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Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd onko geenimuunneltujen hiirien rasvakudosten
mitokondriaalisessa DNA:ssa maarallisiA muutoksia verrattuna villityyppiin. Tutkimuksessa
kaytettiin seké ruskeaa etté valkoista rasvakudosta, paatutkimus keskittyi kuitenkin ruskeaan
rasvaan. Tutkimus haluttiin tehd&, koska osa geenimuunnelluista hiiristé lihoo (Neuropeptidi Y —
ja poistogeeniset a, -hiiret) ja osa ei (poistogeeniset asc —hiiret). Syytd tdhéan ei tiedeta.
Tutkimuksessa selvitettiin, onko ndilla hiirilla poikkeava maara mitokondriaalista DNA:ta
rasvakudoksissa.

Kaikki tutkimusnaytteet olivat perdisin laboratorio-olosuhteissa elavien hiirten rasvakudoksista.
Hiirista 3/5 oli geeninmuunneltuja ja 2/5 niin sanottuja villityyppeja (wild-type). Geenimuunnellut
hiiret olivat poistogeeninen d,, ja dsac - seka NPY:ta yli-ilmentavia hiiria.

DNA eristettiin naytteista kaupallisella kitilla (Gentra Puregene tissue kit, Qiagen), ja ne ajettiin
reaaliaikaisessa kvantitatiivisessa polymeraasiketjureaktiossa (real-time gqPCR). Tutkimuksen
tulokset laskettiin suhteellisella PCR -menetelmalla kayttden hyvaksi standardisuora -
menetelm&d. Tulokset analysoitiin yksisuuntaisella ANOVA —testilla kayttéen GraphPad Prism —
ohjelmaa.

Tulosten perusteella ainoastaan poistogeenisella a,nc - hiirillda, etenkin naarailla, olisi
enemman mitokondriaalista DNA:ta verrattuna villityyppiin. Tama tarkoittasi sita, etta talla
hiirityypilla olisi enemma&n mitokondrioita, joka voisi osittain selittdda, miksi ne eivat liho
runsasrasvaisesta dieetista huolimatta. Muiden hiirityyppien mitokondriaalisen DNA:n maarassa
ei ollut eroa verrattuna villityyppiin.

ASIASANAT: rasvakudos, ruskean rasvakudoksen mitokondriot, mitokondriaalinen DNA, DNA
eristys, PCR
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GHANGES IN MITOCHONDRIAL DNA COPY
NUMBER IN THE ADIPOSE TISSUES OF
GENETICALLY ENGINEERED MICE

The purpose of the study was to determine changes in the amount of mitochondrial DNA in
adipose tissue. A comparison was made between genetically engineered and wild-type mice.
Both white and brown adipose tissue was used but the main research focused on brown
adipose tissue. The inspiration for the research was the fact that some genetically engineered
mice put on weight (Neuropeptide Y overexpressing and a,, knockout mice) while others (0oac
knockout mice) do not. The reason for this is unknown. The purpose was to see if there are
differences in the amount of mitochondrial DNA.

All the samples were from mice living in laboratory conditions. 3/5 of the mice were genetically
engineered while the rest were wild-type mice. The genetically engineered mice were
Neuropeptide Y overexpressing mice and a,, and d,ac knockout mice.

The DNA was extracted with a commercial kit (Gentra Purigene tissue kit, Qiagen). After the
extraction, the DNA samples were examined by a real-time quantitative polymerase chain
reaction. The final results were calculated using a relative PCR method utilizing the standard
curve method. The results were analyzed with a one-way ANOVA test using GraphPad Prism
software.

According to the results only the a,sc knockout mice, especially female ones, had more
mitochondrial DNA than the wild-type mice. This means that this mouse type has more
mitochondria which might explain why they do not put on weight even though they are on a
high-fat-diet. There were no statistical changes in the amount of mitochondrial DNA in other
mice types.

KEYWORDS: adipose tissue, mitochondria in brown adipose tissue, BAT, mitochondrial DNA,
DNA extraction, PCR
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KAYTETYT LYHENTEET (TAI) SANASTO

Lyhenne

Ozaac) —KO

NPY
HFD

BAT
WAT

MtDNA
cDNA

UCP-1

NADH 2

CYTB
PCR

Lyhenteen selitys

a, — adrenoseptorinen knockout -hiiri, geenimuunneltu hiiri,
jolta on sammutettu a, —adrenerginen reseptori, alatyypit a,a
ja dzac

Neuropeptidi Y

High-Fat-Diet, runsasrasvainen dieetti. Koostuu 45 %
kovasta rasvasta

Ruskea rasvakudos, lyhenne sanoista brown adipose tissue

Valkoinen rasvakudos, lyhenne sanoista white adipose
tissue

Mitokondriaalinen DNA

Komplementaarinen DNA, valmistetaan RNA:sta
kaanteistranskriptiolla

ns. irtikytkijaproteiini, lyhenne sanoista uncoupling protein 1,
ruskealle rasvalle tyypillinen proteiini

NADH 2 hydrogenaasi alayksikkd 2 -proteiini, tuotetaan
mitokondriossa

Sytokromi B -proteiini, tuotetaan mitokondriossa

Polymeraasiketjureaktio



1 JOHDANTO

Tutkimus tehtiin  Turun yliopistolle, Farmakologian, laakekehityksen ja
ladkehoidon oppiaineelle. Taman tydén tutkimus littyy suurempaan
kokonaisuuteen, jossa tutkitaan erilaisten geenimuunneltujen hiirien elimistén
muutoksia, muun muassa rasvan maaraa ja muutoksia aivoissa, hiirien ollessa
runsasrasvaisella dieetilla eli High-Fat — dieetilla, HFD. Dieetissa hiirille

annetaan ruokaa, joka koostuu 45 % kovasta rasvasta.

Tutkimukseen valitut hiiret olivat padasiassa poistogeenisesta a, — hiirilinjasta.
Nailla hiirilla on sammutettu a, — adrenoseptoreita. Adrenoseptoreiden
sammuttamisen jalkeen, hiirilla erittyy muun muassa enemman noradrenaliinia.
Viimeaikaisten tutkimusten perusteella tiedetdan, ettda ndma hiiret reagoivat
HFD — dieettiin eritavalla kuin villityyppi hiiret. Poistogeenisista a, —hiirista eli a;
— KO -hiirista, on tutkittu, etta alatyyppi azac — KO -hiiri, jolla on sammutettu
kaksi adrenoseptoria, ei liho dieetilla kuten villityyppi. Sen sijaan alatyyppi oza —
KO - hiiri, jolla on vain yksi adrenoseptori sammutettu, reagoi dieettiin kuten
villityyppi; lihomalla. Syyta sille miksi azac — KO — hiiri ei liho, ei tiedeta. Tata
yritettiin selvittdd tassa opinnaytetydssa sekda muissa tutkimuksissa. HFD —
dieetin tutkimustuloksia ei ole viela julkaistu missaan. limeisesti asiaa tutkitaan

nyt ensimmaisia kertoja.

Tassa tutkimuksessa selvitettiin, onko azac - ja aza — KO — hiirilla maarallisia
muutoksia ruskean rasvan (BAT) mitokondriaalisessa DNA:ssa verrattuna
villityyppiin. Lisaksi tutkimukseen saatiin naytteita poistogeenisen a, — hiirilinjan
lisdksi Neuropeptidi Y — hiirilinjan eli NPY -hiirien ruskeasta rasvasta.
Tutkimuksissa on aikaisemmin selvinnyt, ettd NPY -hiiret, joilla neuropeptidi

Y:t& erittyy ylimaarin, lihovat enemman kuin villityyppi.

Taman opinnaytetyén hypoteesina oli, ettd azac — KO — hiiret eivat liho, koska
niilla on mitokondrioita enemman kuin villityypilla. Koska tiedetdan, etta
mitokondriot liittyvat energian palamiseen elimistdssa ja mitokondrioita on

runsaasti ruskeassa rasvassa, oletettiin, ettd a,ac — KO — hiirilla olisi ruskeaa

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Miia Holmstrém



rasvaa enemman kuin normaalisti tai ruskeassa rasvassa olisi enemman
mitokondrioita kuin tavallisesti. NPY —hiirilla puolestaan hypoteesina oli, ettéa ne
lihovat enemman verrattuna Vvillityyppiin, koska niilla olisi vahemman
mitokondriaalista DNA:ta. Mitokondriaalisen DNA:n maard selvitettiin
kayttamalla polymeraasiketjureaktiota (PCR). Laboratoriotutkimukset

perustuivat lahteeseen 1.
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2 RASVAKUDOKSET

Nisakkailla on kahta erilaista rasvakudosta: valkoista (WAT) ja ruskeaa
rasvakudosta (BAT). Rasvakudoksessa on kahdenlaisia rasvasoluja eli
adiposyytteja. Valkoisen rasvan rasvasolujen tarkoitus on varastoida energiaa,
kun taas ruskean rasvan rasvasolut kuluttavat energiaa

lAmmontuottoprosessissa. (2, 3)

2.1 Ruskea rasva

Vaikka ruskea rasva on l6ydetty jo vuonna 1551, sitd on alettu tutkia paremmin
vasta 1900 luvulla. Loytdjana vuonna 1551 oli sveitsilainen luonnontieteilija
Konrad Gesner. (3, 4) Ruskeaa rasvakudosta loytyy ainoastaan nisakkailta,
ihmisilla ruskeaa rasvaa on etenkin vastasyntyneilld. Aikuisten ruskeasta
rasvasta tutkijat ovat olleet erimieltd, mutta uusimpien tutkimusten mukaan

my0s aikuisilta |0ytyy toimivaa ruskeaa rasvaa. (2, 4, 5)

Ruskean rasvan tarkein tehtava on muuttaa ruoasta saatu energia lammoksi.
Lammontuotosta ruskeassa rasvassa vastaa sSympaattinen hermosto
vapauttamalla noradrenaliinia. Sympaattista hermostoa ohjaa aivojen
autonominen keskus eli tahdosta riippumaton osa. Se aktivoituu aina, kun
elimistd tarvitsee lisdlampdd. Taman vuoksi esimerkiksi nisakkaat pystyvat
elamaan kylmissd olosuhteissa, jopa + 4 celsius asteessa, ilman
lihasvaristyksia. Ruskean rasvan lammaontuottoon ei siis liity lihasvaristyksia. (3,
4)

mitokondrioita, joista tulee rasvan ruskea vari. (6) Ruskeaa rasvaa tutkitaan
jatkuvasti lisaa. Siitd tutkitaan muuan muassa, voidaanko sitd kayttdd hyvaksi

likalihavuuden ja muiden siitd aiheutuvien metabolisten tautien hoidossa. (4)
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2.1.1 Irtikytkijaproteiini (UCP-1)

Lammontuottoon kuuluu olennaisesti irtikytkijaproteiini eli uncoupling protein 1,
UCP-1. UCP-1 -proteiinit ovat ruskean rasvan mitokondrioiden sisakalvolla
sijaitsevia proteiineja, jotka muodostavat protonikanavia.
Lammaodntuottoprosessissa ne kytkevat irti elektroninsiirron ja oksidatiivisen
fosforylaation. Taman seurauksena protonigradientin energiasta syntyy ATP:n
sijaan lampda. (6, 7) UCP-1 on mitokondriaalinen proteiini, mutta sen geeni

ovat tumassa. (3, 4)

2.2 Valkoinen rasva

Valkoinen rasva koostuu isoista lipidipisaroista ja siind on vahemman
mitokondrioita kuin ruskeassa rasvassa. (8, 9) Valkoisen rasvan sisaltamat
rasvasolut varastoivat energiaa syntetisoimalla rasvahappoja. Rasvahapot
esteroityvat rasvoiksi, jotka muodostavat lipidipisaroita rasvasolujen sisalle. Kun
energiaa tarvitaan kayttéon, varastoidut rasvapisarat hydrolysoituvat glyseroliksi
ja rasvahapoiksi. Glyserolin ja rasvahappojen hapettuessa, energiaa saadaan

takaisin kayttoéon. (6)
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3 HIRILINJAT

Tutkimuksessa  kaytetyt naytteet saatiin  kahdesta eri hiirilinjasta:
poistogeenisesta a, — adrenoseptori - ja neuropeptidi Y -—hiirista. Tuloksia

verrattiin laboratoriohiireen (Mus musculus) C57B/6J.
3.1 a, — adrenoseptori

Solukalvolla sijaitsevat a — adrenoseptorit ovat G-proteiineihin kuuluvia
reseptoreita, jotka aktivoituvat noradrenaliini -valittdjaaineen ja adrenaliini -
hormonin vaikutuksesta. Sympaattinen hermosto vastaa noradrenaliinin
eristyksestd, adrenaliini puolestaan erittyy lis@munuaisesta. Reseptorit jaetaan
nisakkaillda kolmeen eri alaryhmaan: a;, a, ja . Reseptorit vaikuttavat
elimistdssd muun muassa sydamen ja sileiden lihasten toimintaan. Kaikki

adrenoseptorit alatyyppeineen on esitetty kuvassa 1. (10, 11)

Adrenergiset reseptorit

\
/|

Ay K Gin Cpa 2 Cac Bi iy fB;

Kuva 1. Nisékkéaiden adrenoseptorit ja niiden alatyypit (11, tietoruutu L5 ).

a, — adrenoseptorilla on kolme alatyyppia: aza, a2g, O2c. Esimerkiksi ihmisella
alatyypit A ja B koostuvat 450 aminohaposta ja alatyyppi C 461 aminohaposta
(10). Ihmisella reseptoreita koodaa kolme eri geenia: alatyypin asa:n geeni
sijaitsee kromosomeissa 10, a,g:n geenit ovat puolestaan kromosomissa 2 ja
ayc:n geenit kromosomi 4:ssd (12). a, -reseptorit saatelevat hermoarsytyksen
seurauksena syntyvid noradrenaliinin ja muiden hermoston valittdjaaineiden
maardd. Reseptoreita on muun muassa verisuonissa, keskushermostossa ja

rasvakudoksessa (11). Yhdessa keskushermoston kanssa, a, — adrenoseptorit
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saatelevat muun muassa verenpainetta ja insuliinin eritystd seka kehon

lampdtilaa ja mielialaa. (13, 14)

Tutkittaessa hiirien a, — adrenoseptoreita on selvinnyt, ettd ooa —
adrenoseptoreilla on muun muassa iso rooli insuliinin erityksen rajoittamisessa
ja axc — adrenoseptorit hillitsevat tietynlaista kayttaytymista, kuten
saikahdysreaktiota ja aggressiivisuutta. (12, 14) a,s — adrenoseptorit puolestaan

vaikuttavat verisuonten supistumiseen joissakin osissa verisuonistoa. (12)

3.1.1 Tutkimuksessa kaytetyt a; - hiiret

Tutkimuksessa kaytettiin a, — hiiristéa kahta erilaista tyyppié: toisesta hiirityypista
oli sammutettu a,a — adrenoseptori ja toisesta oli sammutettu aza - ja Q¢ —
adrenoseptorit. Hiirté, jolla on sammutettu o,a — adrenoseptori, kutsutaan
poistogeeniseksi aya —hiireksi eli a,a — KO —hiireksi. Poistogeeninen a,ac —hiiri
on puolestaan axac — KO —hiiri. Sammuttamisen jalkeen, adrenoseptorit eivét
toimi, kuten niiden kuuluisi. a;a — KO -hiiri on saatu sammuttamalla geenin
toiminta, azac —KO -hiiri puolestaan on luotu risteyttamalla a,a — KO —hiiri ja azc
— KO -hiiret. (12, 15)

On tutkittu, ettd a,a - KO —  hiirilla muuan muassa plasman
noradrenaliinipitoisuus (14) ja verenpaine nousevat, koska toimiessaan oikein
axa — adrenoseptoreilla on estava vaikutus noradrenaliinin erittymiseen. Naiden
lisaksi aza — KO — hiirilla sydan lyo tiheammin. Sen sijaan talla hiirityypilla veren

glukoosipitoisuus on matalampi kuin villityypilla. (13, 16)

dyc — KO — hiirilla noradrenaliinipitoisuus on azx — KO — hiiriakin korkeampi, ja
myo6s adrenaliinin taso on korkea (14). Nailla hiirilla esiintyy aggressiivisuutta
niiden ollessa eristettyna muista hiiristd ja saikahdysreaktio on voimakkaampi

kuin villityyppihiirilla. (17)

Aikaisemmin ei ole tehty tutkimuksia, miten HFD -dieetti vaikuttaa a, — KO —
hiirien  painoon. Tutkimusryhma, jonka alaisuudessa tehtiin tdman

opinnaytetyon tutkimukset, on tutkinut dieetin vaikutusta. Alustavien tulosten
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mukaan aza — KO — hiiret, seka urokset etta naaraat, lihovat kuten villityypit,

mutta azac — KO — hiiriin dieetti ei vaikuta. Tutkimustuloksia ei ole viela julkaistu.

3.2 Neuropeptidi Y (NPY)

Neuropeptidi Y eli NPY on hermoston valittdjaaine, joka koostuu 36
aminohaposta (18). NPY vaikuttaa aivojen hypotalamuksen kautta elimistén
energiatasapainoon. Se vaikuttaa elimistéssa parantamalla ruokahalua, joka voi
esimerkiksi johtaa sairaalloiseen ylipainoon. Lisdksi NPY - vdlittdjaaineen
liallinen maara vaikuttaa elimistdssd muun estdmalla ruskean rasvan

lAmmontuottoa, ja se on yhteydessa insuliinin liikaeritykseen. (18, 19)

Tutkimuksessa kaytettiin hiiria, joilla esiintyy ylimaarin NPY - valittajaainetta.
NPY:n ylituotanto keskittyy sympaattisen hermoston aareisosiin ja aivojen
noradrenaliinia erittavdn osaan. Nailla hiirilla muun muassa valkoisen rasvan
maara elimistdssad kasvaa, vaikka hiiret eivat ylensy® tai niiden painossa ei
tapahdu merkittavia muutoksia verrattuna villityyppiin. Lopulta elimiston
muutoksien takia myos insuliinin maéara kasvaa ja glukoosin sietokyky laskee.
(19)
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4 MITOKONDRIO

Mitokondriot ovat jyvasia, joiden ymparilla on kaksi kalvoa. lhmisella on
keskimaarin 300—2000 mitokondriota yhdessa solussa (20). Niitd on kaikissa
tumallisissa soluissa, ja niiden tarkein tehtdva on tarjota soluille energiaa.
Energiaa muodostuu oksidatiivisen fosforylaation kautta eli adenosiinitrifosfaatin

synteesissa (ATP-syntaasi). (21, 22)

4.1 Rakenne

Mitokondriot ovat keskim&arin 0,5 - 2 um paksuisia, mutta niiden pituus
vaihtelee. Rakenteen voi erottaa elektronimikroskoopilla. Mitokondrio koostuu
ulko — ja sisakalvosta, jotka ovat noin 6-8 nm paksuja. Naiden valille jaa ohut
tila, jossa pienet molekyylit ja ionit likkuvat vapaasti ulkokalvon lapi. Kalvot
ympardivat mitokondrion ydintd, jossa on monia aineenvaihdunnalle keskeisia

entsyymeja, kuten Krebsin syklin (sitruunahappokierron) entsyymit. (6, 22)

Kuva 2. Mitokondrion sisédrakenne (6: 90).

Kuvassa 2 on mitokondrion rakenne. Ulkokalvo koostuu proteiineista ja
lipideista. Ulkokalvo lapaisee noin 10 kD:hen asti. Molekyylit kulkevat kalvon
l&pi niin sanottujen poriinien kautta, jotka ovat proteiinien muodostamia
hydrofiilisia eli vesihakuisia kaytavia. Sisakalvo puolestaan on huonosti

lapéiseva kalvo, josta vetyionit ja séhkdisesti varautuneet yhdisteet eivat paase
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lapi. Sisdkalvo koostuu suurimmaksi osaksi proteiineista. Lisaksi kalvossa on
mukana vahan lipideja. Sisékalvo tekee ytimeen poimutusta eli niin sanottuja
kristoja. Kalvon sisaltaméat kalvoproteiinit ovat tarkeitd biologisessa
hapetusreaktiossa ja ne osallistuvat soluien ATP — syntaasiin eli
energiantuottoon. Matriksi koostuu viskoosisesta nesteesta, jossa on
ribosomeja, DNA:ta ja RNA:ta. (3, 6)

4.2 Mitokondriaalinen DNA

Vaikka suurin osa mitokondrion proteiineista syntyy tuman DNA:n tuottamana,
myo6s mitokondriaalinen DNA (mtDNA) sisaltaa geeneja, jotka koodaavat osaa
mitokondrion proteiineista seka tarvittavia RNA:ta. Esimerkiksi ihmisen solujen
mtDNA koodaa 13 proteiinia, jotka liittyvat oksidatiiviseen fosforylaatioon.
Proteiinien liséksi niissa on informaatio kahteen ribosomaaliseen RNA:han: 22S
ja 16S, seka 22:een siirtajd RNA:han. (6, 22) mtDNA:n geneettiset koodit
eroavat jonkin verran "yleisesta” geneettisesta koodista. Esimerkiksi koodi UGA,

joka yleisesti merkitsee lopetuskoodia, koodaakin mtDNA:ssa tryptofaania. (23)

MtDNA:n kahdentuminen tapahtuu matriksissa. Elainsolujen mtDNA sisaltaa
vain  eksoneita eli alueita, joissa on informaatio proteiinien
aminohappojarjestyksesta. Informaatio on tiukkaan pakattu. Kuvassa 3 on
nisakkaan mitokondriaalinen kromosomi. Intronit ja histonit puuttuvat
mtDNA:sta. (20) Intronit ovat genomisessa DNA:ssa olevia jaksoja, joissa ei ole
informaatiota. Histonit ovat puolestaan proteiineja, joihin genominen DNA on
kiinnittynyt. Proteiineja koodaavat alueet ovat siis suoraan perakkain tai niiden

valilla on vain muutama nukleotidi. (6, 20, 24)
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Kuva 3. Mitokondriaalinen kromosomi (23: 454).

Eldinsolujen mtDNA koodaa proteiineja, jotka liittyvat oksidatiivisen
fosforylaation elektroninsiirron komplekseihin eli yhdistymiin. mtDNA koodaa
yhdistyméa 1:ssa 7 proteiinin alayksikk6a, yhdistyma 3:ssa vain yhta proteiinia ja
yhdistym&a 4:ssa kolmea eri proteiinin alayksikkda. Yhdistymien proteiinien
alayksikot ovat myds yhteydessa muihin alayksikkoihin, joita koodaa tuman
DNA. (20, 22)

Tutkimukseen valittin  kaksi yhdistymien geenid, NADH hydrogenaasi
alayksikko 2 eli NADH 2 ja sytokromi B eli CYT B. Kuvassa 3 NADH 2 on ND2.
Liséksi tarkoituksena oli ottaa mukaan myods yhdistyma 4:seen kuuluva
sytokromi ¢ oksidaasi alayksikkdé 1 (20), mutta tama jatettiin pois. Kuvassa 3
lyhennettyna CO 1. Poisjattamisen syynad oli yhdistymien geenien
samankaltaisuus, DNA maaran pitéisi olla sama jokaisella geenilla mitattuna.

Geenit valittiin viitteiden 1 ja 25 perusteella.

NADH 2 kuuluu yhdistyma 1:seen ja CYT B yhdistyma 3:seen. Nama
yhdistymét toimivat yhdessa yhdistyma 4 kanssa protonipumppuina eli ne
siirtdvat protoneja elektroninsiirtoketjussa. (6)
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5 DNA:N ERISTYS

DNA, eli deoksiribonukleiinihappo, sisaltaa elion periman eli geenit el
geneettisen informaation, jonka avulla eli6 pystyy elamaan. Geneettinen
informaatio koostuu DNA:ssa  nukleotidiemasjarjestyksesta. Kolme
nukleotidiemasta muodostavat aina yhden koodisanan. (22) DNA sisaltaa
kaiken informaation proteiinien ja entsyymien rakentamisesta, joka ohjaa
solujen toimintaa. DNA koostuu fosfaattiryhmastd, sokeriosasta ja emaksesta.
DNA — molekyyli on kaksinauhaista. Nauhat ovat kiertyneet ja muodostavat
kolmeulotteisia rakenteita. Kolmiulotteiset rakenteet eivét ole sattumanvaraisia,

vaan myos ne vaikuttavat geenien toiminnan saantelyyn. (6, 26)

DNA:ta on kahdenlaista: genomista ja mitokondriaalista. Mitokondriaalisesta
DNA:sta on enemman luvussa 4.2. Genominen DNA sijaitsee tumassa ja siina
on informaatio esimerkiksi ihmisen 48 kromosomille. Genomisen DNA:n koodi
on universaalia, sama koodisto on seka eukaryooteilla eli aitotumallisilla etta
prokaryooteilla eli alkeistumallisilla. Genomisen DNA:n geenia koodaavien
osien vdleihin jaa tyhjia alueita, niin sanottuja introneita, jotka eivat koodaa
mitdan. Genominen DNA onkin suurikokoisempaa kuin mitokondriaalinen DNA.
(6, 22)

5.1 DNA:n eristaminen ja puhdistaminen

DNA:n eristaminen on suhteellisen helppoa. DNA - nayte voi olla peraisin muun
muassa kudospalasesta, veresta tai soluviljelmasta. (26) Tassa luvussa on
kerrottu DNA:n eristamisesta kudoksesta, koska tutkimuksen DNA oli peraisin

kudoskappaleista.

Nayte taytyy aluksi homogenisoida eli kudoskappale tulee hajottaa.
Tarkoituksena on saada DNA ulos solukalvojen ja muiden solujen osien sisalta.
Kudos voidaan hajottaa esimerkiksi proteinaasi K — entsyymill&, joka on eristetty

Tritirachium album — homeesta ja se pystyy pilkkomaan proteiineja (27).
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Proteinaasi K — entsyymi ei yksin hajota soluja, vaan hajotukseen kaytetaan
myOos EDTA:ta ja SDS:4a4. EDTA:ta, eli etyleenitiamiinitetraetikkahappoa,
tarvitaan estam&dn nukleaasien toiminta, talla estetddn nukleotidien
pilkkoutuminen.  Lisaksi EDTA hajottaa  soluseindmaa. SDS, eli
natriumlauryylisulfaatti, on puolestaan detergentti, joka poistaa lipideja ja
hajottaa solukalvoa. DNA:ta eristettaessa tarvitaan my6s RNAasia, eli

ribonukleaasia, joka on RNA:ta pilkkova entsyymi. (26, 28)

Hajotetusta naytteesta pilkotaan seuraavaksi loputkin proteiinit ja ne poistetaan.
Pilkotut proteiinit voidaan esimerkiksi poistaa saostuksella. Ne voidaan saostaa
muun muassa kayttamalla fenolia tai fenoli-kloroformi — seosta. Talla
saostustavalla DNA kuitenkin katkeilee. Saostuneet proteiinit ja solujgamat
voidaan erotella sentrifugilla. Sentrifugin jalkeen fenoli/fenoli-kloroformi — seos,
yhdessa proteiinien ja muiden epapuhtauksien kanssa, on putken pohjalla ja
DNA on vesifaasissa putken yldosassa (26, 28) Proteiinien saostus voidaan

tehd& myos suolalla kuten ammoniumasetaatilla (29).

Viimeisena tarvitaan DNA saostus, joka tapahtuu alkoholilla, joko etanolilla tai
isopropanolilla. Etanolilla saostaminen tapahtuu yleensd kylmésséa, kun taas
isopropanolisaostus  voidaan  tehda  huoneenlammdssd.  Saostuneet
polymeeriset nukleiinihapot voidaan keréata talteen sentrifugilla tai kerdamalla
saostuneet DNA rihmat lasisauvan avulla pois. DNA liuotetaan lopuksi puskuri-
liuokseen (26, 28)

Perinteinen saostus voidaan korvata ionivaihtokromatografialla, joka erottelee
molekyylit niiden elektronien sitoutumiskyvyn perusteella eli kuinka tiukasti ne
sitoutuvat kromatografian matriisiin. DNA on negatiivisesti varautunut, joten
tarvitaan positiivisesti varautunut matriisi. Sitoutuminen puolestaan poistetaan
suolan avulla. Suolan lisaaminen pylvdaseen tapahtuu vaiheittain, jolloin
ensimmaiseksi poistuvat proteiinit ja RNA. Suolakonsentraation lisdantyessa
poistuu my6s DNA. (28)

DNA voidaan myds puhdistaa silikamenetelmélld, joka on samantyyppinen

menetelma kuin ioninvaihtokromatografia.
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{a) Attachment of DNA to silica particles
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Kuva 4. DNA:n eristaminen silikamenetelmalla (28: 34).

Kuvassa 4 on esitetty silikamenetelman kaaviokuva. Siind kaytetaan
kaotrooppia, yleensad guanidiinihydrokloridia. Kaotrooppi hajottaa molekyylia
ymparodivan vesivaipan, jolloin DNA pystyy sitoutumaan tiukasti silikamatriisiin.
DNA ladataan kaotrooppiliuoksessa pylvaaseen, jossa DNA on sitoutuneena
matriisiin liuoksen tullessa ulos. Epapuhtaudet pestaan puskuroidulla etanolilla,
joka ajetaan pylvaan lapi, samalla poistuvat myos kaotroopit. Pesujen jalkeen

DNA irrotetaan matriisista laimean puskurin avulla. (26, 28)

5.2 DNA:n maara ja puhtaus

DNA puhtautta ja maarad voidaan tutkia monella eri menetelmalld. Yksi
kaytetyimmistd menetelmista on mitata DNA-liuoksessa olevien nukleotidien
absorbanssia Ay nanometrissa (nm) spektrofotometrilla. DNA-liuoksen

konsentraatio on suoraan verrannollinen kuinka paljon UV — valoa absorboituu
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naytteeseen. Yleissddntona on, ettd aallonpituudella 260 nm, 50 pla
kaksijuosteista DNA:ta millilitrassa antaa tulokseksi 1,0. (26, 28)

Lisaksi spektrofotometrilla voidaan mitata naytteen puhtautta. Puhtaus mitataan
kahdesta eri pisteesta: Azso ja Azgo. Naille lasketaan suhdeluku, joka kertoo
puhtaudesta. Puhtaalle DNA:lle suhdeluvun Azeo/Azgo tulee olla 1,8 ja puhtaalle
RNA:lle 2,0. (28) Jos DNA:n suhdeluku on reilusti alle 1,8, naytteeseen on
yleensa jaéanyt proteiinia, joka absorboi 280 nm:ssa. Jos suhdeluku puolestaan
nousee 1,8:sta, naytteessa voi olla RNA:n lisaksi esimerkiksi vapaita
nukleotideja. (26) Puhtautta voidaan tarkastella myds Asso/A230 suhdeluvusta.
Suhdeluvun tulisi olla puhtaalle DNA:lle suurempi kuin Azgo/Azgo — suhdeluvun,
noin 2,0. Jos suhdeluku on alle 1,8, naytteissa voi olla orgaanista ainetta kuten
fenolia. Orgaaninen aine absorboi 230 nm:ss&, joten orgaaninen kontaminaatio
ei valttamatta nay Azs/Azgp — suhdeluvussa. Kontaminaatio voi haitata
naytteiden jalkikasittelyd, esimerkiksi PCR:n tehokkuutta. (30 [viitattu
10.8.2012).

Muita menetelmia DNA:n pitoisuuden ja puhtauden maaritykseen on esimerkiksi
agaroosigeelielektroforeesi. Siina DNA néaytteet ajetaan sellaisenaan tai
laimennettuina useaksi eri naytteeksi ja fluoresenssin voimakkuutta verrataan
standardiin. Tam& menetelmad on helpompi kuin spektrofotometri, koska
menetelmaa eivat pienet epédpuhtaudet (RNA tai proteiinit) haittaa. Menetelma
ei ole kuitenkaan tarkka ja siina pitdd olla tarkasti suunniteltu standardinayte,

joka on suurin piirtein samankokoinen kuin nayte. (26)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Miia Holmstrém



21

6 POLYMERAASIKETJUREAKTIO

Polymeraasiketjureaktiossa, PCR, monistetaan tiettyd DNA -jaksoa. PCR:ss&
voidaan monistaa suoraan DNA - jaksoja tai siihen voidaan kayttaa
komplementaarista DNA:ta. Monistettavaa DNA — jaksoa kutsutaan templaatiksi
tai kohde - DNA:ksi. PCR:n avulla voidaan muun muassa selvittdd DNA:n
nukleotidijarjestys eli sekvensoida DNA tai sitd voidaan kayttdd sairauksien
toteamiseen, esimerkiksi perinndllisia sairauksia diagnosoidaan PCR:n avulla.
(26, 28)

Monistettavan jakson aminohappojarjestys taytyy tuntea jakson alusta ja
lopusta. Naihin tunnettuihin jaksoihin suunnitellaan alukkeet, primerit, jotka
kiinnittyvat kaksinauhaisen DNA:n eri juosteisiin, monistettavan jakson alku- ja
loppukohtiin. Yleensa monistettava alue on lyhyt, alle 10 kb. Monistettavaa
DNA:ta ei tarvitse olla maaréllisesti paljoa, koska PCR:ssa monistettavan

jakson maara nousee eksponentiaalisesti. (26, 28)

6.1 PCR:n periaate

Polymeraasiketjureaktion periaate on kuvattu kuvassa 5. Reaktio alkaa
kuumennuskasittelylld. Lampdtilaa nostetaan korkealle, yli 90 °C, jotta
kaksijuosteinen DNA tai cDNA eli kohde - DNA, denaturoituu ja alukkeet
pystyvat kiinnittymaan siihen. Denaturoinnin aikana kuumennus saa aikaan
vetysidoksien katkeamisen kaksijuosteisen nauhan valiltd. Syntyy yksinauhaista
DNA juostetta, johon alukkeet pystyvat kiinnittymaan. Tatd seuraa lyhyt
anneling -vaihe, jossa lampdtilaa lasketaan 50 — 60 °C:een. Tassa vaiheessa
alukkeet kiinnittyvat, mutta itse kohde - DNA ei ehdi muuttumaan takaisin
kaksinauhaiseksi. Alukkeet kiinnittyvat yksinauhaisen DNA:n vastinkohtaan.
Taman vaiheen lampdtila riippuu alukkeista: pituudesta,
nukleotidikoostumuksesta ja pitoisuudesta. Lyhyen anneling -vaiheen jalkeen

lampdotila nostetaan noin 72 °C. Pidennysreaktiossa reaktioseoksessa olevat
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nukleotidit alkavat kiinnittya alukkeen 3’ — paastd kohde - DNA:n mallin
mukaisesti. Reaktioseoksen polymeraasi on pidennysreaktion tarkein ainesosa.
llIman sita nukleotidit eivat aloita kiinnittymista. Kaytetyin polymeraasi on Taq-
polymeraasi. Reaktiossa kummallekin nauhalle syntyy vastinnauha. Taman

jalkeen sykli alkaa uudelleen lampdtilan nostamisella yli 90 °C. (26, 28)

5 3
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3 5
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Kuva 5. PCR:n periaate: tuotteen monistuminen kolmessa ensimmaisessa
syklissa (28:148 -149).

Kuvassa vasemmalla puolella on PCR:n 1. sykli ja oikealla 2. ja 3. sykiIi.

Denaturointi- annealing — pidennys — sykli& toistetaan yleensd 15-40 kertaa
(28). PCR tuotteen maara kasvaa eksponentiaalisesti syklien valilla. PCR:n
reaktioseos siséltdd kohde - DNA:n lisdksi muun muassa sopivaa
puskuriliuosta, ylimaarin nukleotideja (dNTP) ja alukkeita, lampokestavaa

polymeraasientsyymia seka kationeita. (26, 28)

PCR - tuote voidaan analysoida esimerkiksi agaroosigeelielektroforeesilla.
Tosin tata ei tarvitse tehda Kkaytettdessa varileimaa, jossa tuotteen

tunnistaminen tapahtuu sulamiskayran avulla. PCR - tuotetta voidaan puhdistaa
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tarvittaessa esimerkiksi kaupallisilla puhdistuskiteilla. Pudistustarve riippuu PCR
- tuotteen jatkokaytosta. (26, 28)

PCR:4a ajettaessa kannattaa naytteiden lisaksi ajaa ainakin negatiivinen
kontrollinayte, joka nayttéda onko tapahtunut kontaminaatiota eli onko naytteissa
epapuhtauksia. Negatiivinen kontrollinayte VOi tarkoittaa, etta
kontrollinaytteessa ei ole ollenkaan DNA:ta; ainoastaan alukkeet, polymeraasi,
nukleotidit ja leima. Jos monistettava DNA puuttuu, kontrollindytteissa ei pitaisi
monistua mitdan. Negatiivinen kontrolli voi myos tarkoittaa naytettéa, jossa on
kaikki muut, mutta ei alukkeita, jolloin nukleotidien ei pitaisi kiinnittya juosteisiin.
Jos mahdollista, PCR:ssa olisi hyva kayttaa myos positiivista kontrollia el

naytetta, jossa tiedetdan varmasti olevan kohde - DNA:ta. (26)

6.2 Kohde - DNA

Polymeraasiketjureaktiossa  kaytetddn  monistettavana  kohteena  joko
komplementaarista DNA:ta (cDNA) tai genomista DNA:ta. (26)

Genominen DNA voidaan kayttaa sellaisenaan PCR - ajossa, kunhan se on
tarpeeksi puhdasta. cDNA:n l&htbaine on puolestaan RNA. Ensimmaiseksi
RNA:sta valmistetaan kaanteistranskriptiolla yksijuosteista cDNA:ta. Kun on
saatu yksijuosteista cDNA:ta, se tulee viela tehda kaksijuosteiseksi, ennen kuin
PCR ajo voidaan suorittaa. (26) cDNA:n valmistamiseen on olemassa

kaupallisia kitteja, joissa on kaikki tarvittavat ainesosat mukana.

Tassa tutkimuksessa kaytettiin suurimmaksi osaksi genomista DNA:ta, mutta

myos cDNA:ta.

6.3 Polymeraasiketjureaktiota haittaavat (inhiboivat) asiat

PCR on erittdin herkk&4 menetelm&, jota haittaa monet eri asiat. Aluksi on
varmistuttava, ettd kohde - DNA:ta on tarpeeksi paljon, alukkeiden pitoisuus

liuoksessa on oikea ja etta alukkeet ovat hyvin suunnitellut (tarkemmin luvussa
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6.4.2) ja olosuhteet oikeat. On my6s huomioitava, ettd hyvasta suunnittelusta
huolimatta leimat ja pidennysreaktiossa kaytetty polymeraasi voivat tehda
virheita. (26, 31)

PCR:4a estavat asiat, eli inhibiittorit, voidaan jakaa kolmeen eri ryhmaan.
Ensimmaisessa ryhmaéssa inhibiittorit sitoutuvat polymeraasiin estden sen
toiminnan eli kaytdnnotssa alukkeet eivat pysty kiinnittymaan yksijuosteiseen
DNA:han. Toisessa ryhmassa inhibiittorit ovat kiinni monistettavassa DNA:ssa,
jolloin kohde - DNA:n monistuminen hairiintyy tai estyy kokonaan. Kolmannessa
ryhmassa inhibiittorit vaikuttavat pidennysvaiheessa hairiten sita. Inhibiittoreiden
poisto onkin tarkeaa, koska ne voivat myods vaikuttaa PCR:n tehokkuuteen
muuttamalla Ct -arvoa tai vaikuttamalla reaaliaikaisen PCR:n sulamiskayraan.
(32) Inhibiittoreina voivat olla esimerkiksi "vaara” DNA (ei-kohteena oleva),

orgaaniset aineet, proteiinit ja etanoli. (31)

6.4 Kvantitatiivinen reaaliaikainen polymeraasiketjureaktio

Kvantitatiivisessa reaaliaikaisessa polymeraasiketjureaktiossa (real time gPCR)
saadaan seurattua tuotteen muodostumista reaaliaikaisesti. Menetelma laskee
lisdksi naytteiden DNA:n alkukonsentraatiot, kun ajossa ovat mukana
standardit, joiden DNA - pitoisuus on tarkasti tunnettu. Tata kutsutaan
absoluuttiseksi kvantitointimenetelmaksi. Lisdksi voidaan kayttdad suhteellista
kvantitointimenetelma&, jossa DNA - pitoisuuksien sijaan verrataan naytteiden
kynnyssyklejd (Cr — arvoja) toisiinsa. Kynnyssykli tarkoittaa hetked jolloin

signaali ylittaa maaratyn arvon. (26, 27)

6.4.1 Signaali

Real time gPCR tarvitsee toimiakseen fluoresoivan koettimen tai variaineen.
Variaine, esim. SYBR® green, sitoutuu PCR - seoksen kaksinauhaiseen
DNA:han ja laite mittaa DNA:n kokonaismaaraé jokaisen syklin jalkeen. Mita

enemman seoksessa on DNA:ta, sitd voimakkaampi on varin antama signaali.
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Haittana on, etta variaine ei ole spesifinen, joten se mittaa kaikkea DNA:ta

seoksessa, myos alukkeiden hiusneularakenteita. (26, 28)

Koettimet ovat puolestaan Iyhyita DNA - jaksoja. Ne sitoutuvat PCR -
tuotteeseen eli monistettavaan PCR - jaksoon, jolloin alukkeiden
hiusneularakenteista ei tule signaalia ollenkaan. Koettimien pitda olla
komplementaarisia monistettavan kohde - DNA:n kanssa, joten ne taytyy
suunnitella erikseen jokaiselle PCR tuotteelle. Jokainen koetin PCR seoksessa
on leimattu. Yleisesti kaytetty tekniikka on hairpin - tekniikka, joka on selitetty
kuvassa 6. Koettimia on muun muassa Tagman (esimerkiksi Tagman ®,
Applied Biosystems). Koettimia voidaan valmistaa myos itse, mutta tdméa on

hankalaa ja epdvarmaa. (26, 28, 33)

Quenching Okgonucleotide
compound probe

4{\‘.‘1'?\& DNA 1arget
3a o ; TIIVTVIVTTTOT VTV
a3

Fluorescent
label

DNA

SECEFRCERIE .
Probe

Fluorescent
signal

Kuva 6. Hairpin koettimeen toiminta: fluoresoivan signaalin syntyminen (28:
160).

Hairpin koettimessa osa koettimista, kuvassa probe, on leimattu fluoresoivalla
varilla (fluerescent label) ja osa sammuttajalla (quenching compound). Vari
nakyy signaalina, kun ndma kaksi osaa ovat eri paissa kohde - DNA:ta. Jos
varileimallinen ja sammuttajaosa ovat samassa paassa, esimerkiksi alukkeen
hiusneularakenteessa, koettimet tarttuvat automaattisesti yhteen, eika signaalia
synny. (26, 28)
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6.4.2 Alukkeet

Alukkeiden eli primerien suunnittelu on tarkedd PCR:n onnistumisen kannalta.
Niiden taytyy olla varmasti komplementaarisia kohde - DNA:n kanssa. Muuten
ei monistusta tapahdu. Alukkeiden pituus on erityisen tarkeda. Liian lyhyt aluke
saattaa Kiinnittya vaaraan paikkaan. Kiinnittymistad vaarddn kohde - DNA:n
paikkaan saattaa aiheutua myds, jos seoksessa on liian paljon alukkeita. (26,
28)

Alukkeita suunniteltaessa apuna voi kayttdd Internetista I6ytyvid alukkeiden
suunnitteluohjelmia. Alukkeita suunniteltaessa pitdéa huomioida alukkeiden
sulamispisteet, jotka eivat saa erota toisistaan yli 2 astetta. Lisaksi alukkeissa
tulee huomioida alukkeiden taipumus sitoutua itsensa kanssa eli muodostaa
hiusneularakenteita. Hiusneularakenteet heikentavat alukkeiden toimintaa. (26,
28)

6.4.3 Tulokset ja niiden analysointi

Perinteisessda PCR:ssé tulokset analysoidaan (puhtaus ja pitoisuus) ajamalla
PCR tuotteet esimerkiksi agaroosigeelielektroforeesissa. Sen sijaan
reaaliaikaisessa PCR:ssa syntyvien tuotteiden maaradd seurataan signaalien
maaran avulla. Tuotteen muodostumista voidaan seurata jokaisen syklin jalkeen
ajon aikana. Kéaytettaessa variainetta, esimerkiksi SYBR® Greenia, voidaan
syntyneen tuotteen puhtaus tarkistaa sulamiskayrastda. (26) Sulamiskayra
kertoo missa lampdtilassa kohde - DNA:n jakso sulaa. Sulamispisteen tulisi olla
yhtendainen kaikilla saman kohde - DNA:n ja alukkeen omaavilla kuopilla.
Sulamiskéyrdn perusteella voidaan paatella, onko ei-haluttua tuotetta
monistunut ja, ovatko alukkeet tehneet hiusneularakenteita. Nama nakyvat

kuvaajasta ylimaaraisina piikkeina. (34)

PCR - ajon tuloksia tarkasteltaessa on syytd kiinnittdd huomiota muutamiin
asioihin. Taulukossa 1 on asioita ja arvoja, jotka tulee huomioida tuloksia

tarkasteltaessa. Taulukon asiat on keratty lahteista 35 ja 36.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Miia Holmstrém



27

Taulukko 1. PCR — tulosten kriittisia kohtia.

Englanti Suomi Selitys

Kertoo kohde - DNA:n monistumisesta
(fluoresenssi signaali vs. syklinumero).
Vaiheet: eksponentiaalinen, lineaarinen ja
plateau (tasanne).

Amplification curve | monistuskayra

monistuminen ennen monistuskayran
Baseline pohjalinja alkamista. Ei isoja muutoksia fluoresenssi
signaalissa.

tulee olla monistumisen

Thershold (line) kynnysarvo o _
eksponentiaalisessa vaiheessa

sykli, jossa naytteen signaali ylittaa

Thershold cycle (Cy) kynnyssykli
kynnysarvon

Standard deviation poikkeamat rinnakkaisten naytteiden C+
keskihajonta Ct | arvoissa (poikkeamat yksittaisen naytteen

Cr ja keskiarvon valilla)

kertoo kuinka tdsmallisesti tietyn naytteen
R? R2-arvo (esim. standardisuoran) C; — arvosta
voidaan ennustaa toisen naytteen arvo
(esim. pitoisuus)

Jos kulmakerroin on -3,3, tehokkuus on

Slope kulmakerroin
100 %.
monistumisen tehokkuus, lasketaan slope
Efficiency tehokkuus — arvosta. Teoreettisesti tulisi olla 100 %,

jolloin tuote kaksinkertaistuu jokaisessa
syklissa.

Taulukon arvoihin on maaratty raja-arvot, paitsi kynnysarvolle, joka on PCR -
ajokohtainen. Tehokkuuden tulisi olla 90 — 100 % valilla (35), mika tarkoittaa,
ettd kulmakertoimen tulisi olla -3,12 — -3,6, jolloin tehokkuus on vélilla 109,12 -
89,57 (37 [viitattu 7.8.2012]). R? voi olla parhaimmillaan tasan 1, jolloin voidaan
tasmallisesti ennustaa arvosta X arvo Y. Luotettava tulos voidaan laskea, kun

R? — arvo on yli 0,99 (36). Arvojen liséksi monistuskayrista tulee tarkistaa, etta
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niiden muoto on samanlainen eri naytteiden valilla, etta niista |0ytyy kaikki eri
vaiheet. Lisaksi tulee tarkistaa, ettd pohjalinja on oikeassa paikassa ja

kynnysarvo on ekapotentiaalisessa kohdassa. (35, 36)

6.4.4 PCR menetelmat

Reaaliaikaisessa qPCR:ssa voidaan kayttaa kahta eri menetelmaa: suhteellista
tai absoluuttista menetelm&a. Absoluuttisessa menetelméassa kaytetaan hyvaksi
standardisuorakuvaajaa. Standardisuoran Ct arvojen perusteella PCR -
ohjelma laskee naytteista pitoisuuden tms. absoluuttisen mittayksikon omaavan
arvon. Absoluuttisessa menetelméassa taytyy kuitenkin tietdd miten pohjalinjaa
ja kynnysarvoa saadetaan, koska molemmat vaikuttavat Cy -arvoihin ja sita
kautta naytteiden pitoisuuksiin. Standardisuoran tulee olla hyvin suunniteltu ja

siina tulee olla vahintaan 5 eri pistetta. (38)

Absoluuttista menetelmaa yleisempi menetelma on suhteellinen menetelma.
Siind verrataan eri naytteiden arvoja toisiinsa, esimerkiksi C+ — arvoja. (26)
Suhteellisessa menetelmadssa halutaan siis tietdd naytteiden suhteelliset erot.
Suhteellisia menetelmia on kaksi, toisessa tarvitaan standardisuoraa (Relative
Standard Curve -method), toisessa ei (Compare Cr; -method, AACy).
Menetelmat eroavat toisistaan jonkin verran. Standardisuora menetelmassa
lasketaan naytteiden pitoisuuserot ja AACt — menetelmassa verrataan Cy —
arvoja. Lisaksi laskutavoissa on eroja. Standardisuoraan perustuvassa
menetelmassa taytyy huomioida samoja asioista, mita absoluuttisessa
menetelmassa. (38, 39) Tassd tutkimuksessa kaytettin paaséantdisesti

standardisuoraan perustuvaa suhteellista menetelmaa.

Naytteiden DNA — pitoisuuksissa voi olla eroja eri naytteiden valillg, jotka taytyy
huomioida laskettaessa suhteellisia eroja. Erot huomioidaan normalisoimalla
naytteet endogeenisella standardigeenilla eli niin sanotulla housekeeping
geenilld, jolloin naytteiden eri pitoisuuksista johtuvat erot tasoittuvat. (40)

Standardisuoraan perustuvassa suhteellisessa menetelméssa nayte jaetaan
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endogeenisella geenilla ja AACt — menetelmassa naytteestd vahennetdén
endogeeninen geeni. (39)
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7 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Luvussa kaydaan lapi naytteiden kerddminen, DNA:n eristdminen ja puhdistus,
DNA pitoisuuden maaritys ja puhtaus, polymeraasiketjureaktioajot seka tulosten

laskeminen.

7.1 Hiiret

Tutkimukseen kaytettiin 4 erilaista hiirtd: a,a — KO - ja azac - KO — hiiria,
neuropeptidi Y hiiria seka laboratoriohiiria (C57B/6J, "villityyppi”). Taulukossa 2

on hiirien lukumaaréat.

Taulukko 2. Tutkimuksessa kaytettyjen hiirien lukumé&arat tyypeittain.

Hiirityyppi Naaraat (kpl) Urokset (kpl)
o knockout 7 (2:sta ei naytteitd) 11
aac knockout 8 (1:sta ei naytteita) 8
Neuropeptidi Y - 7
Villityyppi (a>) 9 9
Villityyppi (NPY) - 5

NPY hiiret ja naiden verrokkiryhmén villityppihiiret eivat saaneet tutkimuksen
aikana mitdan erikoista kasittelya, vaan ne elivat normaaleissa olosuhteissa
sybden normaalia ruokaa. Tutkimuksessa kaytettiin naytteind naiden hiirien
ruskeaa rasvaa. Naytteet jaadytettiin oton jalkeen nestemaéisessa typessa ja

sailytettiin -70 °C.
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a; — KO -hiiret sen sijaan elivat ennen naytteiden ottoa kolme viikkoa HFD -
ruokavaliolla. Hiiret saivat sydda ruokaa rajattomasti. Kaikki hiiret elivat omissa
hakeissaan. Osa hiirista laitettiin paastolle vajaa vuorokausi ennen lopetusta.
Lyhyt paastoaminen ei kuitenkaan vaikuta mitokondriaaliseen DNA:n maaraan

tai laatuun. Ennen lopetusta hiiret punnittiin.

Tutkimusta varten NPY - hiirista otettiin ndytteet ruskeasta rasvasta. a, — KO -
hiirista otettiin kolme erilaista naytetta: yksi nayte ruskeasta rasvata eli brown
adipose tissue, BAT, ja kaksi naytetta valkoisesta rasvasta, white adipose
tissue, WAT. Toinen WAT - nayte otettiin ihonalaisesta rasvata ja toinen
munuaisten ymparilld olevasta rasvasta. Naytteet jaadytettiin heti oton jalkeen
nestemaisessa typessa ja niité sailytettiin  -20 °C. Koska ihonalainen rasva ja
munuaisten ymparilla oleva rasva on samanlaista, tutkimuksessa ké&ytettiin

ainoastaan ihonalaisesta rasvasta perdisin olevat WAT - naytteet.

Kaikista hiiristd saaduista rasvanaytteista eristettin  DNA. Taman lisaksi
tutkimuksessa kaytettin NPY - hiirien ruskeasta rasvasta eristettya RNA:ta.

RNA saatiin valmiiksi eristettyna.

7.2 DNA:n eristys kaupallisella kitilla

Naytteista leikattin noin 20 mg painavia kudoshaytteitd. Ruskean rasvan
naytteista poistettiin leikkaamalla kaikki néakyva valkoinen rasva. Naytteet

punnittiin analyysivaa’alla (AE 100, Mettler).

DNA:n eristys tapahtui Qiagenin Gentra puregene tissue — kitilla (Puregene ®
Kit A, Qiagen). Kitti sisélsi Cell lysis —liuoksen soluhajotukseen, Proteinaasi K —
liuoksen (Puregene ® proteinase K), RNAasi — liuoksen (RNAse A solution) ja
proteiinin  saostusliuoksen (Protein precipitation solution) sek&a DNA:n
liuottamiseen tarvittavan liuoksen (DNA hydration solution). Liuosten
koostumuksia ei ole saatavilla Qiagenin sivuilta. Lisaksi tutkimuksessa kaytettiin
isopropanolia (2-propanol, J.T. Baker) DNA:n saostukseen ja 70 % etanolia

DNA:n pesemista varten. (41)
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Qiagenin ohjeen mukaan kudosnaytteiden olisi pitanyt olla 5-10 mg painoisia,
mutta kokeilujen perusteella kudosnaytteen painoksi valittin 20 mg. Etenkin
WAT - naytteistd ei 5-10 mg:aa naytetta riittanyt, koska talloin DNA:ta ei
eristynyt ollenkaan. Koska kudosnaytteet olivat suurempia kuin ohjeessa, myds
Proteinaasi K:n ja RNAasin maaraa BAT — naytteiden hajottamiseen nostettiin
1,5 ul:sta 3,0 pl:aan ja vastaavasti WAT — naytteiden hajotukseen 1,5 ul:sta 2,5
pl:aan. Soluhajotus liuokseen lisattiin siis Proteinaasi K:ta BAT - naytteisiin 3,0
ul ja 2,5 ul WAT — naytteisiin. Kudosnaytteiden annettiin olla liuoksessa yon yli
vesihauteessa +55 °C. Taméan jalkeen liuokseen lisattin RNAasia BAT -
naytteisiin 3,0 ul ja 2,5 pl WAT — naytteisiin. Liuos oli viela yhden tunnin ajan

kuivahauteessa +37 °C asteessa.

Kun kudosnaytteet olivat hajonneet, liuokset jddhdytettiin nopeasti noin yhden
minuutin  ajan jadhauteessa. Jaahtyneisiin liuoksiin lisattiin  proteiinin
saostusliuosta ohjeen mukaisesti ja liuoksista erotettiin saostuneet proteiinit
sentrifugi - laitteella (Eppendorf centrifuge 5415C). Qiagenin ohjeen mukaan
naytteet olivat sentrifugissa 3 minuuttia kierrosnopeuden ollessa 14 800 G.

Sentrifugi ajon jalkeen supernatantti, eli sentrifugissa erottunut liuos, pipetoitiin
300 pl:aan isopropanolia, jolla saostettin DNA. Saostunut DNA erotettiin
sentrifugilla. Qiagenin ohjeen mukaisti tdhén vaiheeseen olisi riittanyt 1 minuutin
sentrifugi  ajo, mutta kokeilujen perusteella aika nostettin 3 minuuttiin,

kierrosnopeus oli 14 800 G.

Saostunut DNA pelletti pestiin taman jalkeen 70 % etanolilla. Jalleen saostunut
DNA erotettiin etanolista sentrifugilla. Tassakin vaiheessa aikaa nostettiin
Qiagenin ohjeen mukaisesta 1 minuutista 3 minuuttiin, kierrosnopeus oli 14 800
G. Erottunut liuos poistettiin varovasti neulan ja ruiskun avulla, ja saostuneen
DNA pelletin annettiin ilmakuivua viiden minuutin ajan. Lopuksi tarkistettiin
silmamaaraisesti, ettei putkissa ole enaa pisaroita, ja putkeen lisattiin ohjeen
mukaan DNA:an liuottamiseen tarkoitettua liuosta. Liuoksen annettiin seista
yhden tunnin ajan vesihauteessa +65 °C, jonka jalkeen DNA pakastettiin -20 °C

asteessa.
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Tahan tutkimukseen ei kuulunut RNA:n eristaminen vaan RNA naytteet saatiin

valmiiksi eristettyna.

7.3 DNA:n puhtaus ja laimennokset

DNA:n eristyksen jalkeen, DNA — liuoksesta tarkistettiin pitoisuus ja puhtaus
BioSpec — nano -laitteella (BioSpec — nano, Shimadzu). BioSpec — nano -laite
mittaa 1,0 pl:sta naytettéa pitoisuuksia 50 — 3700 ng/ul valiltd ja 2,0 pl:sta
naytetta 15 — 1000 ng/ul. Lisdksi laite mittaa naytettd nanometreilla 260, 280,
230 ja 320. Laitteen ohjelma laskee my6s suhdeluvun Azgo/Azso ja AzeolA230
sekd naytteen konsentraation. (42) BAT - naytteista eristetty DNA mitattiin 1,0
pl:n naytteesta ja WAT - naytteista eristetty DNA 2,0 pl:n naytteesta.

DNA pitoisuuden ja puhtauden mittauksen jalkeen néaytteet laimennettiin
loppupitoisuuteen 5 ng/ul. Laimennukseen kaytettiin nukleaasivapaata vetta

(Nuclease-free water, Qiagen).

7.4 PCR

PCR - ajoissa naytteet pipetoitiin 96-kuoppalevylle siten, etta aina yhden linjan
naaraat/urokset olivat samalla levylla. Kuoppalevylla kaytettiin vain yhta aluketta
kerrallaan.  Naytteiden lisaksi kaikki  kuoppalevyt sisdlsivat myo6s
standardinaytteet. PCR - laitteena oli monikanavainen Real time PCR system,

Applied Biosystem.

PCR -ajossa kaytettiin SYBR © Greenia (KAPA SYBR® FAST qPCR kit, KAPA
Biosystems). KAPA SYBR © sisaltda Taq — polymeraasin. Taulukossa 3 on ajo-

olosuhteet.

Naytteet valmistettin KAPA Greenin ohjeen mukaisesti. Naytepitoisuudeksi
valittin 10 ng/ul/kuoppa, joten naytetta pipetoitin kuopalle 2 pl. Naytteet
sekoitettiin PCR — liuokseen, joka sisalsi nukleaasivapaata vettd, KAPA SYBR®
FAST gPCR Master Mix (2x) ja BIO-rad iCycler™ (1x) seké eteenpain aluketta
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200 nM ja taaksepdain aluketta 200 nM. Yhdelle kuopalle pipetoitiin liuosta
yhteensa 18 pl. Jokaisesta naytteesta pipetoitiin kolme rinnakkaista.

Standardisuoraksi valittiin 5 pistetta. Aluksi kokeiltiin pisteitd 200 ng/ul, 20 ng/pl,
2 ng/ul, 0,2 ng/ul ja 0,02 ng/ul. Vakevin laimennus ei toiminut PCR:ss4, joten
seuraavaksi kokeiltiin 100 ng/pl, 10 ng/ul, 1 ng/ul, 0,1 ng/ul ja 0,01 ng/ul.
Laimennukset toimivat kokeilussa hyvin, joten ndma valittin standardisuoran
pisteiksi. Standardindytteet saatiin villityyppihiirista, jotka eivat olleet HFD -
dieetill&.

Naytteita pipetoitaessa kaytettiin filttereilla varustettua pipetinkarkid. Kaikki
pipetointi tapahtui laminaarikaapeissa. PCR — liuoksen pipetointi tapahtui

omassa huoneessa.

Taulukko 3. PCR ajo-olosuhteet (43, 44).

Vaihe Lampdatila (° C) kesto Sykli Ikm

Entsyymin aktivoiminen 95 3 min pito
Denaturointi 95 3 sek

40
Anneling/pidennys 60 30 sek
95 15 sek
60 1 min

Sulamiskayra 1

95 15 sek
60 15 sek

Alukkeina kaytettiin taulukon 4 alukkeita. Kaikki alukkeet ovat Oligomeerin.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Miia Holmstrém




35

Taulukko 4. Tutkimuksessa kaytetyt alukkeet.

Geenin nimi geeni alukkeet

F:5-CAT TTATTATCG CGG CCC TA -3
Cytochrome B CYTB

R:5-TGG GTT GTT TGATCC TGT TTC -3’

NADH F:5-CCATCA ACT CAATCT CACTTCTCT G -3
_ NADH 2
hydrogenaasi 2 R:5-GAA TCC TGT TAG TGG TGG AAG G -3’
Uncoupling
protein 1 U F:5-GGC CTC TAC GAC TCA GTC CA-3
(ainoastaan R:5-TAA GCC GGC TGA GAT CTT GT-3’
RNA naytteille)
$29 ribosomal F:5-AGC CTATGT CCT TCG CGT ACT -3’
_ (RP)S29
protein R:5’-ATG GGT CAC CAG CAG CTCTA -3

PCR — menetelmaksi valittiin suhteellinen menetelma; DNA -naytteille Relative
Standard Curve — menetelma ja RNA — naytteille AAC+. Puhtaus tarkistettiin
sulamiskayrista. PCR — ajon jalkeen tuotteeseen ei tehty en&a lisdanalyyseja.

Relative Standard Curve - ja AACy — menetelman laskut ovat otettu l&hteesta
39. Relative Standard Curve — menetelmassa laskettin  ensiksi
rinnakkaisnaytteiden pitoisuuksista keskiarvot ja ne normalisoitiin, eli geenien
CYT B ja NADH 2 rinnakkaisten pitoisuuksien keskiarvot jaettin samojen
naytteiden S29 geenin keskiarvolla. Normalisointi tehtiin kaikille naytteille.
Taman jalkeen geeninmuunnelluista hiiristd saatujen naytteiden normalisoidut
pitoisuudet jaettiin villityyppien normalisoitujen pitoisuuksien keskiarvolla.
Seuraavaksi villityyppien keskiarvolla jaettin  myos jokainen villityypin
normalisoitu pitoisuus. Saatuja tuloksia verrattiin toisiinsa. Taulukossa 5 on

esimerkki yhdestéa laskusta.
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Taulukko 5. DNA naytteiden lasku: a;a — KO uroksen CYT B geeni verrattuna

villityyppiin.
FOLD:
(CYT B/S29)/ WT KA(CYT
S29 KA CYTB KA CYT B/S29  B/S29)
BAT A-1 (13) 10,9919 8,2766
12,202 8,4347
9,5544| 10,9161 8,3557 0,7654 0,948614059

RNA naytteiden AACt — menetelméssa tuloksia verrattin samalla lailla:
geeninmuunnellut hiiret verrattuna villityyppiin, mutta menetelméssa ei kaytetty
standardisuoraa, vaan verrattavat arvot olivat Ct — arvoja. Lisdksi jakamisen
sijaan laskuissa kaytettin vahennyslaskuja. Ensimmaiseksi geenien
rinnakkaisista Cy — arvoista laskettiin keskiarvot, jotka normalisoitin S29
arvoilla. Tama tapahtui vahentamalla kohteena olevasta geenista S29 geenin
arvo (=ACy). Tasta arvosta puolestaan vahennettiin villityyppien vastaavien
arvojen keskiarvo (AACt). Lopullinen tulos laskettin kaavalla 2 22¢).

Taulukossa 6 on esimerkkilasku.

Taulukko 6. RNA naytteiden lasku: NPY hiiren CYT B geeni verrattuna

villityyppiin.
ddCt
dct ((CYTB-S29) - WT
CYTB KA s29 KA (CYTB-S29) (CYTB-S29) KA) Tulos
NPY 1 14,3664 18,7947
NPY 1 14,3412 18,8145
NPY 1 14,3894| 14,36567 | 18,1086| 18,5726 |-4,206933333 0,097193333 0,93485

Kaikille eri hiirityypeille, myo6s villityypeille, tehtiin kyseiset laskut. Lopuksi
tuloksista piirrettiin kuvaajat, joissa verrattiin geenimuunneltuja hiirid villityyppiin.

Laskut laskettiin Microsoft Excel —ohjelmalla.
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8 TULOKSET JA POHDINTA

Tutkimuksessa haluttiin selvittda oliko mitokondriaalisessa DNA:ssa muutoksia

geenimuunneltujen ja villityyppihiirien valilla.

8.1 DNA eristystulokset

Kuvaajassa 1 on NPY- ja villityyppi — hiirien ruskeasta rasvakudoksista, BAT-
naytteista, eristetyt DNA - pitoisuudet. Kuten kuvaajasta ndkee, eristyminen
onnistui muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta. Kaikkien DNA — pitoisuudet
olivat melkein samat. Pienet erot selittyvat kudosnaytteiden eri alkumaarilla.

Kuvaajassa NPY — lyhenne tarkoittaa NPY — hiirtéa ja WT on villityyppi.

DNA pitoisuus NPY ja WT -hiiret

300,00
250,00

200,00

150,00
100,00 -
50,00 -

DNA pitoisuus (ng/pl)

NPY NPY NPY NPY NPY NPY NPY WT-1WT-2WT-3WT-4WT-5
1 2 3 4 5 6 7

0,00 -

Kuvaaja 1. DNA - pitoisuus NPY ja villityyppi: BAT.

Kuvaajissa 2 ja 3 on esitetty a,a — KO — hiirien DNA eristykset BAT - naytteista
ja valkoisesta rasvakudoksesta eli WAT - naytteistda. Kuvaajista voidaan nahda,
ettd BAT - naytteistda DNA:n eristys onnistui hyvin, etenkin naaraissa, mutta
WAT - naytteista eristys ei onnistunut. Varsinkin uroksissa oli WAT - naytteiden
DNA - pitoisuudet hyvin alhaiset. Naaraissa eristys WAT - naytteista onnistui
vahan paremmin. Kuitenkin pitoisuudet olivat niin alhaiset, ettd osa WAT -
naytteista eristetyistd DNA:sta jatettiin pois PCR — ajoista. Eristystuloksissa voi

olla my@s virheita, koska BioSpec — nano — laite mittasi valilla 15 — 1500 ng/ul.
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Osa tuloksista oli laitteen mittaaman alarajan alapuolella. Tasta huolimatta

joitakin naytteita otettiin kuitenkin PCR - ajoihin mukaan.

DNA pitoisuus a,, - KO male

300,00

250,00

200,00

BBAT
BWAT

150,00 1=

100,00 A

DNA pitoisuus (ng/pl)

50,00 -

A1 A2 A3 A4 A5 A6 AT AB AD8 A10 A-11

Kuvaaja 2. DNA - pitoisuus aza — KO uros: ruskea (BAT) ja valkoinen (WAT)
rasva.

DNA pitoisuus a,, - KO female

300,00

250,00 ~

200,00 +

@BBAT
BWAT

150,00 +

100,00 +

DNA pitoisuus (ng/pl)

50,00 +

0,00 -

Kuvaaja 3. DNA - pitoisuus aza — KO naaras: ruskea (BAT) ja valkoinen (WAT)

rasva.

Kuvaajissa 4 ja 5 on azac — KO — hiirien kudoksista eristetyt DNA — pitoisuudet.
aoac — KO — naaraista kaksi WAT - naytettd jatettin pois jo ennen DNA

eristysta. Poisjatetyt naytteet eivat olleet kayttokelpoisia.

Kuvaajien perusteella eristys onnistui BAT - néaytteistqd, mutta ei WAT -
naytteista. Jalleen, etenkin uroshiiristd saaduista WAT — naytteista, oli suuria

ongelmia. Taman takia naistakin naytteista jatettiin muutama pois jatkosta.
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Kuvaaja 4. DNA - pitoisuus aac — KO uros: ruskea (BAT) ja valkoinen (WAT)

rasva.

DNA pitoisuus a,5c -KO female
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Kuvaaja 5. DNA - pitoisuus axac — KO naaras: ruskea (BAT) ja valkoinen (WAT)

rasva.

Kuvaajissa 6 ja 7 on villityyppien DNA - eristystulokset. Jalleen kohdattiin sama

ongelma kuin aiemmin, BAT - naytteista eristykset onnistuivat, mutta WAT -

naytteista eivat. Toisaalta WAT - naytteista onnistuttiin eristdmaan muutaman

kerran kunnolla DNA:ta. Kuvaajista ndhdaan, ettd WT-2 kuvaajassa 6 onnistui,

samoin WT-5, WT-15 — WT -17 kuvaajassa 7.
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Kuvaaja 6. DNA - pitoisuus villityyppi uros: ruskea (BAT) ja valkoinen (WAT)
rasva.

DNA pitoisuus Wild-type female

300,00

250,00
200,00
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BWAT
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100,00

DNA pitoisuus (ng/pl)
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B |

WT-3 WT-4 WT-5 WT-6 WT-14 WT-15 WT-16 WT-17 WT-18

0,00

Kuvaaja 7. DNA - pitoisuus villityyppi naaras: ruskea (BAT) ja valkoinen (WAT)
rasva.

Syitd, miksi eristys ei onnistunut WAT - naytteista, on monia. Suurimpana syyna
on mitokondrioiden ja DNA:n vahaisyys rasvakudoksessa. Etenkin
mitokondrioita on paljon vahemman valkoisessa rasvassa kuin ruskeassa
rasvassa (8). Lisaksi naytteet painoivat noin 20 mg, joka on suhteellisen pieni

maara verrattuna etenkin uroshiirien rasvan kokonaispainoon.

Eristysta saattoi hairitd naytteiden siséltdmé rasva. Tulevaisuudessa on hyva
miettia, voisiko eristykseen kayttdd jotain muuta menetelmaa tai Kittid.
Esimerkiksi rasvan uuttamista ennen DNA - eristystd voisi miettid. Naytteiden
kokoa voisi myos suurentaa. Valkoisesta rasvasta saatiin hyvid eristystuloksia,

kun naytteen maara kaksinkertaistettiin. Toisaalta tutkimuksen paakohteena oli
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ruskean rasvan mitokondrioiden erot, joten paatutkimusta valkoisen rasvan

DNA:n eristysongelmat eivat haitanneet.

Pitoisuuden lisdksi DNA:n puhtaus oli tarkea asia. Kuvaajissa 8 ja 9 on aza— KO
uroksista saatujen naytteiden Azso/Azso ja Azeo/A230 — Suhdeluvut (sininen viiva)

ja nadiden suhdelukujen raja-arvot (mustat viivat). DNA:n puhtautta kasiteltiin

luvussa 5.1.2.
—e—BAT A280/280 —— BAT A260/230
DNA puhtaus (A260/A280) a,, - KO male (BAT) ——~raja-arvomin DNA puhtaus (A260/A230) ay, - KO male (BAT) em==Rajat A260/2230 min
—Raja-arvo max — R afat A260/A230 max
2,10 240
2,00 o
A /r_\ 00
1,80

Kuvaaja 8. DNA:n puhtaus (A2so/A2s0 ja Azso/Az30) O2a — KO uros, nayte
ruskeasta rasvasta.

Suhdeluvun Ayso/Azgo perusteella DNA olisi puhdasta, mutta suhdeluku Azeo/A230
olivat seka BAT - ettd WAT - naytteissa lilan matalat, muutamaa poikkeusta
lukuun ottamatta. Taman perusteella voidaan olettaa, ettd naytteissa oli

puhtaan DNA:n lisaksi jotain muutakin.

—+—BAT AZ60/280 —+—BATA260/230
DNA puhtaus (A260/A280) a,, - KO male (WAT) ——gajat Azs0iaz80 min DNA puhtaus (A260/A230) a,, - KO male (WAT) ——rajat A250/A230 min

s Rajat A260/A280 max —Rajat A260/A230 max

Kuvaaja 9. DNA:n puhtaus suhdeluku (Azso/A2so ja Azso/A230) 62A — KO uros,
nayte valkoisesta rasvasta.

Puhtaudessa ei ollut juuri eroja BAT - ja WAT - naytteiden valilla. Muistakin
hiirilinjoista eristetyn DNA:n puhtaus oli samanlaista kuin kuvaajissa 8 ja 9.

Suhdeluku Agso/Azgo Oli raja-arvojen sisalla, mutta suhdeluku Ageo/Azzo lilan
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alhainen. NPY hiirien BAT - naytteistd eristetty RNA noudatti myos samaa

kaavaa.

Koska WAT - néaytteiden DNA - pitoisuudet olivat alhaiset, tutkittiin viela
kuvaajien avulla vaikuttiko hiirien painot DNA - eristykseen. Ajatuksena oli, etta
painavimmissa hiirissa olisi enemman rasvaa, joka haittaa DNA - eristysta.
Kuvaajissa on jaettu a, — KO — ja villityyppihiiret painon ja sukupuolen mukaan

seka onko naytteet peraisin BAT - vai WAT - naytteesta.

BAT urokset WAT Urokset
250+
=
5, 2001
£
9 150-
>3
@
S 1004
a
< 501
a
0- ;
N 9 > ™ N v ) >
Painoluokka Painoluokka
Painoluokat
1. 25,00 -29,99 mg
2. 30,00 - 34,99 mg
3. 35,00-39,99 mg
4. 40,00 - 44,99 mg

Kuvaaja 10. DNA — pitoisuudet painoluokittain a,; — KO - uroksissa.

Kuvaajista 10 ja 11 voidaan huomata, etta paino ei juuri vaikuttanut BAT -
naytteissd DNA - eristykseen, mutta WAT - naytteissd DNA:n pitoisuus laski
hiiren painon noustessa. Osittain my0s uroshiirien BAT - naytteissd painon
noustessa DNA pitoisuus laski. Samoin kuvaajista nahddan jo aikaisemmin
todettu asia, BAT - naytteistd DNA:ta eristyi huomattavasti paremmin kuin WAT

- haytteista.
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BAT naaraat WAT Naaraat
2501 1001
2 | 2
> 200+ = 80+
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[a) [a)
0 0
N v ) u N v 2 v
Painoluokka Painoluokka

Painoluokat naaras

20,00 - 24,99 mg
25,00 - 29,99 mg
30,00 - 34,99 mg
35,00 - 39,99 mg

rONPE

Kuvaaja 11. DNA — pitoisuudet painoluokittain a, — KO - naaraat.

Suoraa johtopaatosta painon vaikutuksesta DNA:n eristykseen ei voida
kuitenkaan tehda, koska naytteet, joista DNA eristettiin, eivat olleet
milligrammalleen samat. Liséksi DNA:ta ei eristetty kaikista naytteistd samalla
kertaa, joten eristyskerroissa voi olla pienid eroja, vaikka samaa ohjetta
noudatettiin jokaisella kerralla. Naytteita oli myds lukuméaaraisesti vahan, vain
alle 10 kpl/painoluokka, joten tarkempaa analyysia varten tulisi naytteiden

lukuméaaraa kasvattaa.

8.2 PCR - ajojen kuvat

PCR - ajoissa kiinnitettiin erityinen huomio muutamaan asiaan. Namé& olivat
sulamiskayra, standardisuora ja kuvaaja kohde - DNA:n monistumisesta
(amplification plot). Sulamiskayrastad tarkistettiin, ettd kaikkien naytteiden
sulamiskayrat olivat samanlaiset, standardisuorasta katsottiin R? - arvoa, joka
kertoi tulosten luotettavuudesta seka slope - arvoa, joka kertoi monistuksen
tehokkuudesta. Kohde - DNA monistuskuvaajasta katsottiin, ettd kaikkien
naytteiden monistuskayrat olivat hyvia. Mitdéan tarkkoja rajoja ei tuloksille

asetettu, vaan tulosten hyvaksyminen oli kuoppalevykohtaista, johon vaikutti
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kaikki edella mainitut asiat. Kuvissa 7 ja 8 esimerkkikuvat sulamiskayrasta ja

standardisuorasta.

Dissociation Curve

Dervative

Temperature (C)

Wel 2
Document: 310712 alfa2A ja WT F BAT muokattu.sds (Standard Curve)

Kuva 7. Sulamiskayran samanmuotoisuus, alukkeena CYT B, naytteet a,n — KO

- ja villityyppi naaraat.

Standard Curve
25.035

24500

22500

20500 E

Ct

18.500

m-m

16.500

14,500
B

13.886
-2.000 1750 1.250 -0.750 -0.250 0250 0750 1.004

Log CO

Detector SYBR, Slope. -3556714, Intercept. 17 456789, R2: 0.989708
Document t: 310712 alfa2A ja WT F BAT muokattu. sds (Standard Curve)

Kuva 8. CYT B alukkeen standardisuora, naytteet a,a — KO - ja villityyppi

naaraat.

Niin kuin kuvasta 8 voidaan nahd&, néytteiden arvot olivat aivan suoran
alareunassa. Tama johtui siitd, etta vakevin standardi jouduttiin jattamaan

lopullisista tuloksista pois (100 ng/ul), koska sen Ct - arvot sekoittivat taysin
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muut arvot. limeisesti poisjatetyssa standardinaytteessa oli sen verran paljon
enemman monistettavaa DNA:ta, ettd eksponentiaalinen vaihe alkoi liian

aikaisin verrattuna muihin.

Suurin ongelma PCR - ajoissa oli slope — arvo, joka oli lian alhainen melkein
jokaisessa PCR - ajossa. Ajoihin onkin suurella todennéakoisyydella vaikuttanut
DNA:n epapuhtaus eli kaytannossa aine, joka absorboitui 230 nm:ssa. Taméa
vaikutti todennékoisesti slope — arvoon ja tatd kautta tehokkuuteen. Lisaksi
tehokkuuteen vaikuttivat alukkeet, joista ei tiedeta olivatko ne parhaimmat naille

naytteille.

Tutkimuksen kaikkien PCR — ajojen slope - arvo oli noin — 4, kun hyvaksyttava
alaraja olisi -3,6. Vaikka tehokkuus ei ollut rajojen sisalla, tulokset hyvaksyttiin,
koska kaikissa eri ajojen tuloksissa oli suurin piirtein sama tehokkuus.
Lopullisiin tuloksiin sen ei siis pitaisi vaikuttaa.

8.3 Mitokondriaalisen DNA:n m&aran muutoksen

Tuloksissa verrattin NPY - hiiria villityyppiin (WT) seka a, — KO — hiiria
villityyppeihin (WT). aza — ja azac — KO — hiiria ei verrattu kesken&éan. Tulokset

on jaoteltu sukupuolen, geenien ja rasvakudoksen mukaan.

Mitokondriaalisen DNA:n maaran muutoksiin liittyvat laskut ja kaavat on esitetty
luvussa 7.4. Tutkimuksessa kaytetyt alukkeet ovat taulukossa 4.

8.3.1 Muutokset ruskeassa rasvassa

NPY ja villityypin hiiristd tutkittiin mitokondriaalisen DNA:n geenien lisdksi my6s
UCP-1 geeni, joka liittyy olennaisesti ruskeaan rasvaan, joten sen pitaisi myos
kertoa ruskean rasvan maarasta hiirissa. Kuvaajassa 12 verrattaan NPY ja

villityypin hiirien valisid eroja eri geeneissa.
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Kuvaaja 12. Ruskean rasvan mitokondriaalisen DNA:n erot NPY hiirien ja
villityyppien valilla.

Kuvaajan perusteella voitiin tehdéa se johtopaatos, etta eroja ei juuri ollut NPY ja
villityypin valilla. Tuloksista tehtiin my6s analyysi Mann-Whitney:n t — testi, jonka
tulokset varmistivat, etta eroa NPY ja villityypin valilla ei ollut. Liséksi tuloksista
ajettin D'Agostino & Pearson omnibus normality — testi, jossa tarkasteltiin
tulosten hajontaa ja noudattivatko tulokset normaalijakaumaa. NPY ja
villityyppien naytehajonnat ovat kuvaajassa 13. Normaalijakaumaa ei voitu
tilastollisesti varmistaa, koska naytteiden lukumaaré ei ollut tarpeeksi suuri. t —

testin arvot liitteena 1.

CYT B NPY NADH 2 NPY UPC-1 NPY

1.2 1.3 20
11 12 15

L]

| |

10 11 ° 10 %

e
09 1.0 - . 05 "
08 T 09 T T 0.0 T T

& & & & & &

Kuvaaja 13. Ruskean rasvan mitokondriaalisen DNA:n mé&&aréan hajonnat NPY —
hiirissa ja villityypissa.

Kuvaajan 13 perusteella voitin katsoa, ettd naytteet eivat noudattaneet

normaalijakaumaa. Tama taytyi huomioida valittaessa tilastollista menetelmaa.
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Kuvaajassa 14 esitetaan urospuolisten a, — KO — hiiren ja villityyppien erot BAT
- haytteissa.

BAT male

1.51
E3 CYTB

E3 NADH 2

Kuvaaja 14. Ruskean rasvan mitokondriaalisen DNA:n erot a, -KO -uroshiirien
ja villityyppien valilla.

Kuvaajasta 14 nahdaan, ettd eroja villityyppi (WT)- ja a, — KO — uroshiirien
valilla oli jonkin verran. Tuloksista ajettiin yksisuuntainen ANOVA — testi, joka oli
Dunnett:in multiple comparison — testi. Tilastollisen testin perusteella kuitenkin
ainoastaan axac — KO — ja villityyppien valilla oli tilastollinen merkittavyys
(merkitty 2 tahdelld). Tama eroavuus oli kuitenkin ainoastaan NADH 2 aluketta

kaytettaessa. Testin tulokset liitteessa 1.

Lisaksi tuloksista tehtiin D'Agostino & Pearson omnibus normality — testi ja
hajontakuvaajat (kuvaaja 15). Villityyppi- ja aza — KO — uroshiirista oli tarpeeksi

tuloksia, joiden perusteella tulokset noudattivat normaalijakaumaa.
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Kuvaaja 15. Ruskean rasvan mitokondriaalisen DNA:n mé&aran hajonnat a; -KO
- ja villityypin uroshiirissa.

Tutkimuksessa saatiin ainoat selkeat tulokset a,ac — KO — naarashiirista, kuten
kuvaajasta 16 voidaan nahda. a,ac — KO — hiirien molempien geenit, CYT B ja
NADH 2, erosivat tilastollisesti villityypeista (WT). Tulokset on merkitty kahdella
ja kolmella tahdella. Naissa a,ac — KO — hiirissa olisi siis enemman mtDNA:ta

kuin villityypissa.

aza — KO — hiirillakin oli toisessa geenissa muutoksia verrattuna villityyppiin.
Tulosten mukaan siind olisi vahemman mtDNA:ta kuin villityypissa (merkitty
yhdella tahdelld). Koska eroa ei ollut NADH 2 - geenissa, asiasta ei voitu vetaa

mitdan johtopaatosta.
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Kuvaaja 16. Ruskean rasvan mitokondriaalisen DNA:n erot a, -KO -
naarashiirien ja villityyppien valilla.

Naistakin tuloksista tehtiin yksisuuntainen ANOVA — testi seka D'Agostino &
Pearson omnibus normality — testi. ANOVA — testin tulokset nékyvét kootusti
kuvaajassa 16 tahdilla merkittyna seka liitteessa 1. Normality — testin tulokset
nakyvat kuvaajassa 17.

CYT B female NADH 2 female
1.44 1.5-
R j_&
1.24
[ (
1.0- =
‘ET el | L L
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© & © «
oV o N X

Kuvaaja 17. Ruskean rasvan mitokondriaalisen DNA:n mé&&ran hajonnat a, -KO
- ja villityypin naarashiirissa.
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Hajontakuvaajan ja normality -testin perusteella tulokset noudattivat

normaalihajontaa.

8.3.2 Muutokset valkoisessa rasvassa

Tutkimuksessa haluttin | myos selvittdd valkoisen rasvan mitokondriaalista
DNA:ta, vaikka p&atutkimus tehtiin ruskeasta rasvasta. Valkoisen rasvan
tuloksiin tulee suhtautua kriittisesti, koska DNA - pitoisuudet olivat hyvin
alhaisia ja niita oli naytteissa hyvin eri maaria. Toisaalta asian ei pitaisi vaikuttaa

lopullisiin tuloksiin, koska PCR — ajon tulokset normalisoitiin.

Kuvaajan 18 perusteella geenimuunneltujen hiirien ja villityypin (WT) valilla olisi
eroja, mutta erot eivat kuitenkaan olleet niin suuria, etta ne olisivat tilastollisesti
merkittavia. Ainoastaan WAT - naytteista azac — KO —hiirten NADH 2 geenissa
olisi ero verrattuna villityyppiin. Tilastollisena testind kaytettiin yksisuuntainen
ANOVA - testid, joka oli Dunnett:in multiple comparison — testi. Tarkat tulokset

litteessa 2.

WAT male

5 CYTB
E3 NADH2

Kuvaaja 18. Valkoisen rasvan mitokondriaalisen DNA:n erot a, -KO uroshiirien
ja villityyppien valilla.
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Tuloksista tehtiin myos D'Agostino & Pearson omnibus normality — testi. Testin
hajontakuvaaja kuvaajassa 19.

CYTB male NADH 2 male
1.51 1.5-
Wan ]
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Kuvaaja 19. Valkoisen rasvan mitokondriaalisen DNA:n m&aéaran hajonnat a; -
KO — ja villityypin uroshiirissa.

Ainoastaan kaksi ryhméa CYT B:ssa (vasemmalla puolella) olivat tarpeeksi
ISoja, jotta testi voitiin tehdd. NADH 2:ssa (oikealla puolella) vain yksi ryhma ol
tarpeeksi iso. Naiden perusteella tulokset noudattivat normaalijakaumaa.

Kuvaajassa 20 on tulokset valkoisen rasvan mitokondriaalisen DNA:n eroista
naarailla. Eroa oli jalleen kuvaajan perusteella, mutta tilastollisesti ne eivat
olleet merkittavia. Ainoastaan oa,ac — KO —naaraalla olisi tilastollisesti
merkittavasti vahemman mitokondriaalista DNA:ta NADH 2 - geenilla mitattuna.
Koska eroa ei ollut CYT B — geenilla mitattuna, ei asiasta voitu tehda mitaan
johtopaatdsté. Yksisuuntaisen ANOVA — testin tulokset on liitteessa 2.
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WAT female

1.54
E3 CYTB

E3 NADH 2

Kuvaaja 20. Valkoisen rasvan mitokondriaalisen DNA:n erot a, -KO -
naarashiirien ja villityyppien valilla.

Tutkittaessa noudattivatko tulokset normaalijakaumaa, kaytettiin jalleen
D'Agostino & Pearson omnibus normality — testia, jonka hajontakuvaaja on

kuvaajassa 21.

CYT B female NADH 2 female
1.51 1.5-

0.5 0.54

0.0 T T T 0.0 T T T

Kuvaaja 21. Valkoisen rasvan mitokondriaalisen DNA:n m&aéaran hajonnat a; -
KO — ja villityypin naarashiirissa.
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Naissakin tuloksissa naytteita oli lukumaarallisesti liian vahan, ainoastaan yksi
ryhm& kummassakin geenistd oli tarpeeksi iso. Namé& ryhméat noudattivat

normaalijakaumaa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Miia Holmstrém



54

9 JOHTOPAATOKSET

Tuloksena saatiin, etta ruskeassa rasvassa varmasti ainoastaan yhden
hiirilinjan naaraat erosivat mitokondriaalisen DNA:n maaralta villityypista. Nailla
dzac - KO - naarashiirilla molemmat mitokondriaalisen DNA:n geenit erosivat
villityypistéa tilastollisesti. My6s muita tilastollisia eroavaisuuksia oli
geenimuunneltujen hiirien ja villityyppien valilla, mutta koska tilastollisia
eroavaisuuksia ei saatu kuin toiselle geenille kahdesta, tulokset eivéat olleet

yksiselitteisia.

Valkoisen rasvan mitokondriaalisessa DNA:ssa ei ollut juuri eroja, mutta
tulokset eivat ole talla menetelmélla kovin tarkkoja. Valkoisen rasvan DNA:n
eristyksessa oli niin paljon ongelmia, etta asiaa pitdisi tutkia uudelleen jollain

toisella menetelmalla.

Oulun  yliopistossa  otettin  NPY -  hiirien  ruskeasta rasvasta
fluoresenssimikroskoopilla kuvia. Naiden kuvien perusteella Oulussa laskettiin
mitokondrioiden maaria ruskeassa naytteessa. Maaria verrattaessa villityyppiin
tultiin loppupaatokseen, ettd maarissa ei ollut juuri eroja, mutta ne olivat
erilaisia. Mitokondriot olivat pakkautuneet paljon tiivimmin kuin villityypin
ruskeassa rasvassa. Kuvat tukisivat myos tdman tutkimuksen tuloksia, mutta

asian tutkimista jatketaan.

Kuva 9. Mitokondrioiden eroja ruskeassa rasvassa NPY —hiiren ja villityypin
valilla (Oulun yliopisto).
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Kuvassa 9 vasemmalla puolella on NPY hiiren ruskean rasvan mitokondrioita ja
oikealla puolella villityypin. Mitokondriot nakyvat kuvassa ympyrding, joiden

pinnalla on viivoja.

a, — hiirista tullaan ottamaan samanlaisia kuvia kuin NPY - hiiristd. Joitakin
kuvia on jo otettu, mutta niissd naytteet eivat olleet hyvia. aya — hiiristd on myds
tutkittu UCP-1 geenin toiminta. UCP-1 maarityksissa ei saatu tuloksia a, — KO —
hiirien ja villityyppien valilla. UCP-1 maaritykset kuitenkin kuvastaa geenin
tuottoa, ei naistd tuloksista voida vetda suoria johtopaatoksia taman tyon

tutkimustulosten valille.
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LITE 1

Tilastolliset testit ruskean rasvan tuloksista

Taulukko 1. Mann-Whitney t —testi NPY - ja villityyppi -hiirista (WT).

Geeni CYTB
P value P value [ Significant? P One- or two-tailed P Mann-Whitney
summary < 0.05? value? U
Two-tailed 10,00
NPY vs WT 0,6905 ns No
Geeni NADH 2
P value P value | Significant? P One- or two-tailed P Mann-Whitney
summary < 0.057? value? )
NPY vs WT 0,2222 ns No Two-tailed 6,000
Geeni UCP-1
P value P value | Significant? P One- or two-tailed P Mann-Whitney
summary < 0.057? value? U
NPY vs WT 0,6389 ns No Two-tailed 14,00

Taulukko 2. Ruskean rasvan Dunnett:in multiple comparison —testi a, — KO -ja

villityyppi -hiirista (WT).

Geeni CYTB
; Significant? P g
Mean Diff. o} <0057 Summary 95% CI of diff
WT vs a,s -KO male -0,05247 0,9554 No ns -0.1815 to 0.07657
WT VS aoac -KO male -0,1164 1,969 No ns -0.2552 to 0.02247
Geeni NADH 2
: Significant? P .
Mean Diff. q <0.05? Summary 95% CI of diff
WT vs a,a -KO male 0,03935 0,6766 No ns -0.09771t0 0.1764
WT VS ayac -KO male -0,2019 3,116 Yes *x -0.3545 to -0.04920
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Taulukko 2 (jatkuu)

LITE 1

Geeni

CYTB

Significant? P

Mean Diff. q <0057 Summary 95% ClI of diff
WT vs aa -KO female 0,1062 2,509 Yes * 0.007369 to 0.2050
WT vS auac -KO female -0,1343 3,383 Yes *x -0.2270 to -0.04159

Geeni NADH 2
; Significant? P g

Mean Diff. q <0.05? Summary 95% CI of diff
WT vs aya -KO female 0,1188 2,246 No ns -0.008696 to 0.2464
WT vs apac -KO female -0,2736 5,472 Yes ok -0.3941 to -0.1531

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Miia Holmstrém




Tilastolliset testit valkoisen rasvan tuloksista.

LIITE 2

Taulukko 1. Valkoisen rasvan Dunnett:in multiple comparison —testi a; — KO -ja

villityyppi -hiirista (WT).

Geeni

CYTB

Significant? P

Mean Diff. q <0057 Summary 95% CI of diff
-0,1135 0,8996 No ns -0.4213 t0 0.1943
WT vs a,a -KO male
0,1997 1,552 No ns -0.1141 to 0.5134
WT vs Ozac -KO male
Geeni NADH 2
; Significant? P g
Mean Diff. q <0.05? Summary 95% CI of diff
WT vs aya -KO male -0,06707 0,5090 No ns -0,3885 to 0,2544
WT vs asac -KO male 0,1737 1,293 No ns -0,1539 to 0,5014
Geeni CYTB
. Significant? P .
Mean Diff. o} <0057 Summary 95% ClI of diff
WT vs a,a -KO female 0,1674 1,389 No ns -0.1287 to 0.4635
WT vs apac -KO female 0,2016 1,557 No ns -0.1165 to 0.5197
Geeni NADH 2
: Significant? P .
Mean Diff. q <0.05? Summary 95% CI of diff
WT vs a,a -KO female 0,05703 0,7276 No ns -0,1372 to 0,2512
WT vs apac -KO female 0,2863 3,076 Yes * 0,05570 to 0,5169
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