiselle taudille. Témédn vuoksi esimerkiksi vesirokko sairastetaan vain kerran

elamassa. (Alberts ja muut 2002.)

1.2.2.1. Lymfosyytit, niiden kehitys ja toiminta

B- ja T-solut ovat vastuussa adaptiivisen immuniteetin spesifisyydestd. Kaikkien
lymfosyyttien morfologinen homologisuus on ldhes identtistd, jonka vuoksi niiden
erotteluun kéytetddn solujen luonteenomaisia pintareseptorijakaumia (engl. cluster of
differentiation, CD). Ndiden CD:iden liséksi B- ja T-solujen membraanilla voidaan
havaita tuhansia niille suotyyppinsd mukaisia antigeeni spesifisid reseptoreita; B-solu
reseptoreja (engl. B-cell receptor, BCR) sekd T-solu reseptoreja (engl. T-cell receptor,
TCR). Ennen vasta-aineiden kohtaamista B- ja T-solut luokitellaan naiiveiksi soluiksi.
Vasta-aine kontaktin jidlkeen solut muuttuvat vaikuttajasoluiksi sekd muistisoluiksi.

(Owen ja muut 2013).

T-solut ovat monimuotoinen soluryhmi, joka kdy T-soluille ominaisen positiivisen seka
negatiivisen selektion niiden kypsymissijainnissa, kateenkorvassa (Sauls ja Taylor 2019).
T-solut ovat vastuussa adaptiivisen immuniteetin soluvilitteisestd puolustuksesta, ja ne
tunnistavat proteiinipohjaisia antigeeneja (Sauls ja Taylor 2019). Naiivit t-solut voidaan
jakaa niiden CD:n mukaan CD4-T-auttaja-soluihin (engl. T-helper cell, Tn) sekd CDS8-T-
sytotoksisiin soluihin (engl. T-cytotoxic cell, Tc) (Owen ja muut 2013).

Ryhmiin jakaminen on toteutettu perustuen solujen luontaiseen kommunikaation MHC-
molekyylien (engl. major histocompatibility complex) kanssa. MHC:t ovat yleensd
solujen membraanille sitoutuneita glykoproteiini komplekseja, jotka esittelevét
prosessoituja antigeenipaloja (Owen ja muut 2013). MHC-molekyylejd on kahta eri
luokkaa. Luokan 1 MHC-molekyylejd, yleensd endogeenisid antigeenejd esittelevid
komplekseja, joita 10ytyy ldhes jokaisen solun pinnalta, sekd luokan II MHC-
molekyylejd, yleensd eksogeenisid antigeenejd esittelevid komplekseja, joita 16ytyy

esittelijdsolujen kuten B-solujen sekd dendriittisolujen pinnalta. Kypsyessddn naiivit
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CD4" T-solut tunnistavat luokan II MHC molekyylejd, kun taas naiivit CD8-T-solut
tunnistavat luokan | MHC-molekyylejd. (Owen ja muut 2013.)

Aktivoituessaan Tc-solut erilaistuvat CTL soluiksi (engl. cytotoxic T-lymphocytes),
jolloin ne tunnistavat ja eliminoivat kaikki solut, jotka esittelevét niille spesifistd luokan
1 MHC komplekseja, kuten syopé- ja virusinfektoituneita soluja (Owen ja muut 2013).
CTL solut tuhoavat kohdesolut erittiméllda myrkyllisid granuloita, jotka siséltdvét yhden

tai useamman sytolyyttisen komponentin (Reynold Verret ja muut 1987).

Aktivoituessaan naiivi Tu-solut voivat erilaistua viideksi erilaiseksi Tu-soluksi. Tyl on
tarked makrofagien aktivoija sekd osana solunsisiisten infektioiden taistelussa. Tu2-solut
toimivat parasiittien vastaisessa taistelussa, vasta-aine vilitteisessd immuniteetissi ja
makrofagien aktivoinnissa sekd astmassa ja allergisissa reaktioissa. Twul7-soluilla on
oleellinen osa limakalvon immuniteetin toiminnassa ja ekstrasellulaaristen bakteerien ja
sienien vastaisessa taistelussa. Tru-solut auttavat liukoisen immuniteetin toiminnassa ja
reguloivat B-solujen kehitystd itukeskuksissa. (Owen ja muut 2013; Sauls ja Taylor
2019.) Viides T-solu tyyppi on hieman muista poikkeava inhiboiva Trgc-solu, joka
pystyy sditelemddn immuunivasteita sekd heikentdd autoimmuunisia reaktiota

inhiboivilla IL-10 sekd IL-35 sytokiineilla (Sauls ja Taylor 2019).

Toiset adaptiivisen immuniteetin vaikuttajasolut, B-solut, kehittyvit ja kypsyvét bursa of
Fabrticius-elimessd (Owen ja muut 2013). B-solujen péédtehtdvdand on sdddelld
immuniteettid, tuottaa vasta-aineita, esitelld antigeeneji, osallistua suoraan tulehdusteihin
sekd auttaa muita mononukleaarisia soluja (Althuwaiqeb ja Bordoni 2021). Toisin kuin
T-solut, B-solut tunnistavat liukoisia antigeenejda (Owen ja muut 2013). Solun pinnalla
sijaitseva BCR on solun membraanille sitoutunut vasta-aine, joka tunnistaa spesifisesti
yksilollistd antigeenid (Hoffman ja muut 2016). B-solu aktivaatio voi tapahtua kahdella
eri tavalla. Aktivaatiotyypin méérdd kohteena olevan antigeenin ominaispiirteistd, joiden
mukaan aktivoija-antigeenit jaetaan T-soluvilitteisiin antigeeneihin (engl. T-dependent
antigen, T-D) sekd T-soluvapaisiin antigeeneihin (engl. T-independent antigen, T-I)
(Hoffman ja muut 2016). T-D aktivaatio tapahtuu B-solun kohdatessa vapaan antigeenin.
B-solu sitoo vapaata antigeenid BCR:nséd avulla, fagosytoi siitd osan ja re-ekspressoi
prosessoitua antigeenipalaa B-solun luokan II MHC membraaniproteiinilla (Owen ja
muut 2013). Luokan IT MHC esitellddn spesifiselle Tu-solulle, joka tunnistaa sen CD4-
molekyylilldén. Tunnistettuaan vasta-aineen T-solu alkaa erittdmién B-solua stimuloivia
sytokiineja, jotka aiheuttavat B-solun jakautumisen ja erilaistumisen muisti- seké

plasmasoluiksi (Althuwaigeb ja Bordoni 2021). Erilaistuessaan plasmasoluksi B-solu
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menettdd BCR:nsi ja aloittaa erittdmiidn menetetyn reseptorin kaltaista liukoista vasta-
ainetta (Owen ja muut 2013). Eritettyjen vasta-aineiden isotooppi riippuu aktivoituneen
B-solun ldheisyydessi olevista esittelijdsoluista sekd T-solun vapauttamista sytokiineista.

Tatd kutsutaan luokanvaihdoksi. (Owen ja muut 2013; Stavnezer ja Schrader 2014.)

Toisin kuin T-D T-I aktivaatio tapahtuu nimensd mukaisesti ilman Ty-solujen apua. T-
I:t4 on kahta eri tyyppid: T-I tyyppi I sekd II. T-I tyyppi I antigeenit ovat yleisesti
mitogeenisid stimulantteja esim. bakteeriaalisia liposakkarideja ja poly-IC:td (engl.
Polyinosinic-polycytidylic acid), jotka aktivoivat T-soluja TLR:ien kautta, kun taas T-1
tyyppi II antigeenit ovat polysakkarideja, jotka sitoutuvat BCR:ien kanssa, aiheuttaen

antigeenispesifisen reaktion (Obukhanych ja Nussenzweig 2006).

Ihmisen Th-solujen vasta-ainevaste voidaan karkeasti jakaa kahteen eri toiminnalliseen
osa-alueeseen (Kuva 2.), Tul sekd Tu2 suuntaiseen vasteeseen. Altistuessaan
fysiologiselle vasteelle, naiivi CD4-Ty erilaistuu paikalla olevien polarisoivien
tulehdustekijoiden sytokiineista riippuen johonkin edelld mainittuun Ty muotoon, joista
yleisimmét ovat Tul sekd Tu2. (Owen ja muut 2013.) Ensimmaéinen, normaali
immunologinen vastetyyppi on Tul-solun ja IgA, IgG ja [gM-vasta-aineiden ohjaamat
normaalit immuunisysteemin reaktiot. Tyl erikoistuminen tapahtuu silloin, kun sytokiini
IL-12 on ldsnd sekd antigeenin pitoisuus on korkea, esim. bakteerin tai viruksen ldsni
olleessa (Owen ja muut 2013). Toisena vastetyyppind on Tu2-vaste, joka on tirked
loisinfektioita sekd myrkkyjé vastaan, kuin myds B-solujen ja eosinofiilien aktivoinnissa
(Butcher ja Zhu 2021). T2 erikoistuminen tapahtuu matalan antigeeni pitoisuuden seka

IL-4 1asnd ollessa (Owen ja muut 2013).

17



Meutrofiili Makrofagi

p

— [1GyhEstynyt yliherddysresktio

Komplementin
sktivaatio

lgA ...-‘\‘l 2

Korkea pitoisuus ]

126 J'/‘r Antigeeni

antigeenid {bakteeri, virus)
v L N .
IL-12 - Poistaminen fagosytoosin
~— / ja neutralisaation kautts
- L
/ '

Meutrofiili

- IL-4 Easinefiili
hatala pitoisuus antigeenid -"""'-..‘ I£E, 126y
(allergesni) 4
i W Allergeeni
- { 4
Dendriitti solu g
Syottésclu Easinofiili

Kuva 2. Vasta-ainevasteen muodostuminen. Ylihddlld Tul-vaste ja alhaalla Tu2-vaste. Vasta-ainevasteen
muodostuminen riippuu ldsnd olevasta antigeenistd, sen rakenteista, antigeeni pitoisuudesta ja sitd esittelevistd
soluista. Muita vasta-ainevasteen muodostumiseen vaikuttavia tekijéitd ovat reaktion aikana ldhelld olevat sytokiinit.
Muokattu kuvasta (Atosuo 2021).

1.2.2.2 Immunoglobuliinit

Immunoglobuliineilla (engl. immunoglobulin, Ig) eli vasta-aineilla on tirked rooli
patogeenien tunnistamisessa. Immunoglobuliinit toimivat hankitun immuniteetin
antigeenireseptoreina. Usein y:n-muotoisena kuvattu Ig rakentuu yleisesti kahdesta
samanlaisesta kevyestd sekd raskaasta ketjusta Nditd eri immunoglobuliinin osioita
kutsutaan immunoglobuliinidomaineiksi. Immunoglobuliineja tunnetaan viittd eri
luokkaa: IgA, IgD, IgE, 1gG ja IgM (Taulukko 2.). Ig-luokka méadrdytyy molekyylin
raskaanketjun perusteella vastaavasti: a, 0, €, v 1. (Soppi 1992; Owen ja muut 2013;
Vaillant ja muut 2021). IThmiselld kevytketjut voivat olla joko k- tai A-ketjuja. IgG-, IgD-
ja IgA-vasta-aineissa sijaitsee sarana-alue, joka IgM:1td ja IgE:1td puuttuu. Sarana-alueen
tilalla IgM:11a sekd IgE:lld on ylimairdinen hiilihydraattiryhmé keskelld molekyylia.
(Owen ja muut 2013.)
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Taulukko 2. Immunoglobuliinien ominaisuuksia.

Immunoglobuliineja eli vasta-aineita on kehossa eri isotooppeja. Taulukkoon on kerdtty ihmisen eri vasta-aine
isotoopit, kuinka monta alaluokkaa niitd loytyy, terveen yksilon keskiarvoinen seerumi konsentraatio kyseiselle vasta-
aine isotoopille, yksittdisen vasta-aineen koko sekd mahdolliset muodot.

Isotooppi Ala- Keskiarvoinen seerumi | Koko seerumissa (Kd) | Muoto
luokat konsentraatio (mg/mL)
IgA (o) 2 3,00 160 Monomeeri/
Dimeeri

IgD (9) 1 0,03 184 Monomeeri
IgE (¢) 1 0,00005 188 Monomeeri
IgG (y) 4 9,00 146 Monomeeri
IgM (p) 2 1,50 970 Pentameeri

Immunoglobuliinidomainit ovat polypeptidiketjuja, jotka ovat laskostuneet
vastakkaissuuntaisesti kulkeviksi B-nauhoiksi ja edelleen B-levyiksi (Schroeder, Jr ja
Cavacini 2010; Owen ja muut 2013). Domainit muodostavat polypeptidiketjujen
vakioketjuista C (engl. constant chain) sekd muuttuvasta ketjusta V (engl. variable chain)
(Kuva 3.). Immunoglobuliinin rakenne vaihtelee isotooppien vélilld. Esimerkiksi
monomeeri IgG:n kevytketju rakentuu yhdestd muuttuvasta kevytketjusta Vi (engl.
variable lightchain) ja yhdestd kevyestd vakioketjusta Cp (engl. constant lightchain).
Raskasketju sen sijaan rakentuu raskaasta muuttuvasta ketjusta Vy (engl. variable
heavychain) ja raskaista vakioketjuista Cul, Cu2 ja Cu3 (engl. constan heavychain).
Ketjujen pdiistd 10ytyvit karboksyterminaaliset domainit. B-solureseptoreissa tdma alue
on korvattu kolmesta osasta rakentuvalla yhdistymisalueella, johon kuuluvat spacer-
sekvenssi hydrofobisella alueella sekd lyhyelld sytoplasma hdnnilld. (Owen ja muut

2013.)
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Kuva 3. Monomeeri immunoglobuliini G:n rakenne. IgG rakentuu kahdesta identtisestd raskaasta sekd kevyestd
immunoglobuliinidomainista. Kuvaan merkitty kevytketju ja raskasketju, Fab- ja Fc-fragmenttien alueet ja rikkisillat
(-S-). Piirretty mukaillen kuvasta: Kuva piirretty (Owen ja muut 2013) mukaan.

Proteolyyttisilla entsyymeilld Ig:t voidaan halkaista sarana-alueelta kahteen eri osaan:
Fab- (engl. fragments of antigen binding) fragmenttiin, jossa spesifinen antigeenin
sitoutumisalue sijaitsee, sekd Fc- (engl. fragment crystallizable) fragmenttiin, joka
kommunikoi vaikuttajamolekyylien, esim. komplementin osien, ja sytotoksisten solujen
membraanilla olevien Fc-reseptoreiden kanssa. Fc-fragmentti isotoopit ovat suurimmassa

vastuussa vasta-aine isotooppien eroavaisuuksista. (Schroeder, Jr ja Cavacini 2010.)

Ig:t voivat vaikuttaa immuniteetin toimintaan neljdlld eri tavalla: 1) Suoraan
neutralisoimalla patogeenin, jolloin patogeeni-kohdesolu sitoutuminen estetdin
fysiologisesti, 2) opsonisaatiolla eli kohteen paéllystykselld, jolloin fagosyytit eli
syOjasolut pystyvit tunnistamaan ja eliminoimaan kohteet, 3) komplementin aktivaatiolla
ja 4) yhteistyolld sytotoksisten solujen, kuten NK-solujen, kanssa Ig:t voivat aiheuttaa
vasta-aineriippuvaisen soluvilitteisen sytotoksisuusreaktion (engl. antibodydependent

cell-mediated cytotoxicity, ADCC) (Owen ja muut 2013).

Opsonisaatiossa, stimulanttien aiheuttaman plasmasolujen Ig-tuotannon jilkeen, vasta-
aineet hakeutuvat patogeenien luokse imunesteend verenkiertoa pitkin (Thau ja Mahajan
2019). Saapuessaan patogeenin luokse vasta-aineet sitoutuvat Fab-alueidensa avulla

patogeenin epitooppiin pééllystden kohteensa (Owen ja muut 2013; Thau ja Mahajan
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2019). Opsonoituihin patogeeneihin sitoutuneiden vasta-aineiden vapaana olevat Fc-
alueet kommunikoivat sydjisolujen Fc-reseptoreiden kanssa aiheuttaen fagosytoosin ja

patogeenin poiston (Thau ja Mahajan 2019).

Ig:n paikallinen vaikutus riippuu sen isotoopista. Nopeimpana tulehduspaikalla oleva
IgM-opsonoi patogeenit tehokkaasti sen ominaisen pentavalentti muodon vuoksi. IgM on
tehokas yleisten patogeenien poistaja. (Owen ja muut 2013.) Spesifimpi IgG
syntetisoidaan IgM:n jilkeen. IgG opsonoi patogeenin ja samalla sitoutuu Fc-
reseptoreihin parantaen makrofagien toimintaa. Patogeenien tunnistuksen lisdksi IgG1
IgG3 tai IgM voivat osallistua komplementtisysteemin aktivaatioon. (Owen ja muut

2013; Middleton ja muut 2016.)

IgA on limakalvoille, kuten hengitysteihin ja suoliston limakalvoille suunnattu Ig. Sité
16ytyy limakalvojen liséksi eritteistd, kuten didinmaidosta, syljestid ja kyyneleistd. (Woof
ja Ken 2006; Thau ja Mahajan 2019.) IgA:n paitehtdvid ovat toksiinien neutralisointi,
vastasyntyneiden immuunipuolustuksen auttaminen sekd endosytoosin kdynnistdminen
(Woof ja Ken 2006; Owen ja muut 2013). IgE molekyylit tunnetaan niiden vaikutuksesta
astmaan seka allergisiin reaktioihin kuten tyypin I hypersensitiivisyysreaktioon (Owen ja
muut 2013; Abbas, Moussa ja Akel 2020). IgD:n ominaisuuksista on tutkimuksissa saatu
tdhidn asti hyvin vidhédn tietoa. Niiden kuitenkin tiedetdén vaikuttavan basofiilien

toimintaan (Chen ja Cerutti 2011).

1.2.3. Hypersensitiivisyysreaktiot

Vaikka adaptiivinen immuunijdrjestelmd on hyvin tarkka, se toisinaan tuottaa
epdsuotuisia reaktioita antigeenejd vastaan, joita ei luokitella patogeeneiksi. Nama
“turhat” reaktiot voivat toimia kehon puolustamisen sijaan sitd vastaan.
Hypersensitiivisyysreaktio eli yliherkkyysreaktio on kehossa tapahtuva immuunivaste,
joka liioittelee tai antaa vddrdd signaalia allergeenia tai antigeenid vastaan aiheuttaen
epdsuotuisia tulehdustiloja (Justiz Vaillant ja Zito 2018). Hypersensitiivisyysreaktiot

voidaan jakaa niiden toimintamallin mukaan tyypin [-IV hypersensitiivisyysreaktioihin.

Ensimmadisend tyyppind on myos allergiaksi kutsuttu tyypin I hypersensitiivisyysreaktio,
jonka kéynnistdja molekyylind toimii IgE (Soppi 1992). Tuotetut IgE:t ohjaavat
anafylaktisten vilittdjdaineiden vapauttamista syottosoluista liukoisia spesifisid
antigeenejd vastaan. Niistd kdytetdén yleisesti nimitystéd allergeenit. (Abbas, Moussa ja
Akel 2020.) Reaktio aiheuttaa histamiinin ja muiden tulehdusta sditelevien tekijoiden

vapautumista kudokseen, luoden alueelle &rsytystd. Tyypin [ reaktio voi tapahtua
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paikallisesti, jolloin reaktio voi oireilla astman, paikallisen ekseeman, heindnuhan tai
ruoka-allergian muodossa (Owen ja muut 2013). Toisinaan tyypin I reaktio voi ilmetd
systemaattisena anafylaksiana, josta vakavin muoto on anafylaktinen shokki.
Anafylaktinen shokki on hengenvaarallinen tila, jota voidaan hoitaa vain adrenaliinilla ja
usein sairaalahoidolla. Shokkireaktion voi kdynnistdd ldhes mikd tahansa aine, joista
yleisempind ovat ruoka-allergeenit ja myrkyt (Owen ja muut 2013; Abbas, Moussa ja

Akel 2020; Bilo ja muut 2021).

Tyypin Il reaktio on vasta-ainevilitteinen hypersensitiivisyysreaktio, jossa IgG sekd IgM
ohjataan sellulaarisen tai extrasellulaarisen antigeenin luokse. Reaktion lopputuloksena
on joko antigeenin toiminnan menetys ja/tai solun vaurioituminen tai tuhoutuminen.
(Bajwa ja Mohammed 2020.) Reaktio voi tapahtua kolmella eri mekanismilla: vasta-aine
voi sitoutua solun pintareseptoriin muuttaen sen toimintaa, vasta-aine voi kdynnistia
ADCC reaktion tai vasta-aine voi kdynnistdd komplementti kaskadin. (Owen ja muut

2013; Bajwa ja Mohammed 2020.)

Tyypin III reaktio on immuunikompleksi vilitteinen reaktio, jossa vasta-aine-antigeeni
kompleksit sitoutuvat epiteelikudoksiin kiinni aiheuttaen tulehdusreaktiota sekd

komplementin aktivaatiota (Owen ja muut 2013). Téstd kerrotaan lisdi osiossa 1.2.4.2.

Tyypin IV reaktiota kutsutaan viivastyneeksi hypersensitiivisyysreaktioksi (engl. delayd-
type hypersensitivity, DTH), jolloin reaktio voi tapahtua 12, 48 tai jopa 72 tunnin kuluttua
allergeenille altistumisen jdlkeen (Marwa ja Kondamudi 2020). Toisin kuin muut
yliherkkyysreaktiot, tyypin IV reaktio toimii ilman vasta-aineita. Reaktion toiminta
perustuu yleensd T-solujen TCR:in, jotka tunnistavat antigeenin. TCR:t aktivoituvat, ja
vapauttavat sytokiineja sekd kemokiinejd edelleen aiheuttaen kudosvaurioita sekéd
sairauksia. Tyypin IV hypersensitiivisyysreaktio voidaan edelleen jakaa IVa, IVb, IVc
sekd IVd reaktioithin perustuen reaktiossa mukana olevien T-solujen (Tul ja Tu2),

kemokiinien ja sytokiinien yhdistelmistd. (Marwa ja Kondamudi 2020.)

Hypersensitiivisyysreaktiot ovat hyvin yleisid. 15 % maailman asukkaista kokee
allergisia reaktioita heiddn eldménsd aikana. Yksi kolmesta tuhannesta amerikkalaisesta
kokee vahvoja allergisia reaktioita vuosittain. Hypersensitiivisyysreaktioiden
havaitseminen on kasvanut viimeisen vuosikymmenen aikana. Kasvun tarkkaa syyté ei
olla pystytty médrittdimadn, mutta syyksi ollaan spekuloitu eldimén tyylien muutokset,

hengitysilman saasteiden kasvaminen sekd imettdmisen vihentyminen. (Justiz Vaillant ja
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Zito 2018.) Havaitsemismekanismit, sekd reaktioiden toimintamallien tutkiminen on

voinut olla osana havaintojen lukuméirédn kasvussa.

1.2.4 Taman tutkimuksen kohteena olevat humoraaliset systeemit

1.2.4.1 Komplementtisysteemi

Komplementtisysteemi on veressd ja kudosnesteessd oleva noin 30 erilaisen proteiinin
muodostama systeemi, joka on olennainen osa synnynndistd immuniteettid (Xiong ja
muut 2003). Systeemin osien syntetisaatio tapahtuu padasiallisesti maksassa (Soppi 1992;
Owen ja muut 2013). Komplementtisysteemi on osa synnynndistd immuniteettid, mutta
toimii vahvasti sidoksissa adaptiivisen immuniteetin kanssa. Komplementtisysteemin
kolmeen piddtehtdvddn kuuluvat partikkelien opsonointi fagosytoosia varten,

kohdesolujen tuhoaminen ja puolustusjirjestelmin aktivaatio (Soppi 1992).

Komplementtisysteemin aktivaatio voi tapahtua klassisen, vaihtoehtoisen tai lektiini
reaktiotien kautta. Komplementtisysteemi toimii kaskadireaktion tavoin, jossa systeemin
proteiinit aktivoivat jarjestelmallisesti aina seuraavaa reaktiovaihetta, samalla vahvistaen
vastetta. Lopulta kaikki reaktiotiet konvergoituvat C3-konvertaasivaiheessa ja jatkavat
yhtend, lyyttisend reaktiotiend, C5b-9, membraaneja tuhoavan kompleksin (engl.

membrane attack complex, MAC) muodostumiseen asti (Kuva 4.). (Xiong ja muut 2003.)

Klassinen Lektiinireaktiotie Vaihtoehtoinen
reaktiotie reaktiotie

! l

p7
[
\

b =0

— (<

Solukalvo

Kuva 4. Komplementtijdrjestelmdn reaktiotiet ja lopullisen C5b-9 (MAC)-rakenne. Komplementtijirjestelmd voi
aktivoitua kolmea eri reaktiotietd: klassisen, lektiini- tai vaihtoehtoisen reaktiotien kautta. Reaktiotiet konvergoituvat
C3 konvertaasin kohdalla johtaen yhteiseen lyyttiseen reaktiotiehen ja lopulta membraania tuhoavan kompleksin (engl.
membrane attack complex, MAC) muodostumiseen (C5b-9). Kuva piirretty (Tegla ja muut 2011) mukaan.
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Klassinen reaktiotie on IgM:n, IgG:n, pentraksiinien sekd Clg-sitoutumisalueen
laukaisema reaktiotie (Sarma ja Ward 2011). Klassinen reaktiotie luokitellaan yleisesti
adaptiivisen immuniteetin vasteeksi, toisin kuin vaihtoehtoinen ja lektiini reaktiotie,
(Owen ja muut 2013). Syyna tdhén on sen mahdollinen initiaatioreitti [gG1:n, IgG3:n tai
IgM:n luomien vasta-aine-antigeeni kompleksien kautta (Owen ja muut 2013; Middleton,
ja muut 2016). Reaktio kdynnistyy Clq:n sitoutuessa antigeeniin yhdistyneen vasta-
aineen Fc-alueelle. Vasta-aineen komplementin initaatiopotentiaali riippuu sen
isotoopista. IgM on satoja kertaa potentimpi klassisen komplementtireaktiotien laukaisija
kuin IgG. Tama johtuu IgM:n pentameeri muodosta. Vasta-aineen sitoutumisen jalkeen,
IgG:hen verrattuna suuremman kokoinen IgM kykenee kommunikoimaan useamman
Clq molekyylin kanssa sen useiden vapaiden Fc-alueidensa vuoksi. (Owen ja muut
2013.) Clq muodostaa véhintddn kahden vasta-aineen, kahden Cls ja kahden Clr
komponentin kanssa Clg-kompleksin. Cl1q-kompleksi reagoi C4 ja C2 komponenttien
kanssa muodostaen C3-konvertaasin C4b2a-kompleksin. (Tegla ja muut 2011; Owen ja
muut  2013.)  Vasta-aine  sidonnaisen  initaatioreitin  lisdksi  klassinen
komplementtireaktiotie voi kdynnistyd suoran pentraxinin, kuten CRP:n, patogeenin
tunnistuksen ja Clq:n sitoutumisen jdlkeen. Pentraxinit tunnistavat patogeenien osia
niiden PRR:ien avulla ja tdstd johtuen spesifisid vasta-aineita ei tarvita reaktion

kdynnistamiseen. (Sarma ja Ward 2011.)

Lektiinireaktiotie aktivoituu MBL-proteiinin tai ficolinin tunnistaessa mannoosin
hiilivetyraketeen PAMP:in patogeenin pinnalla (Sarma ja Ward 2011; Owen ja muut
2013; Bakshi ja muut 2020). Tunnistuksen kohteena ovat yleensd hiivat, bakteerit,
virukset sekd parasiitit. MBL- seké ficolini-proteiinit kiertdvit seerumissa yhdistyneend
MASP-komplekseissa (engl. MBL-associated proteins), joiden sitoutuminen
patogeeneihin aktivoi komplementin osia. (Sarma ja Ward 2011). Lektiinireaktiotie
noudattaa samaa reaktiojdrjestystd kuin klassinen reaktiotie pddtyne C3-

konvertaasivaiheeseen muodostamalla C4b2a-kompleksin (Owen ja muut 2013).

Kolmas reaktiotie, vaihtoehtoinen reaktiotie, aktivoituu vieraiden lipidien, hiilivetyjen,
sekd proteiinien ldsnd ollessa (Sarma ja Ward 2011). Tien kdynnistdminen voi tapahtua
alituisesti tuotetun ja inaktivoidun komplementti komponentti C3:n spontaanin
hydrolyysin johdosta (C3(H20)). Reaktiossa faktori B sitoutuu C3(H>O) -kompleksiin,
jonka jélkeen faktori D pilkkoo muodostuneen kompleksin irrottaen faktorin Ba:n.
Reaktiossa jdljelle jaanyt kompleksi C3bBb on C3-konvertaasi. (Owen ja muut 2013).

Vaihtoehtoinen reaktiotie voidaan my0s kdynnistdd properdinin tai proteaasien, kuten
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kallikreinin tai thrombinin kautta (Owen ja muut 2013). Néiti reaktioteitd kutsutaan myos

vaihtoehtoisesti C3-itsendisiksi reaktioteiksi (Sarma ja Ward 2011).

Komplementtireaktion lopullisen MAC-kompleksin muodostamisen ja lyyttisen
solukuoleman ohjauksen lisdksi komplementtisysteemilld on muitakin immunologisia
tehtdvid. Komplementin komponentit auttavat patogeenien opsonoinnissa ja sitd kautta
patogeenien fagosytoosissa. Komplementin osat voivat sitoutua itse patogeeneihin tai
patogeeneihin yhdistyviin vasta-aineisiin. Sydjdsolut kykenevét tunnistamaan nidma
sitoutuneet komplementin osat sydjdsolujen membraanin komplementtireseptorien
avulla, joka lopulta ohjaa sydjdsolut komplementtireseptoriohjatuun patogeenin

fagosytoosiin. (Owen ja muut 2013.)

Komplementtisysteemi vaikuttaa muihin immuunijirjestelméin systeemeihin, kuten
koagulaatiosysteemin, T-solujen sditelyyn, solujétteiden havittdmiseen seké sytokiinien
sadtelyyn ja siten myo0s tulehdusreaktion syntymiseen (Sarma ja Ward 2011; Noris ja
Remuzzi 2013; Owen ja muut 2013; Kenawy ja muut 2015). Komplementtisysteemi on
olennaisen tarked tulehdusreaktion kiynnistamisessa (Tyypin 111
hypersensitiivisyysreaktio) ja immuunikompleksin eliminaatiossa (Soppi 1992; Owen ja

muut 2013; Usman ja Annamaraju 2020).

Komplementtisysteemin sddtely on tarkka prosessi, silld se vaikuttaa moneen kehon
toimintaan. Komplementtia sdételevit tapahtumat ovat niin passiivisia kuin aktiivisiakin.
Iso joukko proteiineja, kuten DAF-proteiinit (engl. decay-accelerating factor), protektiini,
sekd karboksypeptidaasi inhiboi komplementin epdsuotuisaa aktivoitumista (Noris ja
Remuzzi 2013; Owen ja muut 2013). Tarkasti sdddellyt C3- ja C5-konvertaasivaiheet on
sdaadelty CD55, CR1, CD46, C4bp:n ja faktori I ja H toimesta. Muita sditelevia tekijoita
ovat MAC:in muodostumista ohjaavat S-proteiini, klusteriinit sekd CD59. (Tegla ja muut

2011.)

Komplementin vajaatoiminta voi johtaa useisiin terveydellisiin haittavaikutuksiin.
Toisinaan systeemi voi aktivoitua ilman syyta aiheuttaen autologisia vammoja. (Noris ja
Remuzzi 2013.) Systeemin vajavainen toiminta voi johtaa useisiin tauteihin. Esimerkkeja
taudeista ovat hemolyyttis-ureeminen oireyhtyma (aHUS), joka perustuu C3 konvertaasin
vajaatoimintaan, perinndllinen angioeedema, joka johtuu Cl-inhibiittorin mutaatiosta ja
vajaatoiminnasta sekd systemaattiseen lupus erythematosus (SLE, Punahukka), joka

perustuu Clq, Clr, Cls, C2 ja C4-komponenttien vajaatoimintaan (Sarma ja Ward 2011).
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1.2.4.2 Immuunikompleksit ja kiertdvat immuunikompleksit (CIC)

Immuunikompleksit ovat yleensd antigeenien, komplementin komponentin ja vasta-
aineiden muodostamia komplekseja, jotka ovat sidoksissa toisiinsa spesifeilld ei-
kovalenttisilla sidoksilla (Soppi 1992; Owen ja muut 2013). Liukoisten antigeenien
padtyessd kehoon, paikalle saapuvat spesifiset vasta-aineet sitoutuvat erilaisiksi
komplekseiksi. Muodostuneiden immuunikompleksien ominaisuudet riippuvat monesta
kompleksin komponenttien piirteistd, kuten kompleksin antigeenin ja vasta-aineen
madrdstd, koosta ja valenssista sekd vasta-aine-antigeenisuhteesta. (Yancey ja Lawley
1984; Soppi 1992.) Immuunikompleksit voivat sisdltdd komplementin osia riippuen
kompleksin vasta-aine isotoopista. IgG1-3 ja IgM:std rakentuvat kompleksit siséltivit
varhaisen klassisenreaktiotien komplementin fragmenttia Clq:ta ja IgA:sta rakentuvat
kompleksit vaihtoehtoisen reaktiotien C3-fragmenttia. Huonosti komplementtia
aktivoivat IgD sekd IgE vasta-aineita sisdltivdit immuunikompleksit eivét sisdlla

komplementin osia lainkaan. (Yancey ja Lawley 1984.)

Immuunikompleksien eliminaatiosta on vastuussa retikuloendoteliaalijdrjestelma.
Retikuloendoteliaalijdrjestelmddn  kuuluvat  kiertdvdt veren  valkosolut sekd
imusolmukkeiden, pernan ja muiden elinten kudosten makrofagit. Normaalitilassa
muodostuneet immuunikompleksit voivat kulkeutua esim. maksaan punasolujen pintaan
(fey-reseptoreihin) kiinnittyneend, jossa ne eliminoidaan retikuloendoteliaalijarjestelmén
toimesta (Aibara ja Ohyama 2020; Soppi 1992). Kehossa liikkkuvia immuunikomplekseja
kutsutaan kiertdviksi immuunikomplekseiksi (CIC). Normaalitilassa kaikkia liukoisessa
muodossa olevia CIC:itd ei saada tuhottua, jolloin osa CIC:istd saattaa jaada kiertimiin
verisuonistoon. Immuunikompleksien saostuminen tai kiinnittyminen verisuonistoon ei
itsessdén aiheuta elinvauriota. Kompleksin kiinnittyminen suoniston kudoksiin voi
aktivoida komplementin. Aktivaatio aiheuttaa endoteelisoluun kohdistuvan tuhoisan
komplementtihyokkdyksen, jota kutsutaan Tyypin III hypersensitiivisyysreaktioksi
(Kuva 5.) (Soppi 1992; Usman ja Annamaraju 2020).

Sitouduttuaan endoteelisoluun immuunikompleksit edelleen sitoutuvat syottdsoluihin,
kuten neutrofiileihin sekd makrofageihin syottosolujen Fc-reseptorien avulla aiheuttaen
tulehdusvilittdjdaineiden (esim. sytokiinien) sekd vasoaktiivisten vélittdjien eritysti.
Reaktio edesauttaa verisuoniston seinien permabilisaatiota. (Owen ja muut 2013.)
Kompleksit pddsevit kulkemaan rikkoutuneesta seindstd kudokseen, jossa ne tuottavat
anafylaktisia kemokiinejd C3b:td sekd CSa:ta. Paikalle saapuneet kemokiinit

houkuttelevat paikalle lisdd fagosytoivia soluja. (Soppi 1992; Owen ja muut 2013; Justiz
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Vaillant ja Zito 2018.) Kudosvaurio voi aiheutua paikalle saapuneiden solujen vasta-aine
vilitteisten sytotoksisten mekanismien tai immuunikompleksien poiston seurauksena
(Soppi 1992).
1. 2.
Immuunikompleksi

o M

OAntigeenit

3. 4,
Neutrofiili

Kudosvaurio

Kuva 5. IgG vasta-aine-antigeeni kompleksin aiheuttama hypersensitiivisyys Il reaktio. 1. Immuunikompleksi
muodostuu. 2. Kompleksi juuttuu seinddn (tai kudokseen) 3.Sitoutuminen aiheuttaa komplementtikaskadireaktion.
Neutrofiili tunnistaa epiteeliin kiinnittyneen immuunikompleksin Fc-reseptorin sekd komplementin osien avulla. 4.
Neutrofiili sekd komplementin aktivoituminen aiheuttaa tulehdusta. Neutrofiilista erittyy sytotoksisia granuloita sekd
entsyymejd, joka johtaa kudosvaurioihin. Kuva piirretty (PhysioPathoPharmaco 2018) mukaan.

Reaktion ja siitd johtuvien vaurioiden vakavuus riippuu immuunikompleksien méérista,
levinneisyydestd ja koosta sekd kehon kyvysta poistaa komplekseja (Owen ja muut 2013).
Vasta-aine-antigeeni-suhde vaikuttaa siithen, kuinka hyvin CIC:itid saadaan eliminoitua.
Normaalitilassa immuunikompleksit ovat suuria ja ei-liukoisessa muodossa. Jos vasta-
aine-antigeeni tasapaino kallistuu jommankumman suuntaan, muuttuvat kompleksit
pienemmiksi ja liukoisiksi. Liukoiset pienet ja keskikokoiset CIC:t péddsevit
verenkiertoon ja mahdollistaa CIC:iden mahdollisen kiinnittymisen verisuoniston
epiteelikudokseen. (Aibara ja Ohyama 2020.) Kiinnittymisen aiheuttamien reaktioiden
vahingot voivat edelleen altistaa uusille kudos- ja elinvaurioille. Tyypin III
hypersensitiivisyysreaktio on tyypillinen tila taudeissa, kuten seerumisairaudessa,
nekrotisoivassa vaskuliitissa, hepatiitissa, malariassa ja paikallisessa arthuksen

reaktiossa. (Owen ja muut 2013; Justiz Vaillant ja Zito 2018.)
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1.2.4.3 Sytokiinit

Sytokiinit ovat ldhes jokaisen solun erittimid, pienid (<40 kDa) proteiineja, jotka
sddtelevdt ja vaikuttavat solujen toimintaan sitoutumalla solujen membraaneilla
sijaitseviin spesifisiin sytokiinireseptoreihin (Owen ja muut 2013; Kany ja muut 2019).
Sytokiinit toimivat solujen vélisind kommunikaatiovilineind ja ne ovat osatekijoini

solujen tuottaman immuunivasteen synnyssd (Zhang ja An 2007; Kany ja muut 2019).

Sytokiini on yleiskésite eritettdville proteiineille. Ne voidaan karkeasti jakaa niiden
toimintaan sekd alkuperdin perustuen neljdin ryhmad; monosyytteissd syntetisoituihin
monokiineihin, leuykosyyttien tuottamiin interleukiineihin, lymfosyyttien tuottamiin
lymfokiineihin sekd kemoaktiivisiin kemokiineihin (Zhang ja An 2007). Sytokiinien
toimintaperiaatteet voivat erota valtavasti sytokiinista toiseen. Sytokiineja tuottavat solut
voivat sytokiiniensa avulla kommunikoida ja sitd mukaan vaikuttaa autokriinisesti itse
itseensd, parakriinisesti ldhelld oleviin muihin soluihin tai endokreeenisesti kauempana
oleviin soluihin (Zhang ja An 2007). Eri mekanismeja omaavat sytokiinit muodostavat
monimutkaisen verkoston immuunijérjestelmédn solujen kanssa (Kuva 6.). Sytokiinien
erittiminen kehoon aiheuttaa immuunijérjestelmissé ylavirtaukseen tapahtuvan reaktion,
jossa elimistdon eritetidén eri solujen toimesta tulehduksen vastaisia anti-inflammatorisia
ja tulehdusta aiheuttavia pro-inflammatorisia sytokiineja samanaikaisesti. Sytokiinien
madrd, diversiteetti ja suhde vaikuttaa tulehdusreaktion intensiteettiin sekd kestoon
(Owen ja muut 2013; Kany ja muut 2019). Sytokiinien erittiminen vaikuttaa muiden
solujen tai itsensd aktivointiin, sytokiinien lisddntymiseen sekd solun pintareseptorien
esiintymisen madrdin. Toisinaan reaktio voi edetd jopa ohjattuun solukuolemaan. (Owen
jamuut 2013.) Tassé tutkielmassa tarkastelun kohteena ovat pro-inflammatoriseet TNF-

a sekd IL-1p.
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Kuva 6. Sytokiiniverkosto. T-solut, B-solut, makrofagit, syéttosolut, neutrofiilit, basofiilit ja eosinofiilit ohjaavat
immuunijdrjestelmdd, kommunikoiden keskendidn sytokiinien avulla. Suuri mddrd erilaisia sytokiineja tarvitaan
oikeanlaisen tulehdusvasteen muodostumisessa. Piirretty (Zhang ja An 2007) mukaan.

TNF-oo (engl. Tumor necrosis factor-a) on TNF superperheeseen kuuluva
tulehduksenaiheuttaja sytokiini (Sonar ja Lal 2015). TNF-o:n padasiallisena ldhteend ovat
monosyyttilinjan solut, kuten makrofagit, mikroglia, Langerhansin solut, Kupfferin solut,
astroglia ja hengitysrakkuloiden makrofagit, mutta sen tuottoa tapahtuu jokaisen muunkin
solutyypin epiteelilld (Parameswaran ja Patial 2010; Owen ja muut 2013). TNF-a-
sytokiinien pédasiallinen tehtivd on makrofagien toiminnan sditely tulehdusreaktion
aikana. TNF-o muihin tehtidviin kuuluu NF-kB aktivaatio tulehdusreaktiossa,
solupintareseptori TNFR1 (engl. Tumor necrosis factor receptor) ja TNFR2 regulaatio
apoptoosin aikana sekd SAPKs:dn (engl. stress-activated protein kinase) aktivaatio.
Tulehdustilan aikana TNF-a:t ovat yksi tulehtuneen kudoksen yleisimmista sytokiineista.

(Zhang ja An 2007.)

Interleukiini-1 oli tutkijoiden ensimmaiiseksi havaitsema ei-interferonisytokiini, joka
kuuluu 11 jasenisen interleukiini-1-perheeseen (Sims ja Smith 2010; Kaneko ja muut
2019). Interleukiini-1 nimen vakiintuminen tapahtui 1980-luvulla sen biologisten
aktiivisuuksien todennuksen yhteydessd (Sims ja Smith 2010). Interleukiinit ovat
yleisimmin tulehduksen aiheuttaja sytokiineja, muutamia poikkeusisotooppeja, kuten
reseptorin séddtelijat [L1-Ra, IL-36Ra ja IL-38, seké tulehduksen vastaista isotooppi IL-

37, lukuun ottamatta (Kaneko ja muut 2019). IL-1 sytokiinit eritetdéin tulehdusreaktion
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varhaisessa vaiheessa bakeetriaalisen, viraalin tai parasiittisen antigeenin ldsnd olleessa

(Owen ja muut 2013).

IL-1 isotoopit IL-1a ja IL-1P ovat toistensa ldhisukulaisia. Ndiden isotooppien biologiset
ominaisuudet ovat hyvin ldhelld toisiaan jakaen samankaltaisen fysiologisen rakenteen
sekd saman reseptorin: IL-1R1 (engl. interleukine 1 type receptor) (Kaneko ja muut
2019). Aminohapposekvenssiltddan vain 27 % homologiset IL-1a ja IL-1P ovat liuoksissa
funktionaalisesti samanlaisia (Kaneko ja muut 2019). Normaalitilassa molempia
isotooppeja eritetdén hyvin vihin kehoon (Owen ja muut 2013). IL-1a sekd IL-1f eroavat
toisistaan toiminnallisten ominaisuuksien sekd vaikutusympdristdjen perusteella.
Aktivoituessaan IL-1f eritetddn verenkiertoon, jossa se vaikuttaa kuumeen nousemiseen,
kun taas IL-la toimii paikallisesti sen tuottajasolun plasmamembraanin ldhettyvilld

osallistuen T-solujen kontaktihypersinsitiivisyyteen (Sims ja Smith 2010).

IL-1B on péddasiallisesti monosyyttien ja makrofagien erittdima sytokiini. Toisinaan
fibroblastit ja epiteelisolut voivat toimia sytokiinintuottajina soluvaurion, infektion,

invaasion sekd tulehduksen aikana. (Zhang ja An 2007.)

Komplementtisysteemin tapaan sytokiinien sédédtely on hyvin tarkka toimenpide.
Sédtelyssd tapahtuneet virheet, kuten sytokiinien liika- tai vajaatuotanto, voi johtaa
vaarallisiin terveystiloihin. Sepsiksessd kehoon on infektion seurauksena tuotettu liian
paljon sytokiineja. Liikatuotannon aiheuttama tulehdustila voi johtaa elinvaurioihin, ja

jopa ldhes aina kohtalokkaaseen septiseen shokkiin. (Gyawali ja muut 2019.)

1.3 Immunologisten vasteiden mittaaminen

kosteusvauriotutkimuksissa

Ihmisen immunologisia vasteita on helpointa tutkia verestd, jossa suurin osa
immunologisista proteiineista sijaitsee. Viitearvoihin verrattuna koholla olevat tasot
voivat kertoa immuunijdrjestelmidn aktivaatiosta ja edelleen kdynnissd olevista

immuunireaktioista.

Keuhkot ovat yksi tdrkeimmistd immunologisista elimistd. Niiden vaurioituminen
vaikuttaa huomattavasti koko puolustusjérjestelmiin. Kohonneet immunologiset arvot
voivat viitata mikrobivaurioiden vaikuttaneen negatiivisesti ihmisen keuhkoputkiin
liittyvan imukudoksen (engl. bronchus associated lymphoid tissue, BALT) toimintaan
(Atosuo ja muut 2020a). Immuniteetin vajaatoiminta tai epidtasapaino voi johtaa

allergiothin,  kroonisiin  hengitysteiden  infektiothin  tai  keuhkokudoksissa
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immunopatologiaan. Immunologisista vasteista tutkimuksen kiinnostuksen kohteina ovat

veren seerumissa sijaitsevat Ig:t, komplementtisysteemi, CIC:t sekd sytokiinit.

Vasta-aineita tarkasteltaessa, kohonneet IgE-arvot voivat olla merkki allergisesta
reaktiosta, kun taas kohonneet IgM-arvot voivat kertoa komplementtijirjestelmén
aktivaatiosta. [gM:n eritys verenkiertoon ei kerro suoraan minkiin infektion alkamisesta
tai sairauden kehittymisestd. [gM-vasta-aineiden ldsnédolo seerumissa voi olla jaannds jo
eliminoidusta patogeenistd, silld kauan eldvét plasmasolut voivat tuottaa vasta-aineita
vield viikkoja patogeenin poistamisen jilkeen. [gM:ien puuttuminen seerumista voi myos
kertoa patogeenille altistumattomuudesta tai henkilon immuunivajeesta. (Sathe ja Cusick

2020.)

Kohollaan olevat CIC-tasot voivat olla merkki klassisen komplementtireaktiotien
aktivaatiosta. CIC:den muodostuminen on olennainen osa klassisen immuunivasteen
synnyssd, jonka vuoksi CIC-tasojen kohonneisuus voi olla merkki systeemisestd Tul-
tyypin  tulehdustilasta. Kohonneet CIC-médrdt voivat johtaa tyypin III

hypersensitiivisyysreaktioon ja sitd mukaan kudosvaurioihin. (Yancey ja Lawley 1984.)

Sytokiinien erittyminen vereen on usein merkki tulehduksen kéynnistymisesti.
Sytokiinien tuotanto méiédrdd tulehdusreaktion vakavuudesta. Tutkimuksessa
mielenkiinnon kohteena olevat sytokiinit IL-1f sekd TNF-a kuuluvat synnynndiseen
immuniteettiin  ja ovat molemmat tulehdustekijoitdi. (Owen ja muut 2013).
Neuroimmunologiassa on todettu IL-1p tuotannon aiheuttavan TNF-a-tuotantoa sekd
saman reaktion tapahtuvan toiseen suuntaan (Leal ja muut 2013). Useimmissa

tulehdustilanteissa, joissa reaktio vaatii IL-1f, on my6s TNF-a mukana.

Suurin ongelma immunologisten vasteiden tutkimuksessa on niiden alkuperin
jaljittdminen. Tutkittaessa kosteusvauriokohteissa oleskelleita henkilditd, veren
kohonneet immunologiset vasteet eivit suoraan osoita, minki takia vasteet ovat koholla.
Verrokkiryhméin verrattuna kohonneet tulehdusvélittdjdaineet voivat kertovat kdynnissa
olevasta matalasta tulehdustilasta, jonka syynd voi olla kosteusvauriokohteiden
mikrobikasvustojen lisdksi ldhes mika tahansa terveydellinen haitta. Toiseksi ongelmaksi
nousee toissijaisen ndytetyypin kdyttd. Sisdilman haittamikrobeille altistuminen tapahtuu
lahes  poikkeuksetta hengitysteiden kautta. Keuhkondytteiden kerdédmiseksi
koehenkiléille pitéisi tehdd keuhkolavaatio, jota ei sen invasiivisen luonteen vuoksi

yleensa tehda.
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1.3.1 ELISA menetelmat

Immunologisten vasteiden mittaaminen verestd onnistuu nykyteknologialla helposti ja
nopeasti. Arvojen mittaamiseen on kehitetty useita méadritysmenetelmid, joista yksi
suosituimmista on entsyymivilitteinen immunosorbenttimééritys (engl. enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA). ELISA on immunodiagnostiikassa kdytetty menetelma,
jolla voidaan tutkia ndytteiden komponentteja kvalitatiivisesti ja kvantitatiivisesti.
Yleisesti kaikkia testejd, joissa kdytetddn entsyymejd vasta-aine-antigeenisidosten
madrittdmiseen, kutsutaan entsyymi immunotesteiksi (engl. enzyme immunoassay, EIA).
(Aydin 2015.) ELISA-madrityksilla ndytteistd tarkasteltavia analyyttejd ovat vasta-aineet,
antigeenit, hormonit ja proteiinit (Alhajj ja Farhana 2021).

ELISA-maiiritykset voivat olla hyvin tarkkoja, silld testissi hyddynnetdén
immuunijérjestelméssd muodostuvia spesifisid vasta-aineita. Spesifisten vasta-aineiden
on ldhes mahdotonta sitoutua muuhun kuin omaan antigeeninsid (Aydin 2015). Hyvin
optimoidussa maédrityksissd kdytetddn tiedettyjd vasta-aineita tai antigeenejd. Télloin
midrityksessd tapahtuva sitoutumisreaktio tapahtuu juuri halutulle analyytille. (Xiao ja
Isaacs 2012.) Léhtdaineista tuloksiin voidaan paisti jo parissa tunnissa riippuen kdytetyn
protokollan monimutkaisuudesta sekd kdytettdvissa olevista laboratoriolaitteista. Kuten

muissakin testeissd, voidaan ELISA-maédritykselle maérittda spesifiyys ja sensitiivisyys.

ELISA-mairitykset voidaan jakaa neljdédn eri luokkaan; suoraan, epasuoraan, sandwhich
ja kilpailulliseen ELISA-mééritykseen (Alhajj ja Farhana 2021). Jokaisella luokalla on
sille ominaisia etuja ja joillain myds haittoja (Taulukko 3.). Tutkimuksen
suunnitteluvaiheessa on paétettdvd, mikd ELISA-maéiritys luokka olisi sopivin

tutkimustarkoituksia ajatellen.
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Taulukko 3 ELISA-mddritystyypit, niiden havaitsemat aineet, edut ja haitat.

ELISA-mddritys on valittava tehtdvin tutkimuksen mukaan. ELISA-tyypit detektoivat eri analyyttejd. Tyypeilld on omat
etunsa ja haittansa.

ELISA- Detektoitava
tyyppi aine Edut Haitat

Mahdollisuus false-positive
Suora Vasta-aine Alhainen herkkyys tulokseen

Vasta-aine/

Epésuora antigeeni Korkea herkkyys Immobilisaatio epéspesifistd

Erittdin korkea

Sandwich Antigeeni herkkyys -

Kilpaileva Vasta-aine Korkea herkkyys -

1.3.1.1. Historia

ELISA-menetelmé kehitettiin 1971 vaihtoehtoiseksi tyokaluksi RIA-maéirityksille (engl.
radio immunoassay) ja se on siitd ldhtien ollut yksi maailmanlaajuistesti kdytetyimmista
diagnostisista menetelmistd (Aydin 2015). ELISA-méérityksien suosio on kasvanut vuosi
vuodelta. Menetelmdd késittelevdd kirjallisuutta on kerdytynyt ScienceDirectin
tietokantaan 1591 kappaletta 2004 vuoteen mennessd, ja pelkdstdiin vuonna 2020
ELISA:a késittelevid tutkimusartikkeleita 10ytyi 18 329 (Crowther 2009; ScienceDirect
2021).

ELISA-menetelmid kdytetddn nykyéén kliinisten tautien vahvistukseen, immunologisten
vasteiden médrittimiseen, antigeenien vertailuun, monoklonaalisten vasta-aineiden
tarkkailuun, novellien systeemien kehittdmiseen, ruoka-analyysiin ja moneen muuhun

menetelmidn (Crowther 2009).

1.3.1.2 Mittaaminen

ELISA-mairityksen suorittamiseen tarvitaan jokin kiinted faasi. Kiintedna faasina usein
kaytetddn jotain muovista, kuten polystyreenistd mikrotiitterilevyé, jolla on vahva vasta-
aineen sitomiskyky (Crowther 2009). Levy muodostuu kymmenistd satoihin
vierekkdiisistd pienistd kuopista, joita kutsutaan kaivoiksi. Yleisin kdytetty levy on ns. 96-

mikrotiitterilevy, jossa kaivot ovat 8x12 asetelmassa (Crowther 2009). Kaivojen miira,

33



muoto, materiaali, viri ja tilavuus vaihtelevat maarityksen tarkoituksen ja tarpeen mukaan

(Auld ja muut 2004).

Valitun kiintedn faasin lisdksi muut méérityksiin tarvittavat komponentit riippuvat
suoritettavasta ELISA-maérityksen tyypistd. Tarvittaviin komponentteihin voi kuulua
spesifinen primééri, ja/tai sekundddri detektiovasta-aine, analyytti tai antigeeni,
pesupuskuri, substraatti sekd blokkaus- ja pysdytyslivos (Crowther 2009; Alhajj ja
Farhana 2021).

Niin kuin maéiritykseen tarvittavat reagenssitkin, ELISA-médrityksen vaiheet ovat
testikohtaisia. ELISA-mééritysten suurpiirteiset ddriviivat perustuvat testien padluokkiin
(Kuva 7.). Madrityksessé muodostuu tornimainen pino reaktioon osallistuvista

reagensseista, jotka loppujen lopuksi antavat mitattavaa havaittavaa signaalia.

A) Suora ELISA

L

1 ]
C) Sandwich ELISA

LI u M
Y

D) Kilpaileva ELISA

3. : 5. 6.

& Pesu (O Inkubaatio
¥ Vasta-aine ¥ Vasta-aine = Antigeeni 1 Antigeeni - Blokkaus - Entsyymi
" Konjugaatti (Biotinyloitu) Tuote = Substraatti o Reaktion pyséyttija

Kuva 7. Erilaiset ELISA-mddritykset ja niiden esimerkki vaiheet. ELISA-mddritykset tehdddn niiden tyypille
ominaisessa jdrjestyksessd. ELISA-mdidritysten vaiheet ovat seuraavat: 1. Kaivojen pddllystiminen primddri vasta-
aineella tai antigeenilld 2. Kaivojen blokkaus 3. Niytteen lisdys 4. Konjugaatin lisdys 5. Entsyymin lisdys 6.
Biotinyloituneen konjugaatin lisdys 7. Reaktion pysdyttdjin lisdys 8. Kaivojen analysointi 9. Tuote. Vaiheet selitetty
tekstissd. Vaiheiden vililld suoritetaan tarkoituksenmukaisia inkubaatio- ja/tai pesutaukoja. Muokattu kuvasta (Aydin
2015).
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Maédritys aloitetaan valitun kiintedn faasin kaivojen pohjien péadllystimisella.
Padllystiminen tehdddn yleensd primiérilld vasta-aineella tai antigeenilld (Alhajj ja
Farhana 2021). Reagenssin sitoutuminen reaktiopinoon ei tapahdu heti lisdyksen jdlkeen.
Tamain vuoksi ELISA-mairitys vaiheiden vélilld on inkubaatiotaukoja, jonka yhteydessa
kaivot “’pestddn”. Pesu tehdddn joko késin pipetoimalla tai kaivonpesulaitteella, joka
automaattisesti liséé ja poistaa pesupuskurin kaivoista. Pesupuskuri pesee kaivoista viime
vaiheessa kdytetyt sitoutumattomat reagenssit kuivaamatta tai kontaminoimatta kaivossa
tapahtuvaa mairitysreaktiota (Crowther 2009). Pesupuskurina yleisesti kdytetdén jotain
neutraalia nestettd kuten PBS:44 (engl. phosphate-buffered saline). Inkubaation ajaksi
mikrotiitterilevy voidaan asettaa levyn heiluttajaan ja/tai ldmpokaappiin reaktion

nopeuttamiseksi.

Toisinaan kaivojen paillystimattomaiksi jadneet aukot blokataan BSA:1la (engl. bovine
serum albumin). BSA estdi kaivon pohjaan tapahtuvan epéspesifisen sitoutumisen (Xiao
jalIsaacs 2012). Blokkausvaiheen hyodyistd on kdyty tiedeyhteisossd keskustelua. Toisten

tutkimusten mukaan vaihe on valinnainen tai kokonaan turha. (Ahirwar ja muut 2015.)

Blokkausvaiheen jilkeen kaivoihin lisdtdén ndytemateriaalia, josta toivotaan 10ytyvédn
kohdeanalyyttid. Naytteet analysoidaan duplikaatteina minimoiden ndin kontaminaation
riskin. Duplikaateista lasketaan keskiarvo, jota kdytetddn lopullisissa laskelmissa.
Naytteiden lisdyksen, inkubaatio- ja pesuvaiheen jilkeen kaivoihin lisidtddn konjugaatti,
joka sitoutuu analyyttiin. Konjugaattiin on yhdistetty leima-aine, johon entsyymi on jo

sitoutunut tai pystyy sitoutumaan.

Entsyymi aktivoituu seuraavaksi lisdttdvdn substraatin toimesta. Yleisesti kéytetyt
entsyymit ovat HRP (engl. Horseradish peroxidasehorseradish) sekd AP (engl. Alkaline
phosphatase). Entsyymit voidaan aktivoida eri substraateilla esimerkiksi HRP aktivoituu
TMB:n (engl. 3,3'.5,5'-tetramethylbenzidine) tai ABTS:n (engl. 2,2'-Azinobis [3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]-diammonium salt) avulla luoden virireaktiota.

(Crowther 2009.)

Absoprtion havainnointi  voidaan suorittaa ELISA-levylukijalla, joka toimii
spektrofotometrind tai luminometrind méérityksesta riippuen. Spektrofotometrind lukija
havaitsee sitoutuneen konjugaation luoman vérinvaihdoksen maééréllisesti mitattavana
absoprtiona madritetylld havaittavalla aallonpituudella. Havaitsemisallonpituus voi
vaihdella 400-600nm valilla riippuen kéytetystd konjugaatista (Aydin 2015). Kun
reaktiossa kédytetddn HRP:t4, substraattina kdytetty TMB toimii 450nm aallonpituudella
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ja ABTS 410nm aallonpituudella. Absorptio mitataan ndytteistd néiltd aallonpituuksilta.

Absorption méérd on suoraan verrannollinen kaivoissa olevan analyytin maardan.

Mitattuja absorptiomdirid vertaillaan yleensd tiedettyihin standardeihin (Taulukko 4.).
Kaupallisten kittien mukana yleensd saapuu standardeja, jotka mitataan samalla
mikrotiitterilevylld kuin ndytteet. Jos ELISA-médritys on oma kehitteinen, standardina
voidaan kayttda jotain yhtd ndytettd, jonka mitattuun arvoon vertaillaan muita néytteita.
Standardien lisdksi ndytelevylld on hyvé ajaa ns. 0-ndyte, johon ei lisdtd yhtddn primaaria
vasta-ainetta tai antigeenid. Tdma tyhjd kaivo antaa taustasignaalin (engl. background,

BG), joka poistetaan kaikkien kaivojen signaaleista analysointivaiheessa.

Tiedetyistd standardeista luodaan standardisuora, josta voidaan laskea standardiyhtalo.
Néytteistd saatu absorbanssi arvo sijoitetaan tdhin yhtdloon, jolloin signaali voidaan

muuttaa standardeihin vertailtavaksi yksikoksi esim. pg Eq/ml.
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14
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Kuvaaja 1. Esimerkki ELISA-mddrityksen analyysivaiheessa muodostetusta standardisuorasta. Kuvaajan vasemmassa
vidkulmassa sijaitsee standardien pisteiden muodostaman suoran yhtdls, johon sijoittamalla ndytteistd havaitut
absorbanssiarvot saadaan tuntemattoman ndytteen sisdltdmdn analyytin konsentraatio.
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Taulukko 4 Kuvaajan 1. arvot ja lasketut absorbansit.

Taulukko sisdltid kuvaajassa kdytetyt standardit, absorbanssin sekd korjatun absorbanssin, jossa lasketusta arvosta
on poistettu taustandytteestd saatu absorbanssi. Lisdksi taulukossa néytteet 1 ja 2, jotka on merkitty kuvaajaan 1.

Standardi | konsentraatio (¢) ug Eq/ml Absorbanssi - BG Absorbanssi (405nm)
A 0 -0,002 0,072
B 4,8 0,144 0,218
C 18,5 0,504 0,578
D 31 0,818 0,892
E 45,5 1,199 1,273
Nayte 1 22,52 0,6 0,674
Nayte 2 30,15 0,8 0,874
BG - 0 0,074
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2. TYON TAVOITTEET JA TUTKIMUSKYSYMYKSET

Tamin tutkimuksen tavoitteena on aiemman tutkimuksen (Atosuo ja muut 2020b)
aineistoja ja menetelmid hyodyntden tutkia kosteusvauriomikrobeille altistumisen
vaikutusta IgE ja IgM-luokan vasta-aineiden tuotantoon sekd immuunikompleksien ja
sytokiinien tasoihin. Voidaanko niitd arvoja mittaamalla erottaa esim. vauriokohteissa

altistuneita potilaita altistumattomista?

Tutkimuksessa kéytettiin antigeenind aikaisemmin mainittujen mikrobien 4. versicolor
ja S. albus liséksi P. expansium:ia. Valitut mikrobilajikkeet ovat kaikki haittamikrobeja,
joita voidaan havaita kosteusvaurioituneissa rakennuksissa (Reponen ja muut, 1998;

Engelhart ja muut 2002; Nielsen, 2003; Salo ja muut, 2019).

Tutkimuskysymys 1: Ovatko mikrobivaurioille altistuneiden henkildiden IgE- ja IgM-

tasot kohonneet verrattuna referenssiryhméain?

Tutkimuskysymys 2: Saadaanko IgE -menetelmin herkkyys sille tasolle, ettd ndiden

mittaaminen seerumista on mahdollista?

Tutkimuskysymys 3: Testihenkil6illd, joilla oli havaittu ryhmitasolla merkitsevasti
kohonneita haittamikrobispesifisid I[gG-tasoja, (Atosuo ja muut 2020b) oli lisdksi havaittu
ryhmaitasolla epéspesifisesti kohonneet komplementin klassisen reaktiotien aktiivisuutta
Escherichia coli-lux (Escherichia coli K-12 pEGFPluxABCDEAmp) (Atosuo ja Lilius
2011; Atosuo ja muut 2021) -antigeenid vastaan. Johtuiko tdmid epéspesifisempi
komplementti aktiivisuus seerumin E. coli-spesifisistd [gM-luokan vasta-aineista, jotka
my0s aktivoivat komplementtisysteemid? Ovatko IgM-tasot kohonneet verrattuna

referenssiryhmééan?

Tutkimuskysymys 4: Loytyyko testiryhmalta korkeampia kiertdvien

immuunikompleksien ja/tai sytokiini tasoja verrattuna referenssiryhmaén.

Naytteistd mitataan veren kokonais- (totaali) IgE, E. coli-lux 1gM, ja S. albus-, P.
expansum- sekd A. versicolor-lajien itidspesifinen IgE-arvot sekd sytokiini ja
immuunikompleksi tasot. Ig-tasoja verrataan altistumattoman referenssiryhmaén tasoihin.
Sytokiini sekd immuunikompleksi tasoja verrataan tiedettyihin, kittien mukana tulleisiin

standardeihin.

Tutkimuksen tarkoituksena on saada parempi kasitys haitallisten mikrobien vaikutuksesta
thmisten hyvinvointiin sekd kehittdd menetelmid, joilla altistuneiden henkildiden

puolustusjirjestelméssd tapahtuneita muutoksia voitaisiin havainnoida. Saatujen tulosten
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ja menetelmien avulla pyritdédn edelleen tutkimaan, miten sisdilmavauriot vaikuttavat
terveyteen ja miten vaikutuksia pystyttdisiin korjaamaan, lievittdiméddn tai ennalta

ehkiisemaiin.
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3. MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Tutkimusmateriaalit

Rakennukset ja seerumindytteet

Vauriokohderakennukset ja niissd olleet mikrobikasvustot oli tutkittu ulkopuolisten
asiantuntijoiden toimesta. Mikrobivahingot oli arvioitu mikrobiviljemilld, joiden
perusteella kaikista vauriokohteista 10ytyi S. albus ja A. versicolor lajeja. Vauriokohteesta

my0s 10ytyi P. expansum:ia. Vertailurakennuksista ei 10ydetty mikrobivaurioita.

Tyossd kdytetyt seerumindytteet (197 kpl) oli kerétty kliinisen tutkimusyksikké TROSSIn
tutkimuksien  yhteydessd, Léansi- ja Eteld-Suomessa mikrobivaurioituneissa
rakennuksissa tyoskenteleviltd vapaaehtoisilta koehenkil6iltd. Vertailumateriaalina
kiytettiin vaurioitumattomissa tiloissa tyoskentelevien vapaaehtoisten henkildiden

seerumindytteitd (89 kpl) (Taulukko 5.).

Taulukko 5. Tutkimuksessa kdytettyjen kohteiden mddrd sekd yksildjakauma.

Taulukkoon on kerdtty tutkimuksen kohderakennukset, niiden mikrobivaurioitumis tilat ja kohteessa oleskelleiden
tutkimukseen osallistuvien koehenkildiden mddrd.

Altistunut | Kohde Yksiloméard Altistunut | Kohde Yksiloméara
Kylla Kohde 1 43 Ei Kohde 6 59

Kohde 2 45 Kohde 7 12

Kohde 3 51 Kohde 8 11

Kohde 4 32 Kohde 9 7

Kohde 5 26

Yhteenséd 197 Yhteensd 89

Viitendytteind kiytettiin kahden vapaaehtoisen aikuisen seerumindytteitd. Viiteyksilot
olivat terveitd, vapaaehtoisia henkilditd, jotka eivdt kuuluneet tutkimusotantaan.
Seerumien kerdyksessd ja sdilytyksessd noudatettiin samaa protokollaa kuin Atosuo ja

muut (2020).

3.2 Itididen kasvatus
S. albus-iti6t kasvatettiin maljoilla mannitol-agarissa ja 4. versicolor sekéd P. expansum

mallasagarissa (Ainsa ja A. 2010).
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Steriloidulla vedelld hydratoidut kasvustot keréttiin kasvatusmaljoilta kaapimalla
muovikerdysastioihin talteen, jonka jélkeen kasvustojen soluseindt sonikoitiin rikki
vesihauteessa. Ylimddrdinen mikrobikasvusto, kuten rihmasto, Kkarsittiin pois
suodattamalla steriloidun puuvillan ldvitse. Suodatetusta kasvatuksesta sentrifugoitiin 10
min 20 000 rpm, supernatantti poistettiin ja jdljelle jddnyt pelletti suspentoitiin

glyseroliin. Valmistuneet itidstokit pakastettiin myShempid ELISA-maiérityksié varten.

Villi tyypin S. albus -kanta oli lahjoitus Turun yliopiston biokemian laitoksen Antibiotic
Biosynthetic Engineering ryhmaltd, ja A. versicolor SL/3-kanta Turun Yliopiston

Aerobiologisen laitokselta.

3.3. Seerumin totaali IgE -mééritykset

Seerumindytteistd mitattiin totaali-IgE ELISA-mééritykselld. Testaus aloitettiin sopivan
seerumipitoisuuden  valinnalla.  Koendytteet laimennettiin 23  laimennoksen
laimennossarjaksi mikrotiitterilevylle. Laimentaminen aloitettiin 50 % seerumi-PBS
konsentraatiosta, jonka jélkeen seuraava ndyte laimennettiin kolmannekseen (50 % ,16,7
%, 5,56 %, 1,85 %...). Naytelevyt paillystettiin parafilmilld ja annettiin inkuboitua yon
yli 5°C.

Seuraavana péiviani ndytelevyt pestiin kolme kertaa PBS-Tween20 pesunesteelld (Sigma,
Aldrich, Missouri, USA) (2,5 % Tween20). Kaikissa pesuissa kidytettiin samaa
pesunestettd. Pesun jédlkeen kaivot blokattiin 1 % BSA/PBS-liuoksella, jota inkuboitiin
kaivoissa 2 h huoneen lammdssé (20°C). Kaivot pestiin, jonka jilkeen kaivoihin liséttiin
sekunddiri IgE-HRP/PBS laimennosta (kahta eri konsentraatiota testattiin 1/2000 (0,75
pul/ml) sekd 1/4000 (0,375 pl/ml)) (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, U.S) ja
inkuboitiin 1 h huoneen limmossd. Vérireaktio saatiin aikaiseksi lisddmélld HRP
substraatti ABTS:1ld (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, U.S).
Inkuboinnin jidlkeen levyistd mitattiin 420 nm alueelta absorbanssi HIDEX
mikrolevylukijalla (HIDEX, Turku, Finland). Saaduista arvoista vidhennettiin

taustandytteestd saadut arvot.

Kahdelle uudelle sekd kahdelle jo analysoidulle ndytteelle tehtiin uusi totaali IgE-
madritys. Laimennossarjat aloitettiin télla kertaa 100 % seerumista, jonka jdlkeen ndytetta
laimennettiin aina 2/3-konsentraatioon edellisestd niytteestd (100 %, 66,7 %, 44,4 %...).

Néytteiden annettiin inkuboitua yon yli 5°C.

Néytteisiin liséttiin konjugaatti IgE-HRP/PBS 0.75 pul/ml (Invitrogen). Vérireaktiota
varten kaivoihin lisdttiin ABTS (Thermo Fisher Scientific) kuten edelld ja mitattiin 420
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nm alueelta absorbanssi HIDEX mikrolevylukijalla (HIDEX). Saaduista arvoista

vihennettiin BG.

3.4 E. coli-lux kasvatus ja ELISA levyn valmistelu

Néytteiden E. coli spesifistd IgM-vastetta mitataan kayttden E. coli-lux ELISA-
antigeenid. E. coli-lux kasvatettiin pakkaspreparaatista (Atosuo ja muut 2020a)
erlenmeyer pullossa. Pulloon liséttiin E. coli-Lux-pakastepreparaattia, kasvatusmedium
LB:td (engl. Lysogeny broth) sekd 100 ug/ml ampisilliinia selektiopaineen
ylldpitamiseksi. Kasvatus suoritettiin 37°C kevyesti sekoittaen. Kun ODg2o arvo ylitti 0,4
OD, kasvatus lopetettiin ja E. coli-lux sentrifugoitiin 20 000 rpm 10 min. Pelletti
resuspentoitiin 1x PBS:&4n niin, ettd saatiin laskennalliseksi ODe20=1. E. coli-lux-PBS
suspensiota liséttiin mikrotiitterilevyjen kaivoihin, inkuboitiin yon yli 4°C ja pestiin
suspensio pois kolme kertaa pesunesteelld. Pestyt mikrotiitterilevy suojattiin parafilmilla

ja muovipusseilla, ja pakastettiin -20°C myShempéaa kayttod varten.

3.5 E. coli-lux spesifinen vasta-ainemédritys ELISA:lla
Péillystettyihin ELISA-levyihin lisdttiin ndyteseerumilaimennoksia duplikaatteina
vierekkdisiin kaivoihin, joita inkuboitiinl h huoneen 1dmmdssa. Kaivot pestiin ja lopuksi

kuivattiin kopauttamalla muutaman kerran varovasti imukykyisti paperia vasten.

Konjugaattina ELISA-testeissd kaytettiin 1,5 pg/ml IgM spesifisti IgM-HRP
sekundédrivasta-ainetta  (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, U.S). ELISA
madrityksessé kéytettdva konjugaattikonstentraatio médritettiin valmistelevissa testeissa.
Mikrotiitterilevyihin lisdttiin konjugaattilaimennosta ja annettiin inkuboitua 1 h huoneen

lammossad. Tamaén jélkeen levyt pestiin.

Virireaktio (vihred) saatiin lisddamillda HRP:n substraatti ABTS (Thermo Fisher
Scientific). Inkuboitujen kaivojen absorbanssi mitattiin alueelta 420 nm HIDEX
mikrolevy lukijalla (HIDEX). Rinnakkaisndytteiden absorbanssiarvojen keskiarvoja ja
keskihajontaa verrattiin samanaikaisesti ajettuihin vertailundytteisiin. Saaduista arvoista
poistettiin  BG. Absorbanssin suuruus on verrannollinen sitoutuneiden seerumin
immunoglobuliinien méaardén. Verrokkiyksilon OD tulos merkittiin testikohtaisesti
arvolla 1, johon saatujen testihenkildiden mittausarvot suhteutettiin. Lopputuloksena oli

eri testikertojen vélilld keskendin vertailukelpoisia tuloksia.

Naytteiden analysointi ja mittaaminen suoritettiin monella eri mittauskerralla ja
mittauslevylld. Jokaisen mittauskerran mukana oli ndyteseerumeiden joukossa saman

verrokkihenkildn seerumia.
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3.6 C3 ja Clq aktivaatiofragmenttia sisdltdvien CIC:iden kvantitatiivinen mittaus
seerumindytteisti

Vauriokohteessa oleskelleilta henkil6iltdi mitattiin  veren seerumi C3- ja Clg-
komplementtifragmentteja siséltdvien CIC:n méarid MicroVue CIC-Raji cell replacement
EIA- sekd MicroVue CIC-Clg-kittien avulla (MicroVue, Hannover, Germany). CIC-
RAJI-kitti mittasi aktivoituneiden komplementti komponentin C3:n fragmentteja iC3b,
C3dg ja C3d siséltdvid CIC:itd. CIC-Clq mittasi komplementin Cl1q:n fragmentteja

sisaltdavia CIC:ita.

Kitin ohjeiden mukaisesti levyjen absorbanssi mitattiin alueelta 405 nm HIDEX
mikrolevylukijalla (HIDEX). Saatuja tuloksia verrattiin kitin mukana tulleiden

standardien OD-arvojen mukaan muodostettuun standardisuoraan.

3.7. TNF-a sekd IL-1p mittaus seerumindytteista

Vauriokohteessa oleskelleilta henkildiltd mitattiin seerumissa olevien TNF-a sekd IL-1f3
sytokiinien méérid Elabscience Human TNF-o ELISA- kitin (E-EL-HO0109, Elabscience,
Wuhan, Kiina) sekd Elabscience Human IL-1f ELISA- kitin (E-EL-H0149, Elabscience,

Wuhan, Kiina) avulla.

Testeilld kiaytetty seerumikonsentraatio mdidritettiin laimennossarjan avulla. Kitin
ohjeiden mukainen 100 % seerumikonsentraation médritettiin olevan optimaalinen

testeille.

Tehtyjen kittien niytteiden absorbanssi mitataan alueelta 405 nm HIDEX
mikrolevylukijalla (HIDEX). Absoluuttiset konsentraatiot (pg/ml) méériteltiin

standardindytteistd tehdyn standardisuoran perusteella.

3.8 Datan kasittely

Saatu data analysoitiin ja késiteltiin Excel-ohjelman eri versioilla (Microsoft, Redmond,
Washington, USA). Lopulliset analyysit tehtiin tilasto-ohjelma SPSS versio 25:11a (IBM,
New York, Yhdysvallat). Analysoitu data mallinnetiin Excel-ohjelmalla sekd Origin:lla
(Microcal, OriginLab, Massachusetts, Yhdysvallat).
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4. TULOKSET

4.1. Totaali IgE sekai itiospesifiset IgE ELISA-mittaukset
Testatuista ndytteistd ei kyetty maarittdd oikeaa IgE-konsentraatiota. Epésuotuisten
totaali-IgE tuloksien vuoksi itiospesifisid S. albus, A. versicolor sekd P. expansum IgE

mittauksia ei jatkettu téstd eteenpdin.

4.2. E. coli-Lux spesifisen IgM ELISA-mittaukset

E.  coli-lux-IgM-ELISA  madrityksissd vertailtiin  kosteusvauriokohteissa  sekd
vaurioitumattomissa vertailukohteissa oleskelleiden henkildiden E. coli-lux itiospesifisid
IgM-vasta-aine tasoja. I[gM-standardeja ei ollut kéytossi, joten kaikkien ndytteiden A420nm
arvoja vertailtiin tutkimusmateriaalin ulkopuolisen verrokkiyksilon arvoon. OD-lukemia

vertailtiin ryhmien vililld (Kuvaaja 2.).

Mittauksia suoritettiin yhteensd 275 niytteelle, joista 189 oli mikrobivaurioille
altistuneiden yksildiden ja 86 altistumattomien yksildiden ndytteitd. Ndiden ryhmien
keskiarvoja verrattiin keskendén. Ryhmien vélilld ei tilastollisesti merkitsevid
eroavaisuuksia 16ytynyt (p = 0.087) (Kuvaaja 2.). Data oli epéd-parametrisesti jakautunut,
ja tilastollinen merkitsevyys arvioitiin kdyttimallda Mann-Whitney U testid p-arvojen

laskemiseen.
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Kuvaaja 2. E. coli-Lux spesifisen IgM ELISA-mittaukset. Kuvaajassa 75 %, 25 %, keskiviiva on mediaani
vaurioituneilla valkoinen nelid, ja viiteryhmdlld musta nelié ovat keskiarvoja sekd ristit osoittavat minimi ja maksimi
arvot. P-arvo on laskettu Mann-Whitneyn U-testilld.

4.3. Sytokiini ETA-mittaukset

TNF-o mittauksilla analysoitiin 157 seerumindytettd (vauriokohteissa oleskelleita n=76,
vertailundytteiti=81) ja IL-1p mittauksilla 80 seerumindytettd (vauriokohteissa
oleskelleita n=44, viiteryhmi n=36). Kummassakaan testissd ei havaittu tilastollisesti
merkitsevid eroja ryhmien vililld (Kuvaaja 3. ja 4). Molempien testien p-arvot olivat

suurempia kuin 0.05 (TNF-a testin p-arvo=0,158, IL-1p-testin p-arvo=0,666)

TNF-o EIA-testeissd 11 ndytteelle havaittiin nollasta poikkeava sytokiinikonsentraatio
(pg/ml>0). Nollasta poikkeavista ndytteistd 3 oli altistuneilla ja 8 altistumattomilla. IL-
1B-EIA-testeissd 3 ndytteelle mitattiin nollasta poikkeava sytokiinikonsentraatio.
Nollasta poikkeavista ndytteistd 2 oli altistuneilla ja 1 altistumattomilla. Testien datat
olivat epd-parametrisesti jakautuneita, ja tilastollinen merkitsevyys arvioitiin kayttdmalla

Mann-Whitney U -testid p-arvojen laskemiseen. Tulokset on kerétty taulukkoon 6.
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Kuvaaja 3. TNF-a-ELISA. Testissd vertailtiin vauriokohteissa oleskelleiden seerumindytteitd altistumattoman
viiteryhmdn ndytteisiin. Suuri osa ndytteiden signaaleista ei eronnut taustasta, jolloin ndytteen sytokiinikonsentraatio
muutettiin nollaksi. P-arvo on laskettu Mann-Whitneyn U-testilld.
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Kuvaaja 4. IL-15-ELISA. Testissd vertailtiin vauriokohteissa oleskelleiden seerumindytteitd altistumattoman
viiteryhmdn ndytteisiin. Suuri osa ndytteiden signaaleista ei eronnut taustasta, jolloin ndytteen sytokiinikonsentraatio
muutettiin nollaksi. P-arvo on laskettu Mann-Whitneyn U-testilld.

Taulukko 6. Sytokiini-ELISA-mittausten tulokset taulukoituna ja jaettuna altistuneisiin sekd altistumattomiin.

Sytokiini-ELISA-mittausten tulokset on jaoteltu ndytteiden konsentraatioiden (pg/ml) perusteella yli nollan ja nollan
tai alle saaneisiin ndytteisiin. Taulukkoon on myds merkitty ryhmittdin prosentuaalinen osuus yli nollan konsentraation
omaavista ndytteistd verrattuna koko ryhmddn.

TNF-a Konsentraatio (c¢) Vaurioitunut (n=76) | Viiteryhméa (n=81)
pg/ml >0 3 8
pg/ml <0 73 73
(pg/ml >0) / n (%) 3,9% 9,8 %

IL-1B Konsentraatio (c) Vaurioitunut (n=44) | Viiteryhmé (n=36)
pg/ml >0 2 1
pg/ml <0 42 35
(pg/ml >0) / n (%) 4.4 % 2,7 %
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4.4. Komplementti fragmentti C1q sekd C3 sisdltyvien CIC seerumindyte EIA-
mittaukset

CIC-RAIJI mittauksilla analysoitiin 80 seerumindytettd (vauriokohteissa oleskelleita
n=22, vertailundytteitd=58) ja CIC-Clq mittauksilla 126 seerumindytettd
(vauriokohteissa oleskelleita n=65, viiteryhmi n=61). Molemmissa testeissd havaittiin
ryhmien vilisid tilastollisesti merkitsevid eroja (Kuvaajat 5. ja 6). Vaurioituneissa
rakennuksissa oleskelleiden veren seerumin CIC-arvot olivat ryhmétasolla merkitsevisti
korkeampia kuin viiteryhmén niytteiden arvot (CIC-C1q testin p<0.05 ja CIC-Raji testin
p<0.001).

CIC-Clqg-ElA-testien perusteella 18 ndytettd madariteltiin arvoiltaan huomattavasti
kohonneiksi (>4 pg Eq/mL). Huomattavasti kohonneista ndytteistd 11 oli vauriokohteissa
oleskelleiden néytteitd ja 7 verrokkiryhméldisten ndytteitd. CIC-Raji-EIA-testeissi
korkeita kohonneita CIC-arvoja (>20 ug Eq/ml) antoi 5 ndytetti. Huomattavasti
kohonneista ndytteistd 2 oli mikrobivaurioille altistuneilla ja 3 verrokkiryhmaliisilla.
Testien datat olivat epd-parametrisesti jakautuneita, ja tilastollinen merkitsevyys
arvioitiin kayttimélli Mann-Whitney U -testid p-arvojen laskemiseen. Tulokset on

kerétty taulukkoon 7.
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Kuvaaja 5. CIC-Clq-EIA mddritys. Testissd vertailtiin vauriokohteissa oleskelleiden seerumindytteitd altistumattoman
viiteryhmdn ndytteisiin Kuvaajassa 75 %, 25 %, keskiviiva on mediaani, vaurioituneilla valkoinen nelié ja
viiteryhmdlld musta nelié ovat keskiarvoja sekd ristit osoittavat minimi ja maksimi arvot. P-arvo on laskettu Mann-
Whitneyn U-testilld.
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Kuvaaja 6. CIC-Raji-EIA-mddritys. Testissd vertailtiin vauriokohteissa oleskelleiden seerumindytteitd altistumattoman
viiteryhmdn ndytteisiin Kuvaajassa 75 %, 25 %, keskiviiva on mediaani, vaurioituneilla valkoinen nelid ja
viiteryhmdlld musta nelio ovat keskiarvoja sekd ristit osoittavat minimi ja maksimi arvot. P-arvo on laskettu Mann-
Whitneyn U-testilld

Taulukko 7. CIC-ELISA-mittausten tulokset taulukoituna ja jaettuna altistuneisiin sekd altistumattomiin.

CIC-ELISA-mddrityksissd mitattujen eri ryhmien keskiarvot sekd keskihajonnat.

CIC-Cl1q Vaurioitunut (n=65) | Viiteryhmé (n=61)
Keskiarvo (ug Eq/ml) 2,73 2,01
Keskihajonta 2,54 2,10

CIC-RAJI Vaurioitunut (n=22) | Viiteryhméi (n=58)
Keskiarvo (ug Eq/ml) 14,92 9,49
Keskihajonta 8,42 18,03

50




5. TULOSTEN TARKASTELU JA PAATELMAT

Téassd tutkimuksessa saadut tulokset osoittavat, ettd mikrobivaurioituneissa rakennuksissa
oleskelleilla henkil6illd on ryhmaétasolla korkeammat veren seerumi CIC-arvot verrattuna
verrokkiryhmén arvoihin. Ryhmien vililld ei havaittu tilastollisesti merkitsevid eroja
tarkasteltaessa ryhmien seerumin itidspesifisid E. coli-lux-IgM-arvoja tai sytokiinitasoja.

IgE-tasoja ei kyetty mittaamaan kaytetyilld menetelmilla.

Tutkimustuloksia  tarkasteltaessa on  otettava huomioon, ettd  yksildiden
mikrobivaurioaltistumisen méaédrdd on vaikea arvioida. Jokainen vauriokohteissa
oleskellut henkild on saanut yksilokohtaisen altistumisannoksen. Altistumisméadrd
riippuen monesta tekijéstd, kuten henkildiden tyOhistoriasta, tyOpisteen sijainnista,
ilmastoinnin laadusta, sekd mikrobivaurion ldheisyydessd vietetysti ajasta. Yksilot ovat
myds voineet altistua haittamikrobeille muualla kuin vauriokohteissa, kuten kotonaan.
(Koponen ja muut 2018). Télloin vauriokohde ei vilttimétti ole ollut ainoa paikka, jossa
altistuminen tapahtuu tai on tapahtunut. Toinen huomioitava tekijd tuloksia
tarkasteltaessa on henkildiden yksilolliset herkkyys erot ympéristotekijoitd kohtaan.
Téssé tutkimuksessa keskityttiin ryhmien viélisiin eroihin. Tdmén vuoksi yksilokohtaiset

tekijat eivit vaikuttaneet merkityksellisesti lopputuloksiin.

Mikrobivauriokohteissa ~ oleskelleiden  yksiléiden  altistuminen  on,  mitd
todenndkoisimmin, tapahtuu keuhkojen kautta, hengitysilman mukana. Niytteiden
kerddminen ei ollut mahdollista hengityskanavista tai keuhkoista, jonka vuoksi tutkimus

tehtiin testihenkildiden seerumindytteista.

5.1. IgE-mittaukset

IgE-tasoja e1 pystytty havaitsemaan seerumindytteisti kéaytetylld menetelmailla.
Seerumista mitatut tasot ovat saattaneet olla niin alhaisia, ettd kéaytossd olleen
mittaussysteemin herkkyys ei havainnut IgE-tasoja luotettavasti. Ei-toivotun
mittaustuloksen voisi selittdd ndytteiden seerumi IgE konsentraation pienuus. Kuten
aikaisemmin esitetystd taulukosta (Taulukko 2.) ndhtiin, IgE:n seerumikonsentraatio
(0,00005 mg/ml) on pieni verrattuna esimerkiksi IgG:n konsentraatioon (9,0 mg/ml).
Pieni Ig-konsentraatio voi olla syyni ei-toivottuihin tuloksiin. Menetelmén herkkyys ei
valttdmattd riitd IgE:n mittaamiseen, vaikka saman kaltainen menetelmé on toiminut
muilla Ig isotoopeilla. Muita vaihtoehtoja mittauksen epdonnistumiselle voi olla
reagenssien, kuten vasta-aineen, toimimattomuus tai mikrotiitterilevylukijan herkkyyden

alitus. IgE on tyypin I hypersensitiivisyys reaktion, eli allergisen reaktion kdynnistdja.
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IgE-mittauksien avulla voitaisiin tutkia allergisten reaktioiden eroja kosteusvaurioille
altistuneiden sekd altistumattomien vililla. Itiospesifisilld IgE-mittauksilla voitaisiin

saada selville allergisen reaktion aiheuttavat mikrobit.

IgE-mittauksia varten on tarjolla useita hyvid kaupallisia mittauslaboratorioita, joilta
16ytyy valmiita, toimivia menetelmid ndytemittauksia varten. Tulevaisuudessa IgE-
mittaukset voitaisiin ulkoistaa, ja ryhméerojen analyysia jatkaa saatujen tuloksien

pohjalta.

5.2. E. coli-Lux spesifisen I[gM ELISA-mittaukset

Aikaisemmassa tutkimuksessa Atosuo ja muut (2021) olivat havainneet E. coli-
spesifisten komplementin aktiivisuuksien olleen koholla mikrobivaurioaltistuneilla
henkil6illd ryhmaétasolla verrattuna verrokkiryhmiin. Toisessa tutkimuksessa todettiin,
ettd E. coli-Lux-spesifiset IgG-tasot eivdt ryhmaétasolla eronneet ryhmien vililld
tilastollisesti merkitsevisti (Atosuo ja muut 2020b). IgM on merkittivd klassisen
komplementtireaktiotien aktivoija, joten kohonneet IgM-tasot voisivat selittdd aiemman
tutkimuksen komplementtiaktiivisuudet. Téssd tutkimuksessa haluttiin tutkia, johtuiko
ndmd komplementtiaktiivisuudet kohonneista IgM-tasoista. Tutkimuksessa ei havaittu

tilastollisesti merkitsevid eroja ryhmien vilillé tarkasteltaessa E. coli-Lux IgM-tasoja.

Tassd tutkimuksessa ryhmien vélisten IgM-tasojen samankaltaisuus voisi kertoa
primddrin immuunivastevaiheen puuttumisesta koehenkil6iltd. Koehenkildt olivat
tyoskennelleet vauriokohteissa eri pituisia aikoja ja mikrobivaurioille tapahtunut
ensimmdinen altistuminen, sekd IgM-tuotanto, on voinut tapahtua kuukausia tai vuosia

sitten. Tama selittiisi ryhmien E. coli-lux-IgM-tasojen samanlaisuuden.

Toinen selitys tasojen samankaltaisuus voi johtua fysiologisista esteistd.
Haittamikrobialtistuminen on todenndkdisimmin tapahtunut hengitysteitse, jolloin
immuunireaktio on tapahtunut keuhkoissa. Vaikka tulehdustila olisi kdynnissd, suuren
pentameeri-muotonsa vuoksi IgM:ien diffuusion patogeenien luokse keuhkokudokseen

on fysiologisesti haasteellista (Burnett 1986).

Aikaisemman tutkimuksen komplementin aktiivisuuden alkuperdd on etsittiva muualta.
Tutkimuksissa voitaisiin mitata samoilta henkil6iltd akuutin faasin tekijoitd esim. CRP:ta

joka on toinen komplementin klassisen reaktiotien kdynnistd;ja.

5.3 Sytokiini EIA-mittaukset
Téassd tutkimuksessa IL-1B ja TNF-o sytokiinimittauksissa ei todettu tilastollisesti
merkitsevid eroja altistuneiden ja altistumattomien ryhmien vélilli. Nollasta eroavia
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sytokiinimittaustuloksia oli pieni méaéré verrattuna nolla tuloksiin. Tutkimuksessa saatuja
tuloksia tarkastelemalla pystyttiin toteamaan, ettd henkil6t, joilla toinen sytokiinitaso oli
koholla, oli myds toinen taso koholla. IL-1B sekd TNF-a ovat tirkeédssd roolissa

tulehdusreaktiossa.

Sytokiinien tuotanto sekd eliminaatio on nopeaa ja hyvin tapauskohtainen
immunologinen reaktio. Nopea sytokiinitasojen seerumikonsentraatiomuutos johtaa
nopean nousun lisdksi nopeaan laskuun. Immunologisen reaktion aiheuttamasta
tuotannosta johtuvat korkeat tasot voivat ndin palautua nopeasti basaalitasolle. Tdmin
vuoksi tasojen mittaaminen on tdssd tapauksessa haasteellista, ehki tdméin tutkimuksen
kannalta jopa mahdotonta. Tédssd tutkimuksessa optimaalisessa tilanteessa kaikilta
koehenkil6iltd olisi saatu mitattua sytokiinitasot ensimmdiisen mikrobivaurio
kohtaamisen yhteydessd. Ensimmadisen kohtaamisen tunnistus voi olla haastavaa.
Havaittavien tulehdusoireiden esiintyessd sytokiinitasot ovat jo voineet laskea
normaalille tasolle. Sytokiinien erittdiminen kehoon vaikuttaa pitkdlti millainen
tulehdusvaste keholle syntyy. Tdméadn vuoksi sytokiinitasojen mittaaminen olisi ollut

mielekéstd ensimméisen kohtaamisen yhteydessa.

Sytokiinien tehtdvien monimotoisuuden vuoksi kohollaan olevien sytokiinitasojen syyté
on haasteellista jaljittdd. Vaikka muutamilla tutkimukseen osallistuneilla yksiloilld
havaittiin kohollaan olevia tasoja, ei voida suoraan sanoa, johtuvatko ne altistumisesta
kohteiden mikrobikasvustoille. Sytokiinitasot voivat nousta minkd tahansa sytokiineja

tarvitsevan tulehdusvasteen vuoksi. Télloin pienikin flunssa voi kohottaa tasoja.

Sytokiinien mittaamisen sijaan tulevissa tutkimuksissa voitaisiin keskittyd esim.
sytokiinireseptorien mittaamiseen leukosyyttien pinnalta. Tosin, ndiden mittaamisessa

voi ilmetd samanlaisia ongelmia kuin tdmén tutkimuksen sytokiinitasojen mittaamisessa.

5.4 Clq sekd C3 komplementti fragmenttia sisdltyvien CIC seerumindytteiden
EIA-mittaukset

Tassd tutkimuksessa CIC-EIA-mittauksissa havaittiin tilastollisesti merkitsevid eroja
ryhmitasolla kosteusvauriokohteissa altistuneiden sekd altistumattomien valilla.
Tutkimustulokset voisivat viitata mikrobivauriokohteissa tyOskentelevien yksildiden
kérsivian ryhmaétasolla suuremmalla todennédkdisyydelld Tul-vasteen tulehdusreaktiosta.
CIC:iden muodostuminen on olennainen osa klassisen immuunivasteen synnyssi, jonka
vuoksi CIC-tasojen kohonneisuus on yleisesti merkki Tu1-tyypin tulehdustilasta. Tamén

tutkimuksen mukaan mikrobivauriotilojen kayttdjille on syysti tai toisesta aktivoitunut
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komplementti. Kohonneet CIC-maéérat voivat johtaa tyypin I

hypersensitiivisyysreaktioon ja sitd kautta mahdollisiin kudosvaurioihin.

Yksi selitys kohonneille seerumin CIC-tasoille voi olla kehon epanormaalit IgG sekd [gM
tuotannot. Ig-tuotanto voi laukaista klassisen komplementtireaktiotien, jonka yhteydessi
muodostuu  immuunikomplekseja. Komplementin aktivaatiossa syntyneet CIC:t
rakentuvat mm. Ig:istd seké kdynnistyneen komplementtireaktion fragmentti C1q:sta seka
C3:sta. Aiemmissa tutkimuksissa samaa tutkimusmateriaalia tarkasteltaessa on havaittu,
ettd  mikrobivauriokohteissa  altistuneilla on  kohonneet totaali IgG ja
haittamikrobispesifiset [gG1- sekd IgG3-tasot. IgG1 sekd IgG3 ovat molemmat klassisen
komplementin reaktiotien aktivoijia, jotka aiheuttavat komplementti kaskadin ja edelleen
CIC:iden synnyn. Clq:ta sisdltdvdt immuunikompleksit voivat sisédltdd IgG:ta.
Epénormaalin suuri mééra [gG:té voi aiheuttaa seerumin CIC-tasojen kohoamisen. Vasta-
aine-antigeeni suhde vaikuttaa CIC:iden méédrddn huomattavasti. Normaalioloissa ei-
liukoiset suuret immuunikompleksit poistetaan makrofagien toimesta helposti. Ylimaara
vasta-ainetta tai antigeeni voi aiheuttaa normaalia pienempien kompleksien synnyn.
Pienet kompleksit pdédsevit helposti verenkiertoon, jossa ne voivat mahdollistaa CIC:iden
aiheuttamia komplikaatioita, kuten verisuonistoihin tarttumista ja tyypin III

hypersensitiivisyys reaktion.

Toisessa aikaisemmassa tutkimuksessa (Atosuo ja muut 2021) havaittiin ndiltd samoilta
altistuneilta, haittamikrobispesifisten IgG-tasojen omaavilta testiyksiloiltd komplementin
klassisen reaktiotien epédspesifisid aktiivisuuksia E. coli lux:ia kohtaan. Haittamikrobien
aiheuttamat IgG-tuotannot ovat voineet olla osasyynd CIC:iden muodostumiseen ja sitd
kautta komplementin klassisen reaktiotien aktivaatioon. Johtopédétoksid vedettdessd on
huomioitava, ettd C1q:ta sisdltavit CIC:t voivat sisdltdd my0s muita Ig-isotooppeja kuten
IgM:44. CIC-tuotanto ei siis ole suoraan sidonnainen IgG-tuotantoon. Aiemmassa
tutkimuksessa ei kuitenkaan havaittu seerumindytteistd ryhmien vileilld eroavaisuuksia
IgM-tasoja tutkittaessa. Myoskddn tdssd tutkimuksessa ei havaittu tilastollisesti

merkitsevid eroja E. coli-lux-IgM-mittauksissa.

CIC-tasot voidaan selittdd myos CIC:iden vajanaisella eliminaatiolla. Vajaaseen
eliminaatioon voi vaikuttaa kehossa muodostuneiden CIC:iden ylimddrd tai CIC:itd
syovien makrofagien poikkeuksellisen matala médrd. Ryhmétasolla tutkittaessa on
otettava huomioon, ettd suurella todenndkdisyydelld jokaisella tutkimusyksildlld ei ole
makrofagivajetta. Retikuloendoteliaalijirjestelmén toiminta voi heiketd epdnormaalin

korkean CIC-maééran johdosta, jolloin normaali jarjestelmin CIC eliminaatiosysteemi ei

54



toimi ja jdrjestelméd saturoituu aiheuttaen hetkellisid kohonneita CIC-tasoja. Myds

komplementtisysteemin toimintahiiridt voivat johtaa saman kaltaisiin tilanteisiin.

Tassd tutkimuksessa mikrobivaurioille altistuneiden komplementin kiynnistymisen syyta
ei ole tdydelld varmuudella saatu selville. Mahdollinen komplementin aktivaatio on
voinut johtua mistd tahansa muustakin, kuin ylli mainituista syistd. Komplementin
aktivaatio voi tapahtua misté tahansa siti vaativasta tilasta, mink& vuoksi mikrobivauriot

ovat vain yksi mahdollisista systeemin aktivaattoreista.

Tuloksia tarkasteltaessa on huomioitava mahdollinen tutkimustulosten vinoutuminen.
Tutkimusajan niukkuuden seké rajallisen sytokiinikittien saatavuuden vuoksi CIC-RAJI
testien otanta jéi toivottua pienemmaéksi. Otannan koko sekd mahdollinen vinoutuminen
voi vaikuttaa tuloksiin merkityksellisesti. Pienessd otannassa jo muutaman
tutkimusniytteen ulkoisista syistd johtuva korkea CIC-arvo voi vaikuttaa koko analyysin
lopputulokseen. CIC-Clg-testeissd otanta oli suurempi ja tieteellisen tutkimuksen
nikokulmasta parempi kuin CIC-RAJI-testeissd. Suuremman otannan osalta CIC-Clq

testien tuloksia voidaan piti ndin luotettavina.

CIC-Clq testin tuloksiin olisi voinut vaikuttaa suuri seerumin CRP mééra. Pentarksi CRP
pystyy sitoutumaan CIC-Clq testin kiinteén faasin Clq:ihin. Sitoutuneet CRP:t voivat
estdd mitattavien immuunikompleksien sitoutumisen kiinteddn faasiin antaen virheellisii
negatiivisia tuloksia. Muita mahdollisia seerumissa olevia Clq sitojia ovat DNA,
endotoksiini ja hepariini. Tdssé tutkimuksessa ndma seikat eivét ole estéineet tilastollisesti
merkitsevien tulosten saantia. Seerumin CRP-tasojen kohonneisuus voisi tarkoittaa
ndyteseerumeiden sisdltdvin vield enemmén CIC:itd, kuin testit antavat tulokseksi. Jos
CRP-tasoja olisi tutkittu ja tasot todettu kohonneiksi olisi ratkaisuksi voitu kayttdd
varmistusliuosta. Varmistusliuos sisdltdd suuren konsentraation suolaa, jonka tiedetién
inhiboivan CIC:n ja Clq:n sitoutumista. Liuottamalla néytteet varmistusliuokseen
saataisiin selville, ettd 16ytyyko seerumindytteistd muita C1q sitovia aineita kuin CIC:t4.
Vahvistusliuoksen vaikutusta ndiden muiden C1q sitovien komponenttien sitoutumiseen
ei tiedetd, jonka vuoksi parempi ratkaisu olisi jokaisen komponentin erillinen

madrittdminen.

Téastd tutkimuksesta saatuja tietoja voitaisiin tulevaisuudessa kayttdd mm. yksilon
mikrobialtistumisen todentamisessa. Seerumin CIC-testit voisivat olla  yksi
todentamismenetelmét mikrobivaurioille altistuneita tutkittaessa, kun tutkimus tehdaan

jo muutenkin tutkimusyksiloiden seerumindytteilld. Tutkimuksesta saatuja tietoja
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voitaisiin myos kéyttdd jatkotutkimuksiin, joissa voitaisiin keskittyd muiden
komplementin aktivaatiotekijoiden tutkimiseen ja tyypin III hypersensitiivisyysreaktion

reaktio-osien madrittamiseen.

5.5 Yhteenveto

Osaan tutkimuskysymyksisté ei saatu vastauksia. IgE-vasteiden mittauskelvottomuuden
vuoksi mikrobivaurioille altistuneiden seka altistumattomien veren seerumin IgE-tasoja
el pystytty tutkimuksessa mittaamaan, eikd IgE-menetelmid saatu herkkyydeltdédn sille

tasolle, ettd tasojen maéritys olisi onnistunut kéytetyilld metodeilla.

Tutkimuksen E. coli-lux-IgM-ELISA-mittauksissa ei havaittua tilastollisia eroja
referenssiryhméin ja kohderyhmain vélilld. Nama tulokset osoittavat, etti E. coli-lux-1gM-
tasot eivit olleet syynd aiemmassa tutkimuksessa (Atosuo ja muut 2021) havaittujen
henkildiden epéspesifisen komplementin klassisen reaktiotien aktiivisuuksiin E. coli-
lux:ia kohtaan. Myo0skddn sytokiiniarvoja tarkasteltaessa ei havaittu tilastollisesti

merkitsevid eroja ryhmien valilla.

Tadmin tutkimuksen perusteella tilastollisesti merkitsevid eroja 10ytyi vain seerumin CIC-
tasoja vertailtaessa. Molemmissa CIC-Clq sekd CIC-RAJI-EIA médrityksissd havaittiin
CIC-tasojen olevan tilastollisesti merkitsevésti korkeammat mikrobivaurioille
altistuneilla kuin altistumattomilla. Kohonneet CIC-tasot voivat olla yhteydessa
terveysvaikutuksiin, mutta kuten jo edelld mainittiin, kohonneet CIC-tasot eivit suoraan
kerro mistédén haitallisesta terveydentilasta. Tutkimuksen tulosten perusteella seerumin

CIC-testejd voitaisiin kayttdd yhtend mikrobialtistumisen todentamismenetelména.

Tdmidn tutkimuksen ja ldhiaikoina tehtyjen muiden tutkijoiden tutkimusten tulokset
asettavat hypoteesin, ettd kosteusvaurioiden aiheuttamat mikrobikasvustot vaikuttavat
jollain tavoin vauriokohteissa oleskelleiden yksildiden immuunijédrjestelmaidn. Tamén
hypoteesin varmistaminen ja tarkentaminen vaatii lisdd tutkimusta erityisesti IgE ja

komplementin tutkimuksen puolelta.

Tulevissa tutkimuksissa voitaisiin keskittyd tutkimaan mikrobivaurioille altistuneiden
muita immuunivasteita, kuten akuutin faasin tekijoitd (esim. CRP) méérid,
sytokiinireseptoreita sekd muita komplementin toimintaan osallistuvia komponentteja.
Tulevien tutkimusten tavoitteeksi voitaisiin  myds asettaa tarkemman IgE-
madritysperiaatteen kehittdminen, jolloin itidspesifisten IgE-mééritysten mittaus
mahdollistettaisiin. Jos huonoja terveysvaikutuksia tuottava mikrobilaji saataisiin

selville, voitaisiin osa kosteusmikrobivauriotutkimuksista siirtdd ndiden mikrobien pariin.
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Identifioimalla haittamikrobi voitaisiin parantaa rakennusten rakennusperiaatteita, joilla
saataisiin ehkdistyd tai jopa estettyd kyseisten lajien kasvaminen. Niin sddstyttdisiin

viistdmattomiltd korjaustoimenpiteiltd sekd mahdollisilta terveydellisilti haitoilta.
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6. EETTINEN LAUSUNTO

Tutkimuksen eettisyys: Kaikki tutkimukseen osallistuvat ovat vapaachtoisia aikuisia.

Tutkimuksella on TYKS:in eettisen toimikunnan puolto (Dnro: 59/1801/2019).
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