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Tiivistelméa

Alkionsiirtoja hyodyntivit paitsi jalostusohjelmat myds maitotilat. Alkiohuuhteluiden avulla hyvistd
tuotantoeldimistd voidaan saada useita jilkeldisid vuodessa karjan muiden eldinten toimiessa alkioiden
vastaanottajina, mika mahdollistaa karjan nopean eldinaineksen parantamisen.
Ennen alkionsiirtoa vastaanottajan keltarauhanen tarkastetaan manuaalisesti. Keltarauhanen kehittyy
ovulaation seurauksena ja sen tuottama progesteroni-hormoni vaikuttaa kohdun limakalvon toimintaan
tehden sen alkion kiinnittymiselle suotuisaksi. Nykyisin keskiméérin joka toinen tuorealkionsiirto
johtaa tiinehtymiseen. Tdmin tutkimuksen tarkoituksena oli  selvittid alkionsiirrosta
tiinehtyneiden/poikineiden ja tyhjidksi jddneiden vastaanottajien kohdun limakalvon toimintaa.
Tavoitteena oli 10ytdd tiinehtyvdin eldimen kohdun limakalvon toiminnalle ominaisia
aineenvaihduntareitteji ja mahdollisesti kandidaattigeenejd diagnostiikan tyokaluiksi. Tutkimus tehtiin
maidontuotannossa olevilla lehmilld. Poikimisen jilkeen alkiovastaanottajien kohdun limakalvosta
otettiin ndytepalat ensimmadisen ndkyvdn kiimankierron piivind O(siemennyskiima), 7 ja 14.
Niytepalat pakastettiin (-80 °C). Seuraavan kiimakierron pdividnd 7 samaan vastaanottajaan siirrettiin
alkio ja alkion kiinnittyminen tarkistettiin kuukauden kuluttua siirrosta. Poikimisten jilkeen pakastetut
kohtuniytteet jaettiin poikineiden ja tyhjiksi jadneiden ryhmiin, ja ndytteiden geenitoimintaa verrattiin
mikrosirutekniikalla, joka mahdollistaa kymmenien tuhansien geenituotteiden samanaikaisen
analysoinnin. Vastaanottajista kerittiin lisdksi tuotos- ja hedelméllisyystietoja. Mikrosirututkimuksen
perusteella erot poikineiden ja tyhjiksi jddneiden lehmien vilillda keskittyivdt kiimankierron
alkupuoliskolle, jolloin eroja 10ytyi 64 yksittdisen geenin osalta. Aineenvaihduntareittien osalta
kohdun limakalvon toiminnassa todettiin ryhmien vélilldi eroja mm. rasvahappojen
aineenvaihdunnassa ja immuunivasteissa. Tuotos- ja hedelmallisyysominaisuuksien osalta poikineet ja
tyhjiksi jddneet alkiovastaanottajat poikkesivat toisistaan kokonaisjalostusarvojen ja rasvatuotos-
indeksien osalta. Tamé tutkimus on osa EU:n rahoittamaa SABRE-projektia (2006-2010).
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Johdanto

Maidontuotannon kasvu on johtanut lypsylehmien hedelméllisyyden laskuun. Hedelmillisyys, joka
useimmin mééritelldsin tiinehtymiseni, on pitkd biologinen prosessiketju. Hyvdin hedelmaéllisyyteen
tarvitaan onnistunut munasolun kypsyminen ja hedelmdityminen sekd onnistunut alkion kehitys ja
alkion ja kohdun vélinen vuorovaikutus. Téssé tutkimuksessa keskityttiin selvittimién niitd biologisia
prosesseja, jotka tekevit kohdun limakalvosta alkion kiinnittymiselle suotuisan maidontuotannossa
olevilla lehmilla.

Materiaalit ja Menetelmiit

Lehmien kiimankiertojen kéiynnistymistd tarkkailtiin poikimisen jdlkeen ja kohdun limakalvosta
otettiin kudosndyte ensimmdisen havaitun seisovan kiiman kohdalla (ndytteenottopdivi 0 =
siemennyskiima) sekd saman kiimankierron pdivind 7 (nédytteenottopdivd 7) ja 14 (ndytteenottopdivi
14). Niytepalat puolitettiin ja jaddytettiin vélittomaésti nestemaisessd typessi. Puolikkaita séilytettiin -
80°C:ssa geenitoiminnan tutkimuksiin asti. Seuraavan kiimankierron aikana kuhunkin monitoroituun
vastaanottajaan pyrittiin siirtimédidn hyvélaatuinen tuorealkio, josta oli otettu alkion geenitoiminnan
tutkimusta varten niytepala eli biopsia. Molempia kiimankiertoja monitoroitiin maidosta tehdyilld
progesteronimédrityksillda. Alkiovastaanottajista kerittiin lisdksi hedelmillisyys- ja tuotostietoja.

Kohtuniytteitd yhdistettiin ennen RNA eristystd. Arpomalla muodostettiin viisi poikineiden lehmien
poolia ja viisi tyhjiksi jdineiden lehmien poolia (3 lehmé&éd/pooli) kunakin kolmena keruupdivina.
Naytteiden RNA:n eristys, esimonistus ja kaupalliselle Affymetrixin mikrosiruille hybridisointi tehtiin
alihankintatyond AROS Applied Biotechnology A/S:lla Tanskassa. Intensiteetit normalisoitiin Robust
Multichip Analysis (RMA) normalisoinnilla, jonka jidlkeen poikineiden ja tyhjien vilisid eroja
testattiin geeneittdin modifioiduilla t-testilld kdyttden sopivia monivertailumenetelmid. Koska suurin
osa normalisointimenetelmistd on suunnattu erilaisten tautiaineistojen kisittelyyn ihmiselld, padtimme
testata erilaisia menetelmii oman aineistomme mikrosirujen esikdsittelyyn ja normalisointiin.
Poikineiden ja tyhjien vilisid eroja testattiin myos geeniryhmittdin. Geeniryhmind kiytettiin
geeniontologioita (GO) ja geeniverkkoja (KEGG). Lisidksi koko aineistoa tarkasteltiin etsimilld jo
olemassa olevaa informaatiota PubMed-tietokannasta kiyttden tiedonlouhinnan menetelmii. Tulokset
visualisointiin kéyttden Genomatix ja Cytoscape ohjelmistoja. Aineisto Kkisiteltiin alustavasti
R/Bioconductor ohjelmalla ja siihen liittyvilld paketeilla (esim. affy, gcrma ja limma). Geenien
identifioimiseen ja ryhmittelyyn kiytettiin erikseen koodattuja R-paketteja, joissa nauta- ja
ihmistietokantojen annotointitietoja liitettiin siruilta saatuun aineistoon. Saaduista geenilistoista
etsittiin my0Os yhtéldisyyksid eri organismien vililld (mm. ihminen ja hiiri) kéyttden l1dhtokohtina
geeninimei, ontologiaa sekd sekvenssitietoa. Jatkoanalyyseihin sovellettiin omia Perl-ohjelmia.

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Yhteensd 94 lehmévastaanottajan kohdun limakalvosta otettiin nédytepalat alkionsiirtoa edeltdvin
kiimankierron pidivind 0, 7 ja 14. Niihin monitoroituihin vastaanottajiin tehtiin 56 tuorealkionsiirtoa.
Liséksi viikonloppuisin, jolloin tuorealkioita ei ollut saatavana, siirrettiin 38 sulatettua alkiopakastetta
ilman biopsiointia. Tuorealkiovastaanottajista tiinehtyi 18 (32 %), mikd on keskimddrin 10
prosenttiyksikkod vihemmén kuin aiemmassa alkionsiirtotutkimuksessamme (Peippo ym., 2007). Ero
aiempaan tutkimukseen johtunee tédssid tutkimuksessa kohdusta otetuista ndytepaloista. Kaksi luomista
todettiin (4 %). Tuorealkiovastaanottajista poiki 16 (29 %) ja 15 niistd hyviksyttiin
mikrosiruanalyyseihin progesteroniprofiloinnin perusteella. Progesteronimédrityksilld varmistettiin,
ettd molemmat kiimankierrot (monitorointi ja alkionsiirto) olivat edustavia. Vastaavasti valittiin 38
tyhjdksi jddneestd tuorealkiovastaanottajasta 15 mikrosiruanalyyseihin. Pakastealkiovastaanottajista
poiki 8 (21 %).
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Poikineiden alkiovastaanottajien kokonaisjalostusarvot ja rasvatuotos-indeksit olivat tyhjiksi jddneitd
alkiovastaanottajia alemmat (p<0.05). Muiden testattujen ominaisuuksien (indeksit: tuotos,
valkuaistuotos, utareterveys; energiakorjattu maitotuotos (ECM), ensimmdiinen poikiminen, aika
poikimisesta siemennyskiimaan) osalta erot eivit olleet poikineiden ja tyhjiksi jddneiden vililld
tilastollisesti merkitsevid. Koska maidontuotantoon jalostettujen lehmien on todettu kéyttivin jopa 35
% paivittdisestd energian saannistaan maidon rasvakomponenttien tuottamiseen (Bauman ja Currie
1980) voi korkeampi rasvatuotos osaltaan johtaa poikimisen jédlkeiseen negatiiviseen energiataseeseen,
jonka tiedetddn olevan merkittivd lypsylehmien hedelmillisyyttd alentava tekijd. Esimerkiksi,
negatiivisen energiataseen seurauksena hajoavan lihaskudoksen on todettu nostavan mm. plasman
ureapitoisuutta (Wathes ym., 2007). Plasman korkea ureapitoisuus alentaa hedelmallisyyttd
muuttamalla kohdun olosuhteita (esim. pH) (Bauersachs ym., 2008). Kohdun limakalvon
soluviljelmissé ureapitoisuuden nousu lisdd PGF,, tuotantoa, jolla on todettua haitallisia vaikutuksia
tiinehtymiseen ja sen ylldpitoon, lisiksi sen on todettu olevan haitallista alkionkehitykselle.

Yhteensd 30 kohtunidytepoolia hybridisoitiin Affymetrixin nautasirulle, minkéd jilkeen erilaisia
tilastollisia ja bioinformatiikan menetelmid hyviksi kiyttden mikrosirujen laatu ja hybridisaatioiden
onnistuminen tarkistettiin. Yksi poikkeava mikrosiru jitettiin analyyseistd pois. Verrattaessa
yksittdisid geenejd poikineiden ja tyhjiksi jadneiden vastaanottajalehmien vililld eri ajankohtina, 91
mikrosirulla esiintyvdd koetinta (64 geenid) kiyttaytyivdt eri tavalla keruupdivdand 0. Muina
yksittdisind keruupdivind poikineiden ja tyhjien vililld ei ollut eroja yksittdisten geenien vertailussa
kéytetyilld kriteereilld (aktiivisuusero > 2, FDR < 0.3). Geeniryhmaévertailuissa poikineiden ja tyhjien
eldinten vililld havaittiin eroja siind miten eri geeniryhmit kédyttaytyvit eri keruupdivind. Tulosten
varmennukseen kvantitatiivisella PCR:11d (qPCR) valittiin yhteensd 26 geenid PPAR signalointi- ja
arachidonic acid -aineenvaihduntareiteilts, joihin kiinnostavia yksittdisid merkitsevid geenejd osui.
PPAR signalointireitti osallistuu mm. rasvahappojen aineenvaihduntaan ja arachidonic acid
aineenvaihduntareitin syntetisoimien prostaglandiinien ja prostasykliinin vaikutukset vélittyvit PPAR
signalointireitin kautta (Hatae T ym., 2001). Varmennuksissa kiytetddn mikrosiruanalyyseihin
kiytettyjen ndytteiden jiljelld olevia puolikkaita ja pakastealkion vastaanottajina toimineiden lehmien
niytteitd, jotka eivit olleet mukana mikrosiruanalyyseissd. Fenotyyppien vilisid riippuvuuksia
tutkittiin vertailemalla kolmea eri tilastollista menetelmédd: GSEA, PCA ja kanoninen analyysi.
Menetelmit havaitsivat merkittivid eroja todennikdisyysarvoissa eri fenotyyppien (energiakorjattu
maitotuotos, maitorasvakilo-indeksi) vilisissd geenilistoissa. Lisdksi tutkittiin laskennallisesti
16ydettyjen eroavien geenien promoottorirakennetta sekd sekvenssin konservoituneisuutta. Tuloksia
verrattiin muiden vastaaviin tutkimuksiin kédyttien GEO (Gene Expression Omnibus) tietokantaa.

Johtopaatokset

Useiden nédytepalojen otto alkiovastaanottajien kohdun limakalvosta alkionsiirtoa edeltdneen
kiimankierron aikana pudotti tiineysprosenttia odotetusti. Lehm&aineiston ryhmien sisdinen vaihtelu
heikensi ryhmien vilisten erojen merkitsevyyksid, mutta toisaalta lehmivastaanottajien kidytdon etuna
oli ainutlaatuinen mahdollisuus yhdistdd hedelmillisyys- ja tuotostietoja analyyseissi.
Kirjallisuuskatsaus ja geenitutkimus paljastivat useiden interaktioverkkojen sekd signalointireittien
olemassaolon geenilistoissa, myds fenotyyppien vililla.
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