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Aiemmissa tutkimuksissa poikimista edeltdvan ruokinnan korkea energian saanti on yhdistetty lisaan-
tyneeseen metaboliseen stressiin poikimisen jalkeen. Lehmilld stressid ilmentévié tekijoita ovat esi-
merkiksi lisadntynyt kudosten insuliiniresistenssi, lisddntynyt rasvan kertyminen ja mobilisaatio. Tut-
kimuksen hypoteesina on ettd ummessaoloajan energian saanti vaikuttaa insuliiniresistenssiin, lipo-
geneesiin ja lipolyysiin liittyvien geenien toimintaan. Tutkimukseen valittiin 9 geenid, jotka liittyvat
em. ilmidihin ja joiden toimintaa tutkittiin ihonalaisesta rasvakudoksesta otetuilla naytteilla. Geeni-
toiminnan eroja arvioitiin kahden energian saanniltaan eri tavoin ruokitun lehmaryhman vélilla seka
eri ndytteenottoaikojen valilla.

Ummessaolokaudella kahta kahdeksan ayrshire-lehméan ryhmaa ruokittiin joko rajoitetusti tai
vapaasti. Lehmét saivat pelkéastédén séilorehua 64 viikkoa ennen odotettua poikimista. Téné aikana
rajoitetusti ruokitut lehmét saivat 100 % (ryhmén keskiarvo 95 MJ/d) ja vapaasti ruokitut kdytannossa
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 vertailuryhman tasolle ennustettuun poikimapaivaan mennes-
sd. Molempien ryhmien ruokintaan siséltyi kolmen viimeisen tiineysviikon aikana vakirehua 30 %
rehuannoksen energiasisallostd. Tunnutusruokinnan aikana ryhmien energian saannin keskiarvot oli-
vat 107 MJ/d rajoitetusti ja 135 MJ/d vapaasti ruokitulla ryhmalla. Poikimisen jalkeen molempien
ryhmien ruokinta oli samanlainen. Molemmista ryhmista jouduttiin poistamaan yksi lehma ensimmai-
selld viikolla poikimisen jalkeen.

Ihonalaisesta rasvakudoksesta kerdttiin biopsioimalla nédytteet kahdeksan péivaa ennen seka yksi
ja yhdeksén pdivaa jalkeen poikimisen. Kudosnaytteista eristettiin kokonais-RNA, jonka laatu analy-
soitiin seka elektroforeettisesti ettd spektrofotometrisesti. Geenitoiminnan tutkimus tehtiin kvantitatii-
viselld PCR:II&. Tutkitut geenit olivat: adiponektiini (ADIPOQ), interleukiini-6 (IL-6), insuliiniresep-
torisubstraatti (IRS), leptiini (LEP), fosfoenolipyruvaattikarboksikinaasi 1 (PCK1), peroksisomiproli-
feraattoreilla aktivoituva reseptori gamma (PPARy), retinolia sitova proteiini 4 (RBP4), resistiini
(RES) ja tuumorinekroositekija-alfa (7NFa).

Koko aineistossa lehmien rasvakudoksen geenitoiminnasta I0ytyi eroja kolmen néytteenottoajan-
kohdan vélill& seuraavilla geeneilld: ADIPOQ, LEP, RES, PPARy, RBP4 ja PCK1 (P<0,05). Selkein
ajallinen geenitoiminnan ero havaittiin leptiinigeenissa (P=0,001), jonka toiminta oli poikimisen jal-
keen 46 % siitd mitd se oli 8 paivad ennen poikimista. Rajoitetusti ja vapaasti ruokittujen ryhmien
vililla oli geenitoiminnassa eroja ennen poikimista. Tilastollisesti merkitsevin ero oli insuliiniresepto-
risubstraattigeenin toiminnassa (P=0,021). Liséksi suuntaa antavasti (P<0,10) eroja oli adiponektiini-
ja resistiinigeenien toiminnassa.

Poikimisen jalkeen (1 ja 9 paivéad) kandidaattigeenien toiminnassa tapahtuneita muutoksia analy-
soitiin yksil@ittdin insuliiniresistenssin ndkokulmasta. T&lloin geenitoiminnan perusteella kolmella
vapaasti ruokitulla lehmalld on suuntaa antavasti (P<0,10) ja yhdell& rajoitetusti ruokitulla lehmalla on
tilastollisesti merkitsevasti (P<0,05) insuliiniresistenssin piirteita.

Asiasanat: energiavaje, metabolinen stressi, ihonalainen rasvakudos, lipolyysi, lipogeneesi, geenitoi-
minta, lahetti-RNA
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Johdanto

Aiemmissa tutkimuksissa erityisesti poikimista edeltdvan ruokinnan korkea energian saanti on yhdis-
tetty lisdantyneeseen metaboliseen stressiin poikimisen jalkeen (Kokkonen ym. 2005, Nielsen ym.
2010). Tama tutkimus on osa laajempaa tutkimushanketta, joka tutkii poikimista edeltavan ruokinnan
vaikutusta metaboliseen stressiin ja sen taustalla oleviin fysiologisiin mekanismeihin. Geenitoiminnan
tutkimus on osa metabolisen stressin fysiologisten mekanismien tutkimusta. Tutkimushankkeessa
analysoidaan geenitoiminnan muutoksia maksassa ja ihonalaisessa rasvakudoksessa, jotka ovat meta-
bolisen stressin kannalta tarkeitd kudoksia.

Lypsylenman rasvakudoksille sopeutuminen maidontuotannon kdynnistymiseen tarkoittaa rasvo-
jen varastoinnin (lipogeneesin) véhenemistd ja jo varastoitujen rasvojen mobilisointia (lipolyysia).
Rasvan mobilisoinnin seurauksena vapaiden rasvahappojen pitoisuus plasmassa lisaantyy. Vapaat
rasvahapot hapettuvat joko taydellisesti tai epatdydellisesti ketoaineiksi tai ne varastoidaan triglyseri-
deind maksaan tai ne kdytetddn maitorasvan synteesissa. Veren vapaiden rasvahappojen pitoisuuden
kohoaminen ja rasvan kertyminen kudoksiin inhiboivat insuliinin stimuloimaa glukoosin kéyttéa so-
luissa ja voimistavat edelleen perifeeristen kudosten insuliiniresistenssia (Pires ym. 2007, Bossaert
ym. 2008, Salin ym. 2010). Liséksi kroonisena vaikutuksena korkea veren vapaiden rasvahappojen
pitoisuus voi heikentdd myos glukoosin stimuloimaa insuliinin eritysta haimasta (Bossaert ym. 2008).

Rasvakudoksessa tapahtuvista geenitoiminnan muutoksista lopputiineyden ja alkulaktaation aika-
na on tehty useita tutkimuksia (Sumner & McNamara 2007, Lemor ym. 2009, Sadri ym. 2010, 2011,
Sumner-Thomson ym. 2011). Geenitoiminnan muutokset tunnetaan varsin hyvin vaikka useimmat
tutkimuksista keskittyvat muutamien valikoitujen geenien tutkimiseen. Yksittdisten geenien tutkimuk-
sesta poikkeuksena Sumner-Thomson ym. (2011) ovat analysoineet lypsylehmien rasvakudoksen
geenitoimintaa genomitasolla. He tutkivat 11 holstein-rotuisella eldéimell& geenien toimintaa 30 paivaa
ennen ja 14 paivaa jalkeen poikimisen. Mainitulla ajanjaksolla 433 geenin toiminta lisddntyi vahintaén
kaksinkertaiseksi ja 30 geenin toiminta vaheni vahintdén 75 % (Sumner-Thomson ym. 2011). Esimer-
kiksi rasvahappojen kuljetukseen liittyvien geenien (FABP4 ja FABPS) ja lipolyysia kontrolloivien
geenien (ADRB2 ja LIPE) toiminta voimistui ja lipogeneesiin vaikuttavien entsyymigeenien (SREBP,
TSHSP, LPL ja ACACA) toiminta vaheni (Sumner-Thomson ym. 2011).

Rasvakudos tunnetaan paitsi energiavarastona, my6s endokriinisend elimend, jolla on im-
muunivasteeseen ja aineenvaihdunnan saatelyyn liittyvia tehtdvia (Lemor ym. 2009, Mukesh ym.
2010, Sadri ym. 2010). Merkittava osa rasvakudoksen molekyylitason toiminnan ymmarryksesta pe-
rustuu ihmiselld ja laboratorioeldimilla tehtyihin tutkimuksiin. Tassa tutkimuksessa tutkittaviksi gee-
neiksi on valikoitu adiposytokiinien geenejé seka insuliinin signalointiin ja lipogeneesiin vaikuttavia
geeneja. Kaikkien geenien tiedetddn vaikuttavan joko suoraan tai vélillisesti insuliiniresistenssiin joko
lypsykarjalla tai laboratorioelaimilla tehtyjen tutkimusten perusteella.

Adiposytokiinit, ADIPOQ, IL-6, LEP, RBP4, RES ja TNFu, erittyvat rasvakudoksesta ja ne séate-
levat aineenvaihduntaa auto- para- tai endokriinisesti (Pittas ym. 2004, Yang ym. 2005). Osa adiposy-
tokiineista saatelee insuliiniresistenssia ja glukoosin kuljetusta (Pittas ym. 2004, Lemor ym. 2009,
Sadri ym. 2010, Yang ym. 2005). Insuliinireseptorisubstraatti (IRS) on yksi keskeisisté insuliinin sig-
nalointiin vaikuttavista geeneistd (Sadri ym. 2010). Fosfoenolipyruvaattikarboksikinaasi 1 (PCK1)
osallistuu lipogeneesiin ja silla on vaikutusta triglyseridien kuljetukseen maksan ja rasvakudoksen
valilla (Millward ym. 2010). Peroksisomiproliferaattoreilla aktivoituva reseptori gamma (PPARy) on
transkriptiotekijé, joka saatelee useita insuliiniresistenssiin vaikuttavia geeneja (Millward ym. 2010).

Tassa tutkimuksessa edelld mainittujen geenien toimintaa analysoimalla arvioidaan ummessaolo-
ajan energian saannin vaikutusta metaboliseen stressiin. Liséksi tutkitaan poikimisen yhteydessa ta-
pahtuvia muutoksia geenien toiminnassa.

Aineisto ja menetelmat

Ruokintakokeen eldimet ja koejarjestely on kuvattu Elon ym. (2012) tutkimuksessa. Geenitoiminnan

tutkimista varten lehmiltd kerdttiin biopsioimalla néytteet ihonalaisesta rasvasta 8 péivéa ennen poi-

kimista, yksi pdiva poikimisen jélkeen ja 9 paivad poikimisen jalkeen. Rasvandyte ja4dytettiin nayt-

teenottohetkell& valittomasti nestetypen avulla ja sdilytettiin sen jalkeen -80 °C:ssa pakastimessa.
Kudosnaytteistd eristettiin kokonais-RNA 18 ihonalaisesta rasvakudosnéytepalasta RNeasy Lipid

Tissue Mini kit:n (Qiagen GmbH, Hilden Saksa) menetelman mukaisesti. Leikatut ndytepalat homo-
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genisoitiin, kokonais-RNA:n maaré kvantitoitiin ja kokonais-RNA:n laatu arvioitiin Elon ym. (2012)
tutkimuksessa esitetyilld tavoilla. Lahetti-RNA:sta syntetisoitiin cDNA:ta Rochen Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit:n avulla (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Saksa). cDNA:n synteesi
tehtiin kahdeksan 200 pl:n putken stripeillda. RNA-alukeseos valmistettiin kokonais-RNA:sta, oli-
go(dT)- ja heksameeri-alukkeista. Kvantitatiivinen PCR pipetoitiin 384 -levylle Eppendorfin epMoti-
on 5075 —pipetointirobotilla (Eppendorf AG, Hampuri, Saksa). PCR:n reaktiotilavuus oli 10 pl ja
kaytetty alukekonsentraatio oli 2,5 uM. Kvantitatiiviset PCR:t tehtiin Rochen Light Cycler 480 -
laitteella Helsingin yliopiston DNA-sekvensoinnin ja genomiikan laboratoriossa.

Alukeparit suunniteltiin Primer3 -ohjelman (Rozen & Skaletsky 2000) avulla seuraaville geeneil-
le: adiponektiini (ADIPOQ), eukaryoottien translaation aloitustekija 3, alayksikkd K (EIF3K),
interleukiini-6 (IL-6), insuliinireseptorisubstraatti (IRS), leptiini (LEP), fosfoenolipyruvaattikarboksi-
kinaasi 1 (PCK1), peroksisomiproliferaattoreilla aktivoituva reseptori gamma (PPARy), retinolia sito-
va proteiini 4 (RBP4), resistiini (RES), tuumorinekroositekiji-alfa (7NF«). Naista sisdisend kontrolli-
na kaytettiin EIF3K-geenié.

Kvantitatiivisesta PCR:stad saatu aineisto analysoitiin kdyttden 2-AACT menetelmaéd (Livak ja
Schmittgen 2001). Geenitoiminnan analysoinnissa k&ytettiin ei-parametrisia testej&, silla aineisto ei
kaikkien geenien osalta ollut normaalijakautunut. Kruskal-Wallisin testill& analysointiin ryhmien véli-
sid eroja. Geenitoiminnan muutokset analysoitiin kdyttden R —tilastopaketin ohjelmia (http://www.r-
project.org/). Lisdksi poikimisen jalkeen (1 ja 9 péivad) kandidaattigeenien toiminnassa tapahtuneita
muutoksia analysoitiin merkkitestilla insuliiniresistenssin nakokulmasta. T&té& varten kirjallisuudesta
kerdttiin tietoja tutkittujen geenien toiminnan muutoksista ja néisté tiedoista muodostettiin hypoteesit
kullekin geenille sen toiminnan muutoksen suunnasta. Merkkitestilla analysoitiin, monellako elaimel-
14 geenitoiminta oli muuttunut hypoteesin mukaiseen suuntaan.

Tulokset ja niiden tarkastelu

Yhdistdamalla koe- ja kontrollindytteet yhdeksi aineistoksi lehmien rasvakudoksen geenitoiminnasta
l6ytyi eroja (P<0,05) kolmen nadytteenottohetken valilla seuraavilla geeneillda: ADIPOQ, LEP, RES,
PPARy ja RBP4 (Taulukko 1). Erityisesti leptiinigeenin toiminnan véheneminen poikimisen jalkeen
nakyy suurimpana tilastollisena merkitsevyytend (P<0,001). Leptiinigeenin toiminta vaheni poikimi-
sen jalkeen, 1 ja 9 paivaa poikimisen jalkeen se oli keskimaarin 46 % toiminnan maarasta 8 paivaa
ennen poikimista.

Taulukko 1. Geenitoiminnassa havaittavat erot kolmen néytteenottoajankohdan valilla. Testauksessa
on kaytetty Kruskall-Wallisin jarjestyssummatestid.

Geeni Riskitaso (P) Testisuure (x°)
ADIPOQ 0,021* 7,681

IL6 0,876 0,265

LEP 0,001*** 13,510

RES 0,026* 7,308

TNFo 0,678 0,777

IRS1 0,118 4,281

PPARy 0,018* 8,000

RBP4 0,041* 6,397

PCK1 0,011 8,998

***(P<0,001), **(P<0,01), *(P<0,05) ja 0(P<0,10)

Sadri ym. (2010) tutkivat osittain samojen geenien toiminnan muutoksia rasvakudoksessa 8 viikkoa
ennen, 1 paiva ja 5 viikkoa jalkeen poikimisen. He eivdt havainneet muutoksia IRS:n toiminnassa
mutta 7NFo:n toiminta lisdantyi tilastollisesti merkitsevasti (P=0,006) poikimisen jalkeen (Sadri ym.
2010). Lemor ym. (2009) eivat I6ytdneet ADIPOQ:n ja LEP:n toiminnassa muutoksia verratessaan
viikkoa ennen ja 3 viikkoa jalkeen poikimisen otettuja néytteitd. Sen sijaan Sumner-Thomson ym.
(2011) tutkimuksessa LEP:n toiminta véheni tilastollisesti merkitsevasti (P=0,004) verrattaessa 30
péivéa ennen ja 14 paivaa poikimisen jalkeen otettuja ndytteitd.

Koe- ja kontrolliryhmien vélisid geenitoiminnan eroja analysoitiin kolmena nadytteenottoajankoh-
tana kayttden Kruskall-Wallisin jarjestyssummatestid. Ainoastaan ennen poikimista otetuissa ndytteis-
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sé oli ryhmien vélisia eroja, tilastollisesti merkitsevin ero oli insuliinireseptorisubstraattigeenin toi-
minnassa (P=0,021). Lisaksi suuntaa antavasti eroja oli adiponektiini- ja resistiinigeenien toiminnassa
(Taulukko 2). Kaikkien kolmen geenin toiminta oli suurempaa rajoitetusti ruokittujen ryhmdssa kuin
vapaasti ruokittujen ryhmassa.

Taulukko 2. Kontrolli- ja koeryhmien vélinen ero geenitoiminnassa eri ndytteenottoajankohtina. Tes-
tauksessa on kaytetty Kruskall-Wallisin jarjestyssummatestia.Ylempi luku on riskitaso (P) ja alempi
luku on testisuure (x°).

Geeni -8 paivad +1 péivé +9 péivéa
ADIPOQ 0,059 0 0,294 0,749
3,574 1,103 0,102
IL6 0,248 0,834 0,142
1,335 0,044 2,159
LEP 0,294 0,142 0,749
1,103 2,162 0,102
RES 0,074 0 0,834 0,225
3,188 0,044 1,474
TNFo 0,916 0,834 0,406
0,011 0,044 0,690
IRS1 0,021 * 0,834 0,225
5,338 0,044 1,474
PPARy 0,916 0,401 0,338
0,011 0,706 0,918
RBP4 0,345 0,916 0,142
0,893 0,011 2,159
PCK1 0,338 0,834 0,655
0,918 0,044 0,200

***(P<0,001), **(P<0,01), *(P<0,05) ja o(P<0,10)

Merkkitestilld analysoitiin yksil6ittdin poikimisen jalkeen (1 ja 9 paivad) geenitoiminnassa tapah-
tuneita muutoksia insuliiniresistenssin nakokulmasta. Talldin geenitoiminnan perusteella kolmella
vapaasti ruokitulla lehmalld on suuntaa antavasti (P<0,10) ja yhdell& rajoitetusti ruokitulla lehmalla on
tilastollisesti merkitsevasti (P<0,05) insuliiniresistenssin piirteita.

Johtopaatokset

Ruokinnan rajoittaminen vaikutti insuliinireseptorisubstraattigeenin toimintaan (P=0,021). Liséaksi
rajoitetusti ja vapaasti ruokittujen ryhmien valilla oli suuntaa antavasti eroja adiponektiinigeenin
(P=0,059) ja resistiinigeenin (P=0,074) toiminnassa. Selkein ajallinen geenitoiminnan ero havaittiin
leptiinigeenissa (P=0,001), jonka toiminta véheni alle puoleen poikimisen jalkeen. Peroksisomiproli-
feraattoreilla aktivoituva reseptori gamma-, retinolia sitova proteiini 4- ja resistiinigeenien toiminnas-
sa havaittiin ajallinen geenitoiminnan ero riskitasolla P<0,05.
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