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Tutkimuksen tausta: kemialliset uhkakuvat

= Merkittavimmat uhkakuvat rauhanaikana ovat:
= onnettomuudet vaarallisten kemikaalien kaytossa, valmistuksessa, varastoinnissa ja
kuljetuksessa - altistuneiden ja sairastuneiden maara voi olla suuri
= vaarallisten kemikaalien salakuljetus, vélittdminen, valmistaminen tai levittdminen
rikollisessa tarkoituksessa
= Kemiallisen aseen kieltosopimus ei ole tdysin poistanut mahdollisuutta kdyttaa
kielletyiksi luokiteltuja kemikaaleja rikollisiin tarkoituksiin
= Tokion terrori-iskut 1990-luvulla
= Sotilaallisessa kriisinhallintatehtavissa
* Improvisoidut C-aseet
Inkapasitoivat aineet ovat kiistanalainen ryhma Kemiallisen aseen
kieltosopimuksen suhteen:
= aineet kielletty aseina sodassa, mutta sallittu kansallisesti lain ja jarjestyksen
ylldpidossa

Tutkimuksen tausta ja tavoitteet

klooripikriini ja kapsaisiinit

= Paatavoite on |6ytda matalaa altistumistasoa ilmentavia biomarkkereita,
joita voitaisiin kdyttaa Puolustusvoimien rauhanturvatehtavissa tai muissa
viranomaistehtavissa toimivien tydsuojeluun

= Kemiallisen altistumisen biomarkkeri (osoittaa elimiston sisdisen altistumisen)

— esim. kemikaali itse, metaboliitti tai muu reaktiotuote (addukti
makromolekyylien kanssa)

— spesifinen, stabiili
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Tutkimuksen tausta
inkapasitoivat aineet
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KLOORIPIKRIINI

Tutkimuksen tausta
inkapasitoivat aineet

KAPSAISIINIT:

- kaytetaan pippurisumutteissa
- hengitysvaikeudet

- tilapdinen ndén menetys
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Kapsaisiini noin 69% sumutteen
kapsaisiineista

Dil 22% sumutteen

Tutkimuksen tausta ja tavoitteet

Spesifiset tavoitteet:

1. Selvittaa kapsaisiinien ja klooripikriinin vaikutusmekanismeja ihmisperéisissa
altistumiselle relevanteissa solulinjoissa kayttaen proteiinien
analyysimenetelmia ja geenilastutekniikkaa (hengitystiet, silma,
hermokudos)

2. Selvittad kapsaisiinien ja klooripikriinin metaboliaa ja mahdollisia
interaktiotuotteita yleisimmin altistuvissa kudoksissa seka kehittaa
kvantitatiivisia analyyttisia menetelmia (LC-MS/MS-tekniikka) metaboliiteille
ja interaktiotuotteille

MENETELMISTA

toksisuusmekanismien ja metabolian sevittely
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M. Pesonen, T. Kuitunen. M. Halme et al. 2011
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Saavutetut tulokset:
Toksisuuden mekanismit/
transmission elektronmikroskopia (TEM)

Saavutetut tulokset
Metabolia ja analyyttiset menetelmat

* Biomarkkeri sinappikaasulle
Validoitu LC-MS/MS -menetelmé sinappikaasun
B-lyaasimetaboliiteille (MSMTESE ja SBMSE) kayttaen
deuterium-leimattua sisdista standardia (d6-SBMSE)
> Matriisina humaani virtsa

> Kaytetty
patevyystestissa 2010

* Sinappikaasun metabolian tutkiminen in vitro
> ioiden ja in altistus (sika, hiiri, rotta, ihminen)
» LC-MS ja LC-MS/MS issa 16ytyi kaksi glutationi-addukti:

* UHPLC- ja HPLC-MS/MS menetelmien pystytys ja optimointi kapsaisiinille, dihydrokapsaisiinille ja
nonivamidelle

» Deuterium-lei sisdisen in synteesi on
* Kapsaisiinin metabolian tutkiminen in vitro
> Tulokset loppuvuonna 2011

EPITEELISOLUT alistettu klooripikriinilld
Saavutetut tulokset 29559 probes above detection threshold Saavutetut tulokset

geenilastututkimus 13991 genes
Empirical bayes <0.05, 106 up and 242 downregulated

Reaktiivisten happiradikaalien (ROS) muodostuminen retinan ja bronkusten
epiteelissa klooripikriinialtistuksen jalkeen

Klooripikriinialtistus:
Retinan epiteelisolut
Bronkoepiteelisolut

Rkl ; (ROS) ROS/Retinan epiloslisoit

E g
Empirical bayes listat KEGG (+/- 1.5 x muutos filtroinnin jalkeen = ‘E
KEGG count p-value 5 §
MAPK-signalling pathway 12 2.8E-3 B =
p53-signaling pathway 4 9.1E-3
ErbB-signaling pathway 4 16E-1
Cell cycle 4 3.1E-1
Endocytosis 5 331 P
Cytokine receptor interaction 6 4.0E-1 upiciin uhl)
Prion diseases 2 43l
Maturity onset diabetes of the young 2 3.3E1
Jak-STAT-signaling pathway 4 4461 Mean + SD, data are representative from four independent experiments, 3-4 replicates in each concentration
Melanogenesis 3 46E-1
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Saavutetut tulokset

Proteiinien analytiikka
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Saavutetut tulokset

yhteenveto proteiinianalytiikasta (markkeriproteiineja klooripikriinialtistuksessa)

IR (inositol requiring protein 1)
Gadd 153 (growth arrest)
HSP70 (heat shock protein 70)

Bronkusepiteeli
+

+

Retinan epiteeli
+

+
+

LC 3A/8 (microtubule-associated light chain,
autophagosomes) + +

MAP-kinaasit

Fosfo ERK1/2 + +
Tot. fosfo ERK % +
P38 - +

+

Muut proteiinit

Tumorisupressori p53 + +
Fosfo p53Ser 46 - -
Fosfo p53Ser 15 - -
Heme oxygenase-1 +
Caspase-4 - -
Caspase-3 - +

AMPK - +

Tulosten jatkokdyttd ja hyddyntaminen © 23

Esimerkkina sinappikaasu

LC-MS/MS menetelméa
® B-lyase metaboliitit/virtsa & veri
Halme et al. 2011/VERIFIN

Idea biomarkkerista
=esim. metaboliitti tai addukti
proteiinissa

=eldinkokeet & altistuneet henkilot
=voidaan kayttaa tyoturvallisuuden seurantaan

Analyyttinen menetelma
= matriksina: virtsa, veri tai iho
kromatografia-MS/MS

|

Validointi in vivo
=eldinkokeet, naytteet
altistuneista henkilGista

Tutkimuksesta valmistuneet julkaisut
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