SUOMEN MAATALOUSTIETEELLISEN SEURAN TIEDOTE NRO 28

Ummessaoloajan  ruokintatason  vaikutus  lypsylehmien  maksan
geenitoimintaan

Kari Elo', Zohaib Gulzar’, Fabian Hoti’, Seija Jaakkola', Siru Salin', Mikko Sillanpa4®, Juhani
Taponen®, Aila Vanhatalo®, Tuomo Kokkonen*

'Maataloustieteiden laitos, PL 27, 00014 Helsingin yliopisto, “Aalto yliopisto, Perustieteiden
korkeakoulu, PL 11000, 00076 Aalto, *Matemaattisten tieteiden laitos ja Biologian laitos, PL 3000,
90014 Oulun yliopisto, “Helsingin yliopisto, Kliinisen tuotantoeldinlaketieteen osasto, 04920
Saarentaus

Ummessaolokaudella kahta kahdeksan ayrshire-lehmén ryhmaa ruokittiin joko rajoitetusti tai
vapaasti. Lehmét saivat pelkéastééan séilorehua 64 viikkoa ennen odotettua poikimista. Téané aikana
rajoitetusti ruokitut lehmét saivat 100 % (ryhmén keskiarvo 95 MJ/d) ja vapaasti ruokitut kdytannossé
150 % (keskiarvo 144 MJ/d) laskennallisesta energiantarpeestaan. Tunnutusruokinnan alkaessa kolme
viikkoa ennen odotettua poikimista, vapaasti ruokitun ryhmén energian saantia alettiin rajoittaa siten,
ettd laskennallinen energian saanti aleni vertailuryhmén tasolle ennustettuun poikimapaivaan
mennessa. Molempien ryhmien ruokintaan sisaltyi kolmen viimeisen tiineysviikon aikana vakirehua
30 % rehuannoksen energiasisalldsta. Tunnutusruokinnan aikana ryhmien energian saannin keskiarvot
olivat 107 MJ/d rajoitetusti ja 135 MJ/d vapaasti ruokitulla ryhmalla. Poikimisen jalkeen molempien
ryhmien ruokinta oli samanlainen. Molemmista ryhmistd jouduttiin poistamaan yksi lehma
ensimmaiselld viikolla poikimisen jalkeen.

Maksanaytteet kerattiin biopsioimalla kahdeksan pdivdd ennen odotettua poikimista ja yksi ja
yhdeksén pdivad poikimisen jalkeen. Maksandytteistd eristettiin kokonais-RNA, jonka laatu
analysoitiin seka elektroforeettisesti ettd spektrofotometrisesti. Geenitoiminnan kvantitointi tehtiin 32
RNA-néytteestd Affymetrix Bovine GeneChip -siruilla. Naytteenottoajankohtien suhteen naytteet
jakautuivat siten, etté rajoitetusti ruokittujen ryhmésté analysoitiin 15 naytetta (5 + 6 + 4) ja vapaasti
ruokitusta ryhméstéa 17 naytetta (5 + 6 + 6).

Geenitoiminnan voimakkuutta kuvaavien lukujen keskiarvojen kaksinkertaisen keskihajonnan
avulla pareittaisista aineistoista valikoitiin 5 % eniten eri tavalla toimivista geeneistd. Empiirista
Bayes-menetelmaa kayttavalla t-testilla tehtiin pareittaisia vertailuja, ja tilastollisen merkitsevyyden
rajana pidettiin P<0,05. Verrattaessa 8 pdivaa ennen ja 9 péivaa jalkeen poikimisen otettuja naytteita
kontrolliryhméssa havaittiin geenitoiminnan eroja 96 geenissd ja koeryhmassa 39 geenissa.
Kummassakin em. ryhméssd yhteisia geenejd oli 11. N&iden geenien toiminnan muutokset ovat
todennakoisesti  koekasittelysta riippumattomia ja liittyvat poikimisen yhteydessa tapahtuviin
fysiologisiin muutoksiin. Verrattaessa koe- ja kontrollikasittelyn valisida eroja empiiristd Bayes-
menetelm&a kayttavalla t-testilld havaittiin 54, 44 ja 33 geenin toimivan eri tavalla 8 péivaa ennen
sekd 1 ja 9 pdivaa jalkeen poikimisen. Hierarkkinen ryhmittely kayttden Pearson-korrelaatiota jakaa
geenit neljaéan ryhmaén seka 8 pdivaa ennen ettd 1 ja 9 paivaa jalkeen poikimisen.

Asiasanat: metabolinen stressi, insuliiniresistenssi, energiatasapaino, poikiminen, geenitoiminta,
lahetti-RNA, biomarkkerit
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Johdanto

Lypsylehmilla metabolinen stressi on suurimmillaan poikimisen jalkeen maidontuotannon alkaessa.
Metabolinen stressi ilmenee negatiivisen energiatasapainon aikana insuliinin toiminnan ja rasva-
aineenvaihdunnan héiri6ind. Maidontuotannon kaynnistymisen aiheuttama energiantarpeen lisdys
ylittdd lehmén syontikyvyn, jolloin syntyy energiavaje eli energiatasapaino muuttuu negatiiviseksi.
Normaalisti energiavaje jatkuu useita viikkoja poikimisen jalkeen (Beam ja Butler 1997, Méantysaari
ja Méntysaari 2010). Tand aikana lehma mobilisoi rasvaa ja valkuaisaineita kudoksistaan.

Rasvan mobilisoinnin seurauksena vapaiden rasvahappojen pitoisuus plasmassa kasvaa. Vapaat
rasvahapot hapettuvat joko tdydellisesti tai epatdydellisesti ketoaineiksi tai ne varastoidaan
triglyserideind maksaan tai ne kédytetddn maitorasvan synteesissd. Energiavajeen syvetessd
ketoaineiden pitoisuus veressa kasvaa ja samalla hypoglykemia ja insuliinin vajaus syvenevét. Veren
insuliinipitoisuuden pieneneminen véhentda ennen kaikkea lihasten ja perifeeristen rasvakudosten
glukoosinkayttoa ja lisdd siten glukoosin saatavuutta utareessa ja maidontuotannossa. Veren
rasvahappopitoisuuden nousu voimistaa edelleen perifeeristen kudosten insuliiniresistenssia (Pires
ym. 2007) ja todennékdisesti vahentaa haiman kykya erittda insuliinia (Bossaert ym. 2008).

Metabolisella stressill& on osoitettu olevan vaikutusta lehmien sairastumisalttiuteen. Suurin osa
lypsylehmén terveysongelmista esiintyy ajanjaksolla kolme viikkoa ennen ja kolme viikkoa jalkeen
poikimisen (Drackley 1999). Naistd kuudesta viikosta sairauksien esiintyvyys on suurinta poikimista
seuraavan viikon aikana (Ingvartsen ym. 2003).

Voimakas energiavaje ja plasman alhainen insuliinipitoisuus poikimisen jalkeen liittyvét
hedelmallisyyden hairidihin (Beam ja Butler 1997, Bossaert ym. 2008). Ensimmaéinen poikimisen
jalkeinen ovulaatio tapahtuu sen jélkeen kun energiavajeen aallonpohja on saavutettu (Zurek ym.
1995, Beam ja Butler 1997). Energiavajeen aallonpohja ajoittuu 6-13 paivaa poikimisen jalkeen
(Beam ja Butler 1997, Méntysaari ja Mantysaari 2010). Energiavajeen pitkittyminen ja sen
aallonpohjan my®6hentyminen siirtdvat ensimmaisen poikimisen jélkeisen ovulaation ajankohtaa
myohaisemmaksi viivastyttaen tiinehtymisté ja pidentéen poikimavalia.

Metabolisella stressilla on ilmeistd yhteyttd my0s kuolemantapausten esiintyvyyteen.
Epidemiologisissa tutkimuksissa on havaittu, ettd runsastuottoisimmilla lehmilld on suurin
todennakoisyys kuolla alkulaktaation aikana (Miller ym. 2008). McConnel ym. (2010) tekivat
kuolemansyytutkimuksen 174 lehmélle, ja he havaitsivat, ettd lukumé&aréisesti eniten
kuolemantapauksia sattui poikimisen jélkeen energiavajeeseen liittyvistd syistd. Seka tuotostason
yhteys kuolemantapausten esiintyvyyteen ettd tapausten ajoittuminen viittaavat metabolisen stressin
merkitykseen yhtend kuolemansyyna.

Genomin geenitoiminnan tutkimuksen odotetaan tuovan merkittdvaa uutta tietoa fysiologisten
sdatelymekanismien toiminnasta (Smith ym. 2005, Loor ym. 2006, Wathers ym. 2009). Aikaisempi
tutkimus on pyrkinyt esimerkiksi analysoimaan kloonauksen vaikutusta alkion varhaisvaiheen
geenitoimintaan (Smith ym. 2005), poikimisen ja ruokinnan energiatasojen vaikutusta maksan
toimintaan (Loor ym. 2005, Loor ym. 2006), poikimisen vaikutusta utareen geenitoimintaan
(Finucane ym. (2008) ja energiavajeen vaikutusta poikimisen jalkeiseen kohdun palautumiseen
(Wathers ym. 2009).

Metabolisen stressin aikaansaama sairastumisalttiuden lisd&ntyminen, hedelmallisyyden
heikkeneminen ja kuolemantapausten lisddntyminen aiheuttavat taloudellisia menetyksid ja
heikentdvat lehmien hyvinvointia. Metabolisen stressin voimakkuuteen voidaan vaikuttaa ruokinnalla
ja hoitokaytannoillad. Aiemmissa tutkimuksissa erityisesti poikimista edeltdva suuri energian saanti on
yhdistetty lisd&ntyneeseen metaboliseen stressiin poikimisen jalkeen (Kokkonen ym. 2005, Nielsen
ym. 2010).

Tama tutkimus on osa laajempaa tutkimushanketta, jossa keskitytddn poikimista edeltdvén
ruokinnan vaikutukseen metaboliseen stressiin ja tdiméan taustalla oleviin fysiologisiin mekanismeihin.
Tutkimuksella pyrimme 16ytdmaan fysiologisia mekanismeja ja molekyylitasolla mitattavia ns.
biomarkkereita, joilla voi olla yleisempdd merkitystd paitsi kotieldinten terveyden ja ruokinnan
kehittdmisessa my0ds ihmisen terveyden ja ravitsemuksen ndkokulmasta. Tassa artikkelissa esitettdva
tutkimus on aineiston ensimmaisesta analysointivaiheesta. Ensimmaéisessd vaiheessa tutkimuksen
tavoitteena oli 10ytdd ruokinnan energiatasojen ja poikimisen aikaansaamia muutoksia maksan
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geenitoiminnassa. Tama tutkimus rajoittuu vertailemaan eri tavoin saadeltyjen geenien lukuméaéria 8
paivad ennen ja 9 péivaa jalkeen poikimisen koe- ja kontrolliryhmien sisalld sek& koe- ja
kontrolliryhmien vélilla 8 paivaa ennen seké 1 ja 9 paivaa jalkeen poikimisen.

Aineisto ja menetelmat

Lehmédkoe on toteutettu vuosina 2009-2010 Helsingin vyliopiston tutkimus- ja opetustilan
koenavetassa Viikissa. Kokeessa oli 16 vahintaan toisen kertaa poikivaa ayrshire-lehméa. Koe alkoi
kuusi viikkoa ennen oletettua poikimispaivaa ja paattyi kahdeksan viikkoa poikimisen jélkeen.
Ummessaolokauden ajan ja kahden viikon ajan poikimisen jélkeen lehmat pidettiin parsissa, mink&
jalkeen ne siirrettiin pihattoon. Ummessaolokauden ajan kahta kahdeksan lehmén ryhmaé ruokittiin
sédilérehulla joko rajoitetusti energian tarpeen mukaisesti (vertailuryhma) tai vapaasti (koeryhma).
Vapaasti ruokittujen ryhmien péivittainen sailorehuannos oli noin 150 % laskennallisesta energian
tarpeesta poikimista edeltavilla viikoilla 6, 5, ja 4. Koeryhmén séilérehuannosta ryhdyttiin
rajoittamaan enenevassd maarin kolme viikkoa ennen odotettua poikimista siten, ettd laskennallinen
energian saanti aleni vertailuryhman tasolle ennustettuun poikimapdivddn mennessa.
Tunnutusruokintana lehmét saivat vakirehua 30 % rehuannoksen energiasiséllostd kolmen viikon ajan
ennen poikimista.

Poikimisen jalkeen lehmat olivat kokeessa kahden kuukauden ajan, jolloin molempien ryhmien
ruokinta oli samanlainen. Koemuoto oli tdydellisesti satunnaistettu lohkokoe, jossa lehmat jaettiin
pareihin odotetun poikimapaivin ja poikimakerran perusteella ja kunkin parin lehmat arvottiin
koeruokinnoille. Geenitoiminnan tutkimista varten lehmiltd kerattiin maksasta biopsioiden néaytepalat
8 pdivaa ennen odotettua poikimista sekd 1 ja 9 pdivad poikimisen jalkeen. Naytepalat sail6ttiin
suojaliuokseen (Allprotect Tissue Reagent, Qiagen GmbH, Hilden, Saksa), ja niitd sdilytettiin ensin
vuorokausi +4°C:ssa ja sen jalkeen pakastimessa -20°C:ssa.

Kudosndytepalat homogenisoitiin  TissueRuptor-homogenisaattorin  (Qiagen GmbH, Hilden,
Saksa) avulla ja kokonais-RNA eristettiin RNeasy Plus Mini Kit:n (Qiagen GmbH, Hilden Saksa)
menetelmdn mukaisesti. Saadun kokonais-RNA:n madra kvantitoitiin  NanoDrop 1000 -
spektrofotometrilla (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) ja RNA:n laatu arvioitiin
elektroforeesilla kayttden Agilent 2100 -laitetta ja Agilent RNA 6000 -nanosiruja ja -reagensseja
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

Yhteensé 32 yksilon naytteet analysoitiin geenitoimintasiruilla. Rajoitetusti ruokitusta ryhmasta
oli 17 naytettd ja vapaasti ruokitusta ryhméstd 15 ndytettd. Naytteiden lukumaard jakaantui
ajankohtiin 8 pdivaa ennen poikimista sekd 1 ja 9 paivaa poikimisen jalkeen seuraavasti: rajoitetusti
ruokitut 5, 4 ja 6 ja vapaasti ruokitut 5, 6 ja 6. Geenitoimintasiruina kaytettiin Affymetrixin
GeneChip® Bovine Genome Array -siruja (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA). Siruilla tehtyihin
analyyseihin kaytettiin 100 ng kokonais-RNA:ta. Kaikkien RNA-naytteiden RIN-arvo oli suurempi
kuin 8,9. RNA-naytteiden esikésittelyt, hybridisointi siruille, sirujen skannaus ja kuvatiedostojen
luenta tehtiin Helsingin yliopiston Biomedicum Genomicsin laboratoriossa.

Aineistojen tilastollinen analysointi tehtiin k&yttden R-tilastopaketin ohjelmia (http://www.r-
project.org/) sekd Chipster-ohjelmistoa (Kallio ym. 2011). Aineiston laadunarvioinnin jalkeen
normalisointi tehtiin RMA-menetelmalla (lrizarry ym. 2003). Geenitoiminnan voimakkuutta
kuvaavien lukujen keskiarvojen kaksinkertaisen keskihajonnan avulla pareittaisista
aineistoista valikoitiin 5 % eniten eri tavalla toimivista geeneistd. Kahden ryhmén valisten
geenitoiminnan erojen tilastollista merkitsevyyttd testattiin empiirista Bayes-menetelmaa
hyodyntavalla t-testilla (Smyth 2004) kayttden raja-arvoina 0,01 ja 0,05. Kaksinkertaisen
keskihajonnan avulla valikoitujen geenien aineistoista tehtiin hierarkkinen ryhmittely
kayttden Pearson-korrelaatiota. Ryhmittelyssa kaytettiin joko néytteenottoajan perusteella
muodostettuja pareja (koendytteet 8 pdivédd ennen ja 9 pdivaa jalkeen poikimisen seka
kontrollindytteet 8 paivdd ennen ja 9 paivaa jalkeen poikimisen) tai koe—kontrolli-pareja
samalla ndytteenottohetkelld (koe—kontrolli-ndytteet 8 pdivdd ennen poikimista ja koe-
kontrollindytteet 9 pdivaa poikimisen jalkeen). Ryhmittelyt visualisoitiin UPGMA-
menetelmalla piirretyilla dendrogrammeilla sekd geenitoiminnan voimakkuutta kuvaavalla
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graafisella kuvaajalla. Kuvaajassa vdrit ja niiden intensiteetti kuvaavat geenitoiminnan
voimakkuutta, punainen kuvaa voimakasta ja sininen vahéista geenitoimintaa.

Tulokset ja niiden tarkastelu

Ensimmaisilla vertailuilla eri tavoin toimivat geenit ryhmiteltiin kahteen ryhméén: geeneihin,
joiden toiminta muuttuu poikimisen yhteydessa (1) koekasittelyn vaikutuksesta ja (2)
koekasittelystd riippumatta. Vertailtaviksi aikapisteiksi valittiin 8 paivaa ennen ja 9 paivaa
jalkeen poikimisen. Koe- ja kontrolliryhmien kaksinkertaisen keskihajonnan avulla
valikoitujen geenien aineistoja vertailtiin erikseen. Empiiristd Bayes-menetelmaa kayttavalla t-
testilla tehtiin pareittaisia vertailuja, ja tilastollisen merkitsevyyden rajana pidettiin P<0,05.
Verrattaessa 8 pdivad ennen ja 9 paivaa jalkeen poikimisen otettuja naytteitd kontrolliryhméassé
havaittiin geenitoiminnan eroja 96 geenissa ja koeryhmassa 39 geenissa. Pareittaisessa vertailussa
yhteensd 11 geenin toiminnassa oli eroja seka koe- ettd kontrolliryhmassa (Taulukko 1). Né&iden
geenien toiminnan muutoksia voidaan pitéé koekasittelysta riippumattomina.

Taulukko 1. Pareittaisessa vertailussa sekd koe- ettd kontrolliryhmasta 10ytyi 11 saman geenin
sdatelyssa eroja vertailtaessa 8 paivaa ennen ja 9 pdivaa jalkeen poikimisen keréttyja néytteita.

Geeni Geenin lyhenne  Riskitaso Riskitaso
(koe (kontrolli
-8 vs. 9 pv) -8 vs. 9pv)
apolipoproteiini A-1 APOALl 0,0050 0,0301
solutukirankaan liittyvé proteiini 4 CKAP4 0,0044 0,0422
3-hydroksyyli-3-metyyliglutaryyli-CoA reduktaasi HMGCR 0,0002 0,0151
3-hydroksyyli-3-metyyliglutaryyli-CoA syntaasil ~ HMGCS1 0,0005 0,0485
insuliinin kaltaisen kasvutekijan sitojaproteiini 2 IGFBP2 0,0005 0,0088
hypoteettinen proteiini LOC100270756 LOC100270756 0,0011 0,0103
kationinen trypsiini LOC780933 0,0092 0,0178
metioniini adenosyylitransferaasi 11, alfa MAT2A 0,0061 0,0048
pyruvaattikarboksilaasi PC 0,0011 0,0142
proteiinityrosiinifosfataasireseptori, tyyppi D PTPRD 0,0094 0,0106
sulfiredoksiini 1 SRXN1 0,0092 0,0444

Verrattaessa koe- ja kontrollikasittelyn valisia eroja empiiristd Bayes-menetelmaa kayttavalla t-
testilla havaittiin 54, 44 ja 33 geenin toimivan eri tavalla 8 pdivad ennen sekd 1 ja 9 pdivaé jalkeen
poikimisen. Hierarkkinen ryhmittely kayttden Pearson-korrelaatiota jakaa geenit neljadn ryhmaan
sekd 8 paivaa ennen ettd 1 ja 9 paivaa jalkeen poikimisen. Hierarkkisen ryhmittelyn tulos 8 paivaa
ennen poikimista otettujen koe- ja kontrolliryhmén naytteiden valill4 nakyy kuvassa 1.
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Kuva 1. Hierarkkisen ryhmittelyn tulos 8 paivad ennen poikimista otettujen koe- ja kontrolliryhmén
néytteiden valilla. Kuvan x-akselilla ovat RNA-naytteet, viisi koe- ja viisi kontrolliryhmén naytetta.
Kuvassa nékyvistd geeneisté tilastollisesti merkitsevin ero koe- ja kontrolliryhman valill4 oli alfa-
synukleiinilla (SNCA) 0,00162.

Huomattavan samanlaisella koejérjestelyllda maksan geenitoimintaa on aiemmin analysoitu
kahdessa tutkimuksessa (Loor ym. 2005, 2006; McCarthy ym. 2010). Loor ym. (2005) ja Loor ym.
(2006) tutkivat poikimista edeltdvdn ruokinnan energiatason vaikutusta holstein-rotuisilla
lypsylehmilld. Kokeessa oli kaksi neljan lehman ryhma@d, toista ruokittiin ad libitum ja toisen ryhman
energiansaanti oli noin 80 % laskennallisesta energiantarpeesta. Loor ym. (2005) ja Loor ym. (2006)
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kerdsivat maksasta kudosnédytepaloja -65, -30, -14, +1, +14, +28 ja +48 pdivaa ennen ja jalkeen
poikimisen ja analysoivat maksassa toimivien yli 6300 geenin toimintaa cDNA geenitoimintasiruilla.
He I0ysivét 62 geenid, joiden toiminnassa oli ajallista eroa poikimisen laheisyydessa (Loor ym. 2005).
Yhteenséd 85 geenin toiminta muuttui ajan suhteen eri tavalla eri energiatasoilla ja 122 geenin
toimintaan vaikutti pelkéstddn poikimista edeltdvdn ruokinnan energiataso (Loor ym. 2006).
Merkittdvin ero tdman ja Loorin ym. (2005, 2006) ryhman tutkimusten valilla on
geenitoimintasirussa, minka takia tuloksia ei voi suoraan verrata. McCarthy ym. (2010) tutkivat kahta
12 lypsylehmén ryhméa, joista toisen ryhmén lehmilla oli lieva ja toisen ryhman lehmilld vakava
energiavaje. Lehmat teurastettiin kaksi viikkoa poikimisen jalkeen, ja samassa yhteydessé otettiin
maksanayte geenitoiminnan tutkimusta varten. McCarthyn ym. (2010) tutkimuksessa kdytettiin samaa
Affymetrixin sirua kuin téssd tutkimuksessa. McCarthy ym. (2010) havaitsivat 416 geenin
toiminnassa eroja kahden ryhman vélill&.

Tassa tutkimuksessa havaittiin vahemman eroja maksan geenitoiminnassa koe- ja vertailuryhmén
valilla kuin aiemmissa tutkimuksissa (Loor ym. 2005, 2006, McCarthy ym. 2010). Erot saattavat
selittya silla, ettd meidan tutkimuksessamme ryhmien vélinen energiatase-ero oli pienempi kuin
aiemmissa tutkimuksissa. Lisédksi me k&ytimme erilaista geenitoimintasirua kuin Loorin ym. (2005,
2006) tutkimuksissa ja ndytteenoton ajankohta on erilainen kuin McCarthy ym. (2010) tutkimuksessa.

Taman tutkimuksen seuraavassa vaiheessa selvitetddn eri tavoin toimivien geenien mahdollista
roolia metabolisen stressin synnyssd sek& varmistetaan tdrkeimmat geenitoimintasiruilla saadut
tulokset kvantitatiivisen PCR:n avulla. Viimeisessd vaiheessa yhdistetddn geenitoiminnan ja
fysiologian osa-alueilla tehtyjen mittausten aineistot.

Johtopaatokset

Verrattaessa 8 paivaa ennen ja 9 paivaa jalkeen poikimisen otettuja koe- ja kontrollindytteita havaittiin
maksan geenitoiminnan eroja 39 ja 96 geenissa. Poikimista edeltdvén ruokinnan rajoittamisella oli
vaikutusta geenitoimintaan: verrattaessa koe- ja kontrollik&sittelyn vélisié eroja havaittiin 54, 44 ja 33
geenin toimivan eri tavalla 8 pdivaa ennen seka 1 ja 9 paivaa jalkeen poikimisen.
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