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Ruskea rasva on ldmpdé tuottavaa ja energiaa kuluttavaa rasvakudosta, joka on potentiaalinen
tutkimuskohde ylipainon ehkdisemisessd ja hoidossa. Ruskean rasvakudoksen aktivoituessa
esimerkiksi kylmadaltistuksessa, sympaattisten hermojen erittdméd noradrenaliini sitoutuu
rasvasolujen pinnalla oleviin B3-adrenergisiin reseptoreihin. Noradrenaliinin sitoutuminen [33-
adrenergisiin reseptoreihin aiheuttaa solun sisdisten reaktioiden ketjun, joka aktivoi ruskean
rasvakudoksen lammontuoton. Kaikissa kudoksissa, ruskea rasva mukaan lukien, on kokoelma
eri alkuperda olevia makrofageja. Néilla kudosspesifeilld valkosoluilla on tirkeé rooli elimiston
puolustusjirjestelmén lisdksi esimerkiksi kudosten kehityksessd ja toiminnassa. Ruskeassa
rasvakudoksessa makrofagien on osoitettu siitelevin tai toimivan viestinviejind sympaattisten
hermojen ja rasvasolujen vililla.

Alkiokaudella kehittyneiden makrofagien puute voi aiheuttaa poikkeuksia kudosten
kehityksessd ja toiminnassa. Tdmén pro gradu -tutkielman tarkoituksena oli tutkia, miten
alkiokaudella kehittyneiden makrofagien puute vaikuttaa ruskean rasvan toimintaan ja
optimoida ruskean rasvan aktiivisuuden mittausmenetelmié vastasyntyneilléd hiiren poikasilla.
Ruskean rasvan immunologiaa ja immuunisolujen merkitystd sen kehityksen ja toiminnan
kannalta ei ole vield tutkittu tarpeeksi. Lapsuuden ja aikuisidn lihavuuden ehkéisemiseksi on
tirkedd selvittdd ruskean rasvakudoksen kehityksen ja kasvuvaiheen sddtelytekijét.

Tutkielman tavoitteina oli kehittdd kvantitatiivinen MRM (engl. multiple reaction monitoring)
-menetelmd noradrenaliinin  konsentraation maarittdmiseksi ruskeasta rasvakudoksesta,
madrittdd kehitetylld menetelmélld noradrenaliinin konsentraatio eri hiirimalleilta eri
ikdpisteissd ja  optimoida  P3-adrenergisten  reseptorien  agonistin  (CL316,243)
injektioprotokolla.

Noradrenaliinin konsentraatioissa makrofagipuutteisen ja tavallisen hiiren vililld havaittiin
noradrenaliini pitoisuuden alenema, mutta ero ei ollut tilastollisesti merkittiva. Alkiokaudella
kehittyneitd makrofageja ei pystytd tiaysin poistamaan kudoksesta. Jéiljelle jadvat makrofagit
todennékoisesti hoitavat tehtdvinsd ruskeassa rasvakudoksessa, joka selittdd sen, ettei
noradrenaliinin konsentraatiossa havaita merkittdvid eroja. P3-adrenergisten reseptorien
agonistin injektioprotokollan optimointi jatkuu edelleen. Haasteina ovat agonistin mahdollinen
vaikutus virtsarakossa sijaitseviin reseptoreihin tai verensokerin nopeaan laskuun, jolloin hiiri
virtsaa runsaasti eikd odotettua lampdtilan nousua havaita ruskeassa rasvakudoksessa.

Avainsanat: ruskea rasvakudos, noradrenaliini, makrofagit, f3-adrenergisten reseptorien agonisti
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1 Johdanto

1.1

Ruskea rasva

Ruskea rasva on energiaa kuluttavaa ja ldmpd4a tuottavaa rasvakudosta, joka on potentiaalinen

tekijd tyypin 2 diabeteksen ja ylipainon ehkéisemisessd ja hoidossa. Ruskea rasvakudos on

rakenteeltaan ja toiminnaltaan erilainen kuin valkoinen rasvakudos. Ruskean ja valkoisen

rasvakudoksen eroja on havainnollistettu kuvassa 1. Ruskeat rasvasolut koostuvat useista

pienistd lipidipisaroista ja mitokondrioista, jotka aiheuttavat ruskealle rasvakudokselle

ominaisen ruskeahkon virin!. Valkoisissa rasvasoluissa on yksittiisiii isoja lipidipisaroita,

joihin triglyseridit varastoidaan. Termogeneesi eli ldammontuotto tapahtuu ruskean rasvan

mitokondrioissa UCP1 (irtikytkijd) -proteiinin avulla. Ruskeassa rasvakudoksessa on tiiviisti

verisuonia ja hermoja. Valkoisten rasvasolujen mitokondriot eivét ilmennd UCP1:td. Ruskean

rasvakudoksen tihed verisuoniverkosto on eduksi esimerkiksi ldmmon kuljettamisessa koko

kehoon. Ruskean rasvan sympaattiset hermot erittdvit noradrenaliinia, jolla on tirked rooli

lammontuoton aktivoitumisessa.

Valkoinen
rasvakudos

Ruskea 3
rasvakudos :

Tehtava

Varastoida energiaa

Kuluttaa energiaa,
termogeneesi

Solujen morfologia

Lipidipisarat isoja unilokulaarisia,
vahan mitokondrioita

Lipidipisarat pienia multilokulaarisia,
runsaasti mitokondrioita

Kudoksen rakenne

Joitain verisuonia ja hermoja

Tiiviisti verisuonia ja hermoja

UCP1-ilmentédminen Heikko Merkittava
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Kuva 1. Valkoisen ja ruskean rasvakudoksen erot.

Hiirilld ruskeaa rasvaa on eniten lapaluiden vilissd (interskapulaarinen ruskea rasva).

Interskapulaarista ruskeaa rasvaa kéytetddn usein tutkimuksissa sen suuren méérin ja tarkan

sijainnin tuoman kerdyksen helppouden takia. Ruskeaa rasvaa on hiirilld my0ds pienid maaria

lapaluiden alla, kainaloissa, kaulassa ja munuaisten ymprilli?. Aiempi kisitys siiti, ettd vain

vastasyntyneilld ihmisilld on aktiivista ruskeaa rasvaa, muuttui vuonna 2009, kun useissa



tutkimuksissa osoitettiin aikuisilla ihmisilli olevan my®ds aktiivista ruskeaa rasvakudosta’~>.
Vastasyntyneilld ruskean rasvan sijainti voi vaihdella, mutta eniten siti on lapaluiden alueella®.
Aikuisilla ruskeaa rasvaa on yleensi kaulassa ja solisluiden yldpuolella. Ruskeaa rasvakudosta
voi olla myos solisluiden alla, rintalihasten vélissé ja tirkeiden elinten ldheisyydessa rintakehén
ja vatsan alueella selkdrangan vieressi. Kuvassa 2 on osoitettu valkoisen ja ruskean

rasvakudoksen sijainnit ihmiselld ja hiirelld. Thmisten ruskean rasvan aktiivisuus vaihtelee

yksildiden vililld painoindeksistid (BMI), sukupuolesta, ifsti ja ulkolimpétilasta riippuen’.

Valkoinen
rasvakudos

Ruskea
rasvakudos 05

Kuva 2. Valkoisen ja ruskean rasvakudoksen sijainnit ihmisell ja hiirelld. Tdméa kuva on luotu Biorender-ohjelmalla.

Ihmisten ja hiirten ruskea rasvakudos ovat hyvin samankaltaisia, mutta muutamia eroja on.
Hiirelld ruskea rasva sijaitsee selvésti lapaluiden vélissd ja se koostuu pelkistd ruskeista
rasvasoluista. Aikuisen ihmisen ruskea rasva on sijainniltaan laajasti hajallaan ja on sekoitus
valkoisia, beigeji ja ruskeita rasvasoluja®. Beigeilld rasvasoluilla on valkoisten ja ruskeiden
rasvasolujen ominaisuuksia. Niitd voisi kuvata ruskistuneiksi valkoisiksi rasvasoluiksi tai
ruskeiden rasvasolujen kaltaisiksi soluiksi®. Ne kehittyvit eri solulinjasta kuin ruskea rasva®,
mutta ilmentdvat UCP1:t4. Thmisilld ruskeaa rasvakudosta on myds huomattavasti vihemman
kuin hiirilli suhteutettuna koko kehon painoon’. Mitokondrion toimintaa tarkasteltaessa,

ihmisten ja hiirten UCP1 ovat verrattavissa toisiinsa!®. B3-adrenergisten reseptorien agonistit



vaihtoehtoisena ruskean rasvan aktivoijana ovat antaneet lupaavia tuloksia hiirilla!!. Thmisilla
agonistien haasteena on heikko vaste ja biologinen hydtyosuus'2, mutta joissain tutkimuksissa

13-15

on myds osoitettu niiden olevan potentiaalisia ylipainon hoidossa'”°. Ihmisten ruskean rasvan

lammontuotto saattaakin aktivoitua noradrenaliinin sitoutuessa f2-adrenergisiin reseptoreihin

B3-adrenergisten reseptoreiden sijaan'®.

1.1.1 Ruskean rasvan kehitys

Ruskeiden ja valkoisten rasvasolujen ajateltiin kehittyvdn samasta alkuperdstd, kunnes
solulinjan jdljitys -menetelmélld osoitettiin ruskeiden rasvasolujen kehittyvin samasta
prekursorista kuin lihassolut. Ruskeat rasvasolut kehittyvdt dermamyotomissa sijaitsevista
mesenkymaalisista kantasoluista. Dermamyotomissa osa Myf5 (myogenic factor 5) -
positiivisista mesenkymaalisista kantasoluista erilaistuu ruskeiksi esiastesoluiksi muun muassa
BMP7:n (bone morphogenic protein 7), PRDMI16:n (histone-lysine N-methyltransferase
PRDM16) ja EBF2:n (early b-cell factor 2) vaikutuksesta. Esiastesolut kehittyvit kypsiksi
rasvasoluiksi muun muassa BMP7:n, PPARy:n (peroxisome proliferator-activated receptor
gamma) ja PGCla:n (peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1-alpha)
vaikutuksesta. Ruskeiden rasvasolujen kehitys ja sithen vaikuttavat tarkedt tekijit on esitetty
kuvassa 3. Ruskean rasvan esiastesolut ilmestyvét hiiren lapaluiden véliin alkionkehityksen
péivand E14.5 (engl. embryonic age 14.5). Ruskeat esiastesolut ovat erilaistuneet epikypsiksi
ruskeiksi rasvasoluiksi alkionkehityksen ajankohtana E18.5. Lopullinen kypsyminen ruskeiksi

rasvasoluiksi tapahtuu syntymin jilkeen>!”.

—
BMP7
PRDM16
EBF2
Mesenkymaalinen Ruskea Ruskea rasvasolu
kantasolu esiastesolu

(Myf57)
Kuva 3. Ruskeiden rasvasolujen erilaistuminen ja sithen vaikuttavat tekijat. Tdméd kuva on luotu Biorender-ohjelmalla.
BMP7-proteiini vaikuttaa usealla eri tavalla ruskeiden rasvasolujen erilaistumisessa ja
kehityksessd. BMP7 ohjaa kantasolut kehittymadn ruskeiksi rasvasoluiksi lisidmaéllé ruskeiden

rasvasolujen erilaistumista lisddvien tekijoiden ilmentymistd ja poistamalla erilaistumista

estivit tekijdt's. BMP7-poistogeenisilld (BMP77") hiirilld ruskean rasvakudoksen méiri ja



ruskealle rasvakudokselle tyypillisten geenien ilmentyminen oli vdhentynyt merkittdvasti
verrattaessa villityypin kontrolliin. BMP7-"-hiirilld ei kuitenkaan havaittu muutoksia valkoisen
rasvakudoksen marissi'®.

PRDM16 vaikuttaa yhdessa erilaisten proteiinien kanssa ruskeiden rasvasolujen kehitykseen
aktivoiden ruskealle rasvakudokselle tyypillisten geenien ilmentymistd. PRDM16 estid solujen
erilaistumisen valkoisiksi rasvasoluiksi alkion kehityksen aikana ja hiiren ikééntyessd, sekd
yll4pitdd ruskean rasvakudoksen rakennetta ja toimintaa®’.

Myf5-positiiviset solut jakautuvat kahteen erilliseen populaatioon sen perusteella, ilmentévatko
ne Ebf2- vai MyoD (Myogenic differentiation 1) -geenid. MyoD-geenid ilmentévit solut
erilaistuvat lihassoluiksi ja Ebf2-geenii ilmentivit solut ruskeiksi preadiposyyteiksi?!. EBF2-
poistogeenisilld hiirilld on pienempi ruskea rasvakudos ja vihemmén mitokondrioita, joka on
seurausta mitokondriaalisten geenien ilmentymisen vdhentymisestd. Niilldi my0ds ruskealle
rasvakudokselle tyypillisten geenien ilmentyminen on véhentynyt ja vastaavasti valkoiselle
rasvakudokselle tyypillisten geenien ilmentyminen on kasvanut verrattaessa villityypin
kontrolliin?>. N#mi havainnot osoittavat EBF2:n olevan tirked tekiji mesenkymaalisten
kantasolujen erilaistumisessa ruskeiksi esiastesoluiksi.

PPARy on merkittdvd tekiji adipogeneesissd eli rasvasolujen erilaistumisessa kaikissa
rasvakudoksissa ja se sdételee ruskean rasvakudoksen ldmmontuottoa. PGCla on yksi ruskean
rasvan aineenvaihdunnan séételijoistd. Se aktivoituu kylmaialtistuksen jdlkeen aktivoiden
edelleen muita tirkeité transkriptiotekijoitd. PGCla my0s tehostaa rasvahappojen hapettumista

ja UCP1:n aktiivisuutta ruskeissa rasvasoluissa®.
1.1.2 Ruskean rasvan toiminta

Sympaattinen hermosto ja UCP1:n ilmentyminen ovat tirkeitd ruskean rasvan toiminnalle.
Sympaattinen hermosto aktivoituu vapauttamaan ruskeaa rasvakudosta aktivoivaa
noradrenaliinia muun muassa kylmén, syomisen, liikunnan ja hormonien vaikutuksesta. UCP1
on ruskealle rasvalle spesifinen proteiini, joka séditelee ruskean rasvan ldmmontuottoa eli
termogeneesid. Hiirimalleissa UCP1:n puuttuminen on yhdistetty painonnousuun ruskean

rasvan limmontuottokyvyn menetyksen vuoksi**?,

UCP1-proteiini sijaitsee ruskeiden
rasvasolujen mitokondrioiden sisemméllé kalvolla ja sen tehtdvi on kuljettaa vetyioneja kalvon

lipi®.

Viristykseton termogeneesi aktivoituu kylmaaltistuksesta ja on riippuvainen UCPl:n

ilmentymisesti?. Kylmialtistus aktivoi ruskean rasvakudoksen sympaattiset hermot erittimaiin



noradrenaliinia. Noradrenaliini sitoutuessaan ruskeiden rasvasolujen pinnalla oleviin B3-
adrenergisiin reseptoreihin aktivoi solunsisdisten reaktioiden ketjun, mikd lopuksi johtaa
lammontuoton aktivoitumiseen. [P3-adrenergisten reseptorien aktivoituminen aktivoi
adenylaattisyklaasin, joka katalysoi syklisen adenosiinimonofosfaatin (cAMP) synteesid ATP-
molekyylistd. cAMP aktivoi proteiinikinaasi A:n (PKA), jonka aktivoituminen indusoi monien
termogeneesin toimintaan liittyvien geenien ilmentymistd. Tarkeimpéna se valillisesti aktivoi
UCP1:n ilmentymisen. UCPIl:n aktivoituminen katalysoi protonigradientin purkautumista
limmoksi ATP-tuotannon sijaan®¢. Kuvassa 4 on havainnollistettu viristyksettoméin

termogeneesin aktivoitumista ruskeassa rasvakudoksessa.

Sympaattinen
hermosto

: ; i B3-adrenerginen
reseptori

; . Kemiallisen energian
Indusoi UCP1:n ;
L> > {ilmentymisté ] » | muuntuminen

lampoenergiaksi

Kuva 4. Viristyksettomén termogeneesin aktivoituminen ruskeassa rasvassa. Tdméa kuva on luotu Biorender-ohjelmalla.

Nykytutkimuksen mukaan ruskean rasvan lammontuotto voisi aktivoitua myds muuta kautta
kuin vain UCPI-vilitteisesti’’*®. Osan tutkimuksen mukaan ainakaan hiirelld ei ole muita
mekanismeja viristyksettomaille termogeneesille kuin UCP1-vilitteinen termogeneesi. UCP1-
poistogeeniset (UCP17") hiiret eivit lakkaa tirisemistd kylmialtistuksessa, joka osoittaa, etti
lihasten tiriseminen olisi ainoa limmén yllipitdji UCP17-hiirilla?°. Tdm4 ei kuitenkaan seliti
UCP17-hiirten kykyd ylldpitdd ruumiinlimpdiin jopa kylmialtistuksessa tai niiden

sopeutumista kylmi#n, kun kylmialtistus tapahtuu asteittain®’. UCP1”-hiirten ruskean rasvan



onkin osoitettu tuottavan 1impdi, joka on todiste myds muista limmontuoton mekanismeista®’.
Muita ruskean rasvan UCPI-riippumattomia ldmmontuoton mekanismeja ovat esimerkiksi
kreatiini-vilitteinen termogeneesi, lipolyysi, kalsiumkierto ja ADP/ATP -kantaja®®. Kreatiini-
valitteisessd termogeneesissd kreatiinikinaasi fosforyloi kreatiinin. Téstd seuraa muodostuneen
fosfokreatiinin  defosforylaatio, joka uudelleen muodostaa kreatiinin ja hajottaa
korkeaenergisen  fosfaatin  lammoksi.  Kreatiini-vélitteinen  termogeneesi  kdyttda

mitokondrioiden ATP:t4 fosfokreatiinin synteesiin®’.
1.1.3 Loytyyko ruskeasta rasvasta ratkaisu lihavuuden hoitoon?

Lihavuus on vakava terveysriski ja se altistaa monille muille sairauksille, esimerkiksi sydin- ja
verisuonitaudeille, sydville ja rasva-aineenvaihdunnan hiiridille kuten tyypin 2 diabetekselle.
Lihavuudessa energiansaanti ylittdd jatkuvasti energiankulutuksen, jolloin valkoisen
rasvakudoksen mééra kasvaa. Lihavuus johtaa valkoisen rasvakudoksen tulehdustilaan, jossa
tulehdukselliset makrofagit keriintyvit kudokseen®'. Krooninen tulehdustila yltii myos
ruskeaan rasvakudokseen, mutta pienemmaéssd mittakaavassa. Tulehdukselliset makrofagit ja
niiden erittdmit sytokiinit inhiboivat limmdntuotolle tirkedd UCPI1:td, jolloin ruskealle
rasvalle ominaiset piirteet, limmontuotto ja energian kulutus, heikentyvit*?. Lihavuuden
atheuttamasta tulehdustilasta valkoisessa rasvakudoksessa tiedetddn enemmin kuin sen
vaikutuksesta ruskeaan rasvakudokseen. Ruskean rasvan aktiivisuuden puute lapsuudessa ja
murrosidissi on yhdistetty painonnousuun ja rasvamassan kerdintymiseen aikuisella idll4%>.

Ruskea rasva on potentiaalinen tekijd lihavuuden hoidossa ja ehkdisemisessd sen
lammontuottokyvyn ja energiankulutuksen takia. Talld hetkelld tutkitaankin monenlaisia
erilaisia vaihtoehtoja ruskean rasvan aktivoimiselle tai valkoisen rasvan muuttamiselle ruskean
rasvan kaltaiseksi eli beigeiksi rasvasoluiksi. Beiget rasvasolut ilmentdvét ruskealle rasvalle
tyypillisid geenejd, kuten PRDM16 ja UCP1, sekd kykenevit tuottamaan [dmp64 ja kuluttamaan
energiaa. Kylmadaltistus ei ole pidemmaén piille kdytdnndllinen tapa aktivoida ihmisen ruskeaa
rasvaa kuluttamaan energiaa. Muita mahdollisia ruskean rasvan tai valkoisen rasvan
muuttumista ruskean rasvan kaltaiseksi aktivoivia tekij6itd ovat muun muassa 3-adrenergisten
reseptorien agonistit, lyhytketjuiset rasvahapot, mikroRNA:t, liikunta, hormonit, jotkut

ldskeaineet ja ruuasta saatavat yhdisteet (kaneli, kapsaisiini, kaladljy)>*.

3-adrenergisten reseptorien agonistit aktivoivat ruskean rasvakudoksen lisdksi valkoisten
rasvasolujen ruskistumista eli muuttumista beigeiksi rasvasoluiksi. Ne aktivoivat rasvasolut

ilmentdmddn UCPI:td ja niiden on osoitettu estivdn valkoisen rasvakudoksen kasvua



lihavuuden aikaisessa kehitysvaiheessa. B3-adrenergisten reseptorien agonisteista kerrotaan
lisdd myOhemmin tdssd tutkielmassa. Lyhytketjuiset rasvahapot, esimerkiksi butyraatit ja
asetaatti, aktivoivat ldmmontuottoa ja indusoivat UCPl:n, PRDMI6:n ja PGCla:n
ilmentymisti*. PPARy-agonisti rosiglitazone on hyviksytty tyypin 2 diabeteksen hoitoon, sen
on osoitettu aktivoivan valkoisen rasvan muuntumista ruskean rasvakudoksen kaltaiseksi ja
vaimentavan makrofagien tulehdusvastetta®®. Chilipaprikoiden sisiltimin kapsaisiinin on
raportoitu aktivoivan valkoisen rasvakudoksen ruskistumista®’ ja kanelin indusoivan ruskealle
rasvalle tyypillisten markkerien ilmentymistd samalla inhiboiden valkoiselle rasvalle tyypillisid

markkereita®*.

Ruskeaa rasvaa tai valkoisen rasvan ruskistumista aktivoivien lddkeaineiden kehityksessd on
monia haasteita, esimerkiksi lajikohtaiset erot, lddkeaineiden kuljetus ja tarvittavien
annostelukertojen suuri méérd. Joitain lddkeaineita on todettu toimiviksi jyrsijoilld, mutta ne
eivit olekaan saaneet odotettua vaikutusta aikaan tai ne ovat aiheuttaneet merkittiviad
sivuvaikutuksia ihmisilld*®>. Liikkeiden annostelussa suun kautta tai injektiona on monia
ongelmia. Ladkeaineet eivit kulkeudu oikeaan paikkaan tai suurin osa lddkeaineesta hajoaa
matkalla kohdekudokseen. Ratkaisuksi néihin ongelmiin kehitetddn ladkelaastareita tai
ladkeaineiden kuljetukseen kiytettdvid nanomateriaaleja. Esimerkiksi kohdekudoksen
pintaproteiineihin sitoutuvilla ligandeilla varustettu hajoava polymeeri mahdollistaisi
spesifisemmin kuljetuksen ja hallitun ldikeaineen vapautumisen kohdekudoksessa*®. On
tarkedd etsid aktiivisia yhdisteitd, jotka vaikuttaisivat selektiivisesti rasvasoluihin aiheuttaen
halutut ominaisuudet (painonpudotus, parantunut sokeri- ja rasva-aineenvaihdunta)

minimaalisilla sivuvaikutuksilla.
1.2 Makrofagit

IThmisen immuunijirjestelmd jaetaan synnynndiseen epdspesifiseen immuniteettiin ja
hankittuun spesifiseen immuniteettiin. Synnynndinen immuniteetti on heti valmiina tuhoamaan
elimistoon tunkevat vieraat patogeenit (esimerkiksi virukset ja bakteerit). Synnynndinen
immuniteetti on epdspesifinen eli se toimii vieraasta patogeenista riippumatta aina samalla
tavalla. Synnynndisen immuniteetin soluja ovat esimerkiksi makrofagit, neutrofiilit,
monosyytit, dendriittisolut ja eosinofiilit. Kaikki ndma solut kehittyvit samasta myeloidisen
linjan kantasolusta. Synnynndinen immuniteetti kehittyy jo sikidaikana, mikéd tekee siitd
erityisen tarkedn vastasyntyneille lapsille, joilla hankittu immuniteetti vasta kehittyy. Hankitun

immuniteetin vaste on synnynndistd immuniteettia hitaampi ja se astuu kuvaan, jos



synnynndinen immuniteetti ei onnistu tuhoamaan elimistolle vierasta patogeenia. Hankittu
immuniteetti perustuu T- ja B-soluihin. Sen etuja ovat vieraiden patogeenien tunnistaminen,
spesifisyys ja immunologisen muistin kehittyminen.

Makrofagit ovat myeloidista alkuperéé olevia valkosoluja, joiden yksi tunnetuimpia tehtivié on
fagosytoida eli solusyddd elimistolle vieraita patogeeneja, kuolleita soluja ja soludebrista.
Makrofageilla on myo0s tirked rooli elimiston puolustusjirjestelmén lisdksi kudosten
kehityksessd ja toiminnassa sekd elimiston sisdisen tasapainon ylldpidossa. Ne ovat usein
kudosten suurin immuunisolupopulaatio.  Makrofagit jaetaan yleensd karkeasti
proinflammatorisiin M1- ja anti-inflammatorisiin M2-makrofageihin. M1-makrofagit ovat
“klassisesti aktivoituja” makrofageja, jotka aktivoituvat kohdatessaan taudinaiheuttajia ja
proinflammatorisia signaaleja. M2-makrofagit ovat “vaihtoehtoisesti aktivoituja” makrofageja,
jotka tuottavat esimerkiksi kasvutekijoitd. Niilld on tirked rooli esimerkiksi kudoksen
palautumisessa tulehduksen jilkeen. Makrofagien ominaisuudet ovat todellisuudessa paljon

monimutkaisempia, joten kyseinen luokkajako on vanhanaikainen ja yksinkertaistettu.
1.2.1 Makrofagien kehittyminen

Nykytiedon mukaan makrofagit ovat perdisin kolmesta eri ldhteestd: alkion ruskuaispussista,
alkion maksasta ja aikuisen luuytimestd (kuva 5). Makrofagit ovat hematopoieettisia soluja,
jotka kehittyvit hematopoieesin eli verenmuodostuksen aikana. Makrofagien alkuperd edustaa
yhtd hematopoieesin aaltoa. Hematopoieesin kolme aaltoa ovat primitiivinen, lyhytaikainen
definitiivinen ja definitiivinen hematopoieesi. Hiiren ja ihmisen hematopoieesi ovat hyvin
samankaltaisia, mutta my0s lajikohtaisia eroja on.

Ensimmiisessd aallossa eli primitiivisessd hematopoieesissa ensimmdiset kudoksiin
kulkeutuvat makrofagit kehittyvit alkion ruskuaispussissa alkionkehityksen ajankohtana E7-
E7.5. Ruskuaispussissa  kehittyneet  primitiiviset ~ makrofagit eivit kdy ldpi
monosyyttivilivaihetta®.

Hiiren alkionkehityksen pédivand E8-8.5 ruskuaispussin myeloidisen linjan kantasolut vaeltavat
ruskuaispussin hemogeenisestd endoteelistd sikion maksaan. Téstd alkaa lyhytaikainen
definitiivinen hematopoieesi. Maksasta tulee merkittdvin hematopoieettinen elin sikion
kehityksen ajankohtana E11.5-E12.5. Alkion maksassa myeloidisen linjan kantasoluista
kehittyviat monosyytit kulkeutuvat kudoksiin erikoistuen makrofageiksi ajankohtana E13.5-
E15.5%.

Definitiivisessd hematopoieesin aallossa kypsymittomdt hematopoieettiset kantasolut

kulkeutuvat luuytimeen. Kolmannen aallon luuytimessd kehittyvdit monosyytit saapuvat



kudoksiin viimeisind erilaistuen makrofageiksi ja korvaten osan alkionkehityksen aikana
kehittyneisti makrofageista kudoksesta riippuen®’. Luuytimen monosyytteji voidaan virviti

kudoksiin esimerkiksi tulehdustilanteessa.
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Kuva 5. Ensimmaéiset makrofagit ovat perdisin alkion ulkopuolisesta ruskuaispussista. Hematopoieesin toisessa aallossa alkion
maksa tuottaa kudoksiin makrofageja. Syntymién jélkeen makrofagien tuotanto siirtyy luuytimeen. Téméd kuva on luotu
Biorender-ohjelmalla.

1.2.2 Kudoskohtaiset makrofagit

Kaikissa kudoksissa on kokoelma eri alkuperdé olevia makrofageja. Ndiden kudoskohtaisten
makrofagien alkuperd ja kulloinkin kudoksessa vallitsevat solujen viliset ja paikalliset signaalit
madrddvit niiden tarkat tehtdvit. Kudoskohtaiset makrofagit jaavit kudoksiin pysyvésti eivétka
palaa verenkiertoon tai siirry muihin kudoksiin*’.

Aivojen makrofagit eli mikrogliasolut ovat kehittyneet alkion ruskuaispussissa.
Luuydinperidiset makrofagit eivit korvaa mikrogliasoluja, vaan ne uusiutuvat itsenéisesti. Veri-
aivoesteen muodostuminen  vaikeuttaa ~muiden solujen kulkeutumista aivoihin.
Mikrogliasolujen tehtdviin kuuluu muun muassa hermoverkoston ylldpito ja hermopéitteiden
karsiminen*!. Mikrogliasolujen toimintahiiriét voivat olla osallisena Alzheimerin taudin ja

muiden sairauksien puhkeamisessa ja etenemisessid*’. Maksan Kuppfer-solut ja keuhkojen
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alveolaariset makrofagit ovat kehittyneet alkion maksassa. Kuppfer-solujen tehtdviin kuuluu
muun muassa myrkyllisten yhdisteiden poistaminen maksasta, raudan ja kolesterolin kierritys
sekd vanhojen punasolujen solusyonti. Alveolaariset makrofagit ovat plastisia ja tirkeitd
kudosten uusiutumisessa sekd puolustuksessa®*. Suoliston alkiokaudella kehittyneet makrofagit

korvautuvat tiysin luuytimen monosyyteilld jatkuvan uusiutumistarpeen vuoksi*.
1.2.3 Makrofagit ruskeassa rasvassa

Rantakarin tutkimusryhma Turun Biotiedekeskuksesta on osoittanut, ettd hiiren ruskean rasvan
makrofagit ovat perdisin alkiokauden maksasta ja noin viikon ikdisesta alkaen suurin osa niistd
korvautuu luuytimessd kehittyneilld makrofageilla (dataa ei vield julkaistu). Makrofagien
tehtivit kehittyvéssd ruskeassa rasvakudoksessa ovat vield epéselvid, mutta niiden oletetaan
toimivan viestinviejind sympaattisten hermojen ja ruskeiden rasvasolujen vililld. Tutkimukset
ovat osoittaneet makrofagien vaikuttavan ruskean rasvakudoksen ldmmdntuottoon ja hermojen
kehittymiseen seki toimintaan aikuisella hiirelld*>6.

Makrofagit vaikuttavat noradrenaliinin vapautumiseen ilmentdmélld PLEXINA4-proteiinia ja
tyrosiinihydroksylaasientsyymii (TyrH)*¢. Makrofagit voivat siidelld sympaattisten hermojen
kehitystd ruskeassa rasvakudoksessa PLEXINA4-pintaproteiinin  avulla. Ruskean
rasvakudoksen sympaattiset hermot ilmentdvit SEMAG6A-semaforiinia (semaphorin-6A),
johon PLEXINAA4 voi sitoutua. Sitoutuminen aiheuttaa sympaattisten hermojen vetdytymisen
poispiin heikentien kudoksen limméntuottoa®’. Tyrosiinihydroksylaasientsyymi on téirked osa
katekoliamiinien synteesid. PKA/CAMKII-signalointi aktivoi TyrH:n fosforylaatiota edistden
noradrenaliinin tuotantoa termogeneesin aktivoimiseksi*®. On my®os osoitettu, ettd interleukiini-
4 (IL-4) vaihtoehtoisesti aktivoisi makrofagit tuottamaan katekoliamiineja*’. Makrofagien
ilmentdmén tyrosiinihydroksylaasientsyymin tdrkeys noradrenaliinin vapautumisessa on
kiistanalainen. Sen poistaminen vaihtoehtoisesti aktivoiduista makrofageista ei vaikuttanut
hiirten limméntuottoon tai energian kulutukseen®®. Aikuisten hiirten ruskean rasvakudoksen
makrofagit ovat kiinnittyneitd sympaattisiin hermoihin ja sddtelevit noradrenaliinin
konsentraatiota kudoksessa hajottamalla sitd*’. Vaikka makrofagien tehtivii ei tarkasti tiedeti

kehittyvdssd ruskeassa rasvakudoksessa, jo alkiovaiheessa makrofagit ovat kiinnittyneitd

kudoksen kehittyviin sympaattisiin hermoihin (kuva 6).
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Sympaattiset hermot

Kuva 6. Whole mount -virjdys hiiren alkion ruskeasta rasvasta. Makrofagit ovat kiinnittyneind sympaattiseen
hermoverkostoon.

1.3 B3-adrenergisten reseptorien agonistit

Agonistit ovat ladkkeitd, jotka aktivoivat reseptorin sen luonnollisen ligandin sijasta. Koska 33-
adrenergiset reseptorit ruskeassa rasvakudoksessa aktivoituvat sympaattisten hermojen
vapauttamasta noradrenaliinista, agonistien rakenteet jéljittelevét osittain noradrenaliinin
rakennetta (kuva 7)°!. P3-adrenergisia reseptoreja sijaitsee myds muissa kudoksissa,
esimerkiksi virtsarakossa, syddmessé, verisuonissa ja aivoissa. 33-adrenergisten reseptoreiden
agonisteista etsitdéin hoitokeinoa lihavuuteen. Aktivoimalla vaihtoehtoisesti ruskean rasvan
lammontuotto agonistilla, ruskea rasva kuluttaisi energiaa edistden painonpudotusta. 3-
adrenergisten reseptorien agonistit ovat antaneet eldinkokeissa lupaavia tuloksia. Thmisilld
tutkimusta ovat hidastaneet agonistien huono biologinen hydtyosuus, selektiivisyys ja
mahdolliset kardiovaskulaariset sivuvaikutukset. Biologinen hyo6tyosuus kertoo siitd, kuinka
suuri osa ladkeannoksesta pddsee muuttumattomana verenkiertoon. Ongelmat kehitettyjen
agonistien selektiivisyydessd ihmisen f3-adrenergisille reseptoreille johtuu siité, ettd hiiren ja
thmisen reseptorit ovat noin 80 % identtisid. Kuten myds aiemmin mainittua, ihmisten ruskean
rasvan osuus koko kehon painosta on pieni. Haasteena on saada energian kulutus kasvamaan
agonistin avulla tarpeeksi suureksi, jotta painonpudotus olisi kdytdnnossd mahdollista. 3-

adrenergisten reseptorien agonisteja tutkitaan myos muidenkin sairauksien kuin lihavuuden
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hoitoon, esimerkiksi yliaktiivisen virtsarakon, masennuksen, drtyneen suolen oireyhtymén tai

aineenvaihdunnan hiirididen hoitoon>'.

Noradrenaliini
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Kuva 7. Noradrenaliinin ja kehitettyjen p3-adrenergisten reseptorien agonistien rakenteet.

1.3.1 CL316,243

Téssd tutkimuksessa kéytetty agonisti CL316,243 on 3-adrenergisten reseptorien aktivaattori,
joka on kehitetty hoitokeinoksi ylipainoon ja diabetekseen. Kyseistd agonistia kdytetdan laajasti
muun muassa jyrsijoilld vaihtoehtoisena ruskean rasvan aktivoijana kylmaialtistuksen sijaan.
CL316,243-agonisti on selektiivisempi hiirten ruskeassa rasvakudoksessa oleville [33-
adrenergisille reseptoreille kuin ihmisen. Jyrsijoilld sen on osoitettu vaikuttavan
perusaineenvaihduntaan ja lammontuottoon, sekd laskevan verensokeria ja stimuloivan
insuliinin eritystd. CL316,243-injektio vaikuttaa nopeasti aktivoiden ruskean rasvakudoksen
stimuloimalla cAMP:n muodostumista. Sen on osoitettu kasvattavan energian kulutusta ja

edistivin painonpudotusta lihavilla hiirilld>>3,
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1.3.2 Mirabegron

Mirabegron on ensimmiinen [3-adrenergisten reseptorien agonisti, joka on hyviksytty
ladkkeeksi yliaktiivisen virtsarakon hoitoon. Mirabegronilla on parempi selektiivisyys thmisten
3-adrenergisille reseptoreille kuin CL316,243:1la. Mirabegron indusoi valkoisen rasvan
ruskistumista eli ruskealle rasvalle tyypillisten markkereiden, kuten UCP1:n, ilmentymisti
valkoisessa rasvakudoksessa®*. Mirabegronin kliiniset kokeet ihmisten ruskean rasvan
aktivoijana ja hoitokeinona lihavuuteen jatkuvat. Kliinisissd kokeissa on saatu lupaavia
tuloksia, mutta on havaittu myos joitain ongelmia. Huolena on mahdolliset kardiovaskulaariset
sivuvaikutukset ja syddnrasituksen riski. Haasteena on myds se, ettd timénhetkistd hyvéiksyttya
annosmadrdd pitdisi nostaa, jotta ruskean rasvan energian kulutus kasvaisi tarpeeksi suureksi.
Pitkdaikainen mirabegron-hoito toimii paremmin kuin yksi akuutti annos, mutta siindkin
kohdataan haaste mahdollisesta reseptorien desensitisaatiosta eli reseptoreille kehittyviasté

sietokyvysti ldikemolekyylid vastaan>.
1.3.3 Muut

Vibegron on hyvéksytty Japanissa ja Yhdysvalloissa yliaktiivisen virtsarakon hoidossa.
Vibegron on vield selektiivisempi thmisten B3-adrenergisille reseptoreille kuin mirabegron ja
sen on myds osoitettu aiheuttavan vihemmin kardiovaskulaarisia haittavaikutuksia®.
Solabegronia ja Ritobegronia tutkitaan yliaktiivisen virtsarakon hoidossa. Solabegronin
potentiaalisuutta drtyneen suolen oireyhtymaén ja tyypin 2 diabeteksen hoidossa tutkitaan my®os.
Vibegronin ja Solabegronin potentiaalia lihavuuden tai metabolisten sairauksien hoidossa ei ole
vield tutkittu kattavasti’®. Amibegronia on tutkittu ensisijaisesti masennusliikkeeni. Useat
eldinkokeet osoittivat sen potentiaalisuuden masennuslidikkeend, mutta ihmisten kliiniset
kokeet keskeytettiin huonon vasteen takia. Huono vaste johtunee siité, ettei aivoissa ole paljoa
3-adrenergisia reseptoreita. Amibegron oli ensimmaéinen suun kautta annosteltava aktiivinen
3-adrenergisten reseptorien agonisti, joka ldpdisi veriaivoesteen. Amibegronin toiminta on

UCP1-riippuvaista, jolloin se voisi toimia ruskean rasvan aktivoijana®’.
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1.4 Tutkimuksen tavoitteet

Ruskean rasvan immunologiaa ja sen solujen merkitystd ruskean rasvan kehitykselle ja
toiminnalle ei vield tunneta. Ruskeaan rasvaan liittyva tutkimus keskittyy télla hetkelld padosin
aikuisen ruskean rasvan aktiivisuuden tutkimiseen ja sithen, miten tdtd tietoa voitaisiin kayttaa
lihavuuden hoitokeinojen kehityksessd. Téarkedd on myo0s tutkia ruskean rasvakudoksen
kehitysti ja etenkin kasvuvaiheen sditelytekijoitd ehkdisemédn lasten lihavuutta ja sitd kautta
myos aikuisidn lihavuutta. Tutkimalla ruskean rasvan kehityksen mekanismeja, nditd samoja
mekanismeja voitaisiin mahdollisesti tulevaisuudessa hyodyntda aikuisellakin ruskean rasvan
aktiivisuuden lisddmisessd muokkaamalla makrofagien toimintaa.

Pro gradu -tutkielman tarkoituksena oli optimoida ruskean rasvakudoksen aktiivisuuden
muokkausta ja mittausta vastasyntyneilld hiiren poikasilla ja selvittdd, miten makrofagien puute
vaikuttaa ruskean rasvan kehitykseen ja toimintaan. Noradrenaliinilla ja B3-adrenergisilla
reseptoreilla on tirked rooli ruskean rasvan aktivoitumisessa, jonka takia tutkielman tavoitteita

olivat:

1. Kehittdd ja optimoida kvantitatiivinen MRM-menetelmé sekd niytteiden késittely
protokolla ruskean rasvan noradrenaliinin konsentraation mittausta varten.

2. Madrittdd noradrenaliinin  konsentraatio ruskeasta rasvakudoksesta erilaisilta
hiirimalleilta ja eri-ikdisiltd hiirilta.

3. Optimoida [B3-adrenergisten reseptorien agonistin (CL316,243) injektioprotokolla

vastasyntyneille hiirille.
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2 Materiaalit ja menetelmat

2.1 Hiiret

Ty0ssa kéytettiin hiirid yleisesti kdytetystd sisésiittoisesta C5S7BL/6NR;j (6N, Janvier Labs) ja
hybriditaustaisesta Plvap poistogeenisestd (Plvap™!'S3™) kannoista. Hiiret kasvatettiin
standardiolosuhteissa Turun yliopiston koe-eldinkeskuksessa. Huoneiden ilmankosteus oli 55
% £15 % ja lampdatila +21°C £3°C. Valorytmi oli normaali, 12 h valoa (klo 07.00-19.00) ja 12
h pimedd. Eldimilld oli jatkuvasti saatavilla ruokaa ja vettd. Kaikki eldinkokeet suoritettiin
Suomen aluehallintaviraston hyvdksymin tavoin (hankelupanumero 23546/2023) ja EU-
lainsdédddnnon mukaisesti noudattaen EU-direktiivid 2010/63/EU.

Plvap poistogeenisti hiirikantaa ylldpidettiin  heterotsygoottisena  (Plvap™), = silld
homotsygoottisena poistogeenisend (Plvap™) genotyyppi on letaali noin 4-8 viikon idssa.
Heterotsygoottien vanhempien jilkeldisten genotyyppi selvitettiin korvapaloista eristetyn
DNA:n avulla. Poikaset maédritettiin joko homotsygooteiksi plvap-poistogeenisiksi (engl.
knock-out, KO, Plvap”), homotsygooteiksi villityypin hiiriksi (engl. wild type, WT, Plvap™")
tai heterotsygooteiksi hiiriksi (engl. heterozygous, hez, Plvap™"). Tissi tutkimuksessa kiytettiin
homotsygootteja poistogeenisid (Plvap”™, KO) hiirid ja kontrollina saman poikueen
homotsygootteja villityyppeja (Plvap™*, WT), joilla on tiysin normaali, toimiva plvap
(plasmalemma vesicle associated protein) -geeni homotsygoottisena. Plvap”-hiirilli
alkiokaudella maksassa kehittyvit makrofagit eivit piise kulkeutumaan kudoksiin (kuva 8)°%.
Lapaluiden vilissd sijaitsevaa ruskeaa rasvakudosta keréttiin yhden pdivin, kolmen pidivén ja
viikon ikadisiltd Plvap-hiiriltd noradrenaliinin konsentraation mittaamiseen. 6N hiirid kdytettiin
aCSF1-vasta-ainekdsittelyn ja  B3-adrenergisten  reseptoreiden  agonisti-injektioiden
(CL316,243) kokeissa. Vasta-ainekdsitellyiltd yhden viikon ikdisiltd 6N hiiriltd kudokset
keréttiin virtaussytometrisiin analyyseihin sekd noradrenaliinin mittaamiseen. Yhden viikon
ikdiset hiiret nukutettiin isofluraanihdyrylld ennen lopettamista dekapitaatiolla. Kéytetty
eldinten anestesia-aine isofluraani oli Piramal Healthcaren valmistama (Northumberland, Iso-
Britannia). Lopetuksen jdlkeen tarvittavat kudokset preparoitiin ja kdytettiin tuoreeltaan joko
noradrenaliinin mittaamiseen tai virtaussytometrisiin analyyseihin. Alle viikon ikéiset Plvap-

hiiret ja agonisti-injektiokokeissa kaytetyt 6N hiiret lopetettiin dekapitaatiolla.
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Ruskuais- Alkion Luuydin  Ruskuais- Alkion Luuydin
pussi maksa pussi maksa

Kuva 8. Plvap™-hiireltd puuttuu alkiokaudella maksassa kehittyneet makrofagit. Tdmé kuva on luotu Biorender-ohjelmalla.

2.2 Noradrenaliinin konsentraation mittaus ruskeasta rasvasta

Ruskean rasvakudoksen ldmmontuotto aktivoituu sympaattisten hermojen erittimasta
noradrenaliinista. Makrofagien oletetaan sditelevin tai toimivan viestinviejind sympaattisten
hermojen ja ruskeiden rasvasolujen vililld. Téssa tutkielmassa makrofagien vaikutusta ruskean
rasvan lammontuottoon tutkittiin muun muassa mittaamalla noradrenaliinin konsentraatiota
makrofagipuutteisesta ruskeasta rasvakudoksesta.

Noradrenaliinin konsentraation mittaamiseen ruskeasta rasvasta kehitettiin kvantitatiivinen
MRM-menetelmd LC-MS laitteistolle. LC-MS-analyysin alussa ndyte johdetaan
nestekromatografian kolonnin ldpi, jossa ndytteen sisdltdimét yhdisteet erottuvat toisistaan.
Tdmidn jilkeen massaspektrometrissa yhdisteet ionisoidaan ja kithdytetddn massa-
analysaattorin 1dpi. Kolmoiskvadrupolimassaspektrometrissa ensimméinen kvadrupoli erottaa
syntyneistd ioneista halutun prekursori-ionin (&iti-ionin). Prekursori-ioni ionisoidaan ja
fragmentoidaan keskimmdiisessd kvadrupolissa. Syntyneet tuoteionit kulkevat kolmannen
kvadrupolin 1dpi. Tuoteionit analysoidaan viimeisen kvadrupolin jdlkeen sijaitsevalla
detektorilla ja tuloksista koostetaan massaspektriksi kutsuttu kuvaaja. MRM eli usean reaktion
seuraaminen (eng/. multiple reaction monitoring) on massaspektrometriassa kaytettava
analyysimenetelmd, joka mahdollistaa tiettyjen yhdisteiden tunnistamisen ja kvantitoinnin
ndytteestd. Sisdisen standardin kdyttd ndytteisséd ja optimoidun standardisuoran laimennoksissa

tekee menetelmén kvantitatiivisuudesta luotettavamman.
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Noradrenaliinin konsentraation méérittimiseen verestd, virtsasta ja aikuisten hiirten ruskeasta
rasvasta on kehitetty erilaisia LC-MS -menetelmii*’%°, Titi ei ole kuitenkaan tehty Turun
yliopistossa, eikd julkaistua menetelmdd vastasyntyneiden hiirten ruskean rasvakudoksen
noradrenaliinin konsentraation mittaamiseen ole tehty. Téssd tutkielmassa kaytetyn
menetelmin kehittdminen aloitettiin siis kirjallisuuskatsauksella, josta 10ydettiin muun muassa

ioniparireagenssin kiyttd noradrenaliinin retentioajan pidentamiseksi.
2.2.1 Kaytetyt reagenssit

Massa-analyyseisséd kiytetty LC-MS-laatuinen vesi ja metanoli oli Honeywellin valmistamia
(Seelze, Saksa). LC-MS-laatuinen muurahaishappo oli VWR:n valmistama (Fontenay-sous-
Bois, Ranska). Sisdisend standardina kéytetyn deuteroidun (£) -noradrenaliini-d6 valmistaja oli
Cerilliant Corporation (Round Rock, Texas, Yhdysvallat). Noradrenaliiniliuoksiin, joiden
avulla madritettiin standardisuora, kdytetyn kiintein noradrenaliinin valmistaja oli Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri, Yhdysvallat). Testatun HSA ioniparireagenssin valmistaja oli

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, Yhdysvallat).
2.2.2 Laitteisto ja datan analysointi

Kaikissa noradrenaliinin mittausanalyyseissd kaytettiin Agilent 6460 QqQ LC-MS laitteistoa,
joka koostui yhdistetyistd Agilent 1290 Infinity -nestekromatografista ja Agilent 6460 -
kolmoiskvadrupolimassaspektrometrista. Kehitetyssd ja optimoidussa MRM-menetelméssa
MS-laitteistossa kaytettiin séhkosumutusionisaatiota (ESI), jonka kapillaarijdnnite oli 2,5 kV ja
ionildhteen ldmpotila 100°C. Haihdutus-, suoja- ja tormiyskaasuna toimi typpi.
Haihdutuskaasun lampdétila oli 150°C ja virtausnopeus 4,0 1/min. Suojakaasun virtausnopeus
oli 12,0 I/min. Kéytetyn bifenyylikolonnin mitat olivat 2,1 x 100 mm ja partikkelikoko 1,7 pm.
Eluenttien virtausnopeus oli 0,4 ml/min ja injektion tilavuus oli aina 10 pl. Kdytetty gradientti
on kuvattu taulukossa 1. Eluentteina kaytettiin 0,1 % muurahaishapon vesiliuosta (A) ja 0,1 %
muurahaishapon metanoliliuosta (B). Dataa kerittiin kuuden minuutin ajalta. Kehitetyn
menetelmin prekursori-ioni oli 168,1 m/z ja sen tuoteionit olivat 150,1 m/z ja 123,0 m/z. Ndiden
ionien avulla pystyttiin karakterisoimaan retentioajalla 0,6 min esiintyva piikki noradrenaliinin
piikiksi. Kehitetyn MRM-menetelmén ionisaatioksi valittiin negatiivinen ionisaatio.

Mittaustulokset analysoitiin Agilent Masshunter Quantitative Analysis -ohjelmistolla. Tuloksia

kuvaavat kaaviot tehtiin Graphpad Prism (versio 10.2.2) -ohjelmistolla. Mittaustuloksille
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suoritettiin Mann-Whitneyn U-testi, joka kertoo kahden riippumattoman otoksen vilisen eron

merkittivyyden. Alle 0,05 p-arvoa pidettiin tilastollisesti merkitsevéna.

Taulukko 1. Kéytetty eluenttigradientti.

Aika (min) 0,1% HCOOH 0,1% HCOOH MeOH
(A, %) B, %)
0 95 5
1,0 95 5
2,0 85 15
3,0 0 100
4,0 0 100
4,1 95 5
6,0 95 5

2.2.3 Naytteiden kasittely

Néytteiden kasittelyprotokollaa ldhdettiin kehittiméén artikkelissa Wolf et al. (2017) kuvatusta
menetelmisti®’. Artikkelin menetelmissi kiytettiin eri liuotinta ja derivatisaatiota, jota tissi
tutkielmassa kehitetyssd menetelméssé ei kaytetty. Hiiren ruskea rasva keréttiin 1,5 ml Rino-
putkiin (Next Advance), jossa oli 100ul I1ppm sisdistd standardia metanolissa. Kudos
jaddytettiin kuivajddn avulla ja punnittiin. Néytettd saksittiin pienemmiksi paloiksi, minka
jalkeen putkeen lisdttiin ldpimitaltaan 0,5 mm zirkoniumoksidi kuulia. Kudos homogenisoitiin
Qiagenin TissueLyserilla kylméhuoneessa (4°C). Kun kudosta oli homogenisoitu noin 20 min,
ndytteeseen liséttiin 100l metanolia ja homogenisointia jatkettiin niin kauan, kunnes néyte oli
tdysin homogenisoitunut. Ndyte suodatettiin kdyttdmalld proteiinin saostukseen tarkoitettua 96-
kuoppalevyd (Merck) paineilman avulla. Suodatettu liuos pipetoitiin viaaleihin, joista
haihdutettiin metanoli pois typped ja ldmmitystd (40°C) kéyttden. Haihdutuksen jdlkeen

néytteet resuspensoitiin 20ul LC-MS laatuiseen veteen.
2.3 Infrapunavalokuvat

Infrapunavalokuvilla analysoitiin ruskean rasvan lampétilaa aCSF1-vasta-ainekasitellyilld ja
agonisti-injektoiduilla hiirilld. Esimerkiksi B3-adrenergisten reseptorien agonisti-injektion
toimiessa, ruskean rasvan ldmpdtilan pitdisi nousta injektion jdlkeen, miké kertoisi ruskean

rasvan aktivoitumisesta. Ldmpdtilan nousu havaittaisiin infrapunavalokuvista. Kuvausta
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edeltdvésti hiiret otettiin huoneenldmpoon laatikkoon, jossa jokaisella oli oma osionsa. Vasta-
ainekésiteltyjen hiirten ruskean rasvan ldmpdtilan annettiin stabiloitua 30 min ennen
infrapunavalokuvan ottamista. Agonisti-injektiokokeissa ruskean rasvan lampdtilan annettiin
stabiloitua 10 min ennen kontrollikuvan ottamista. Limpdkuvat otettiin myds 5 min, 10 min ja
15 min agonisti-injektion jélkeen. Infrapunavalokuvat otettiin FLIR T620bx (FLIR Systems
AB) lampdkameralla ja analysoitiin FLIR Thermal Studio -ohjelmalla (versio 2.0.11).

2.4 Makrofagien poistaminen kudoksesta aCSF1-vasta-ainekasittelylla

syntyman jalkeen
2.4.1 aCSF1-vasta-ainekasittely

aCSF1-vasta-ainekésittelylld tutkittiin, vaikuttaako ruskean rasvan makrofagien poistaminen
syntymin jélkeen ruskean rasvan toimintaan. CSF1 (engl. colony stimulating factor) stimuloi
makrofagien kasvua ja proliferaatiota®’. aCSF1-vasta-aine inhiboi titd kyseistd kasvutekijéa,
jolloin makrofagit pyyhkiytyvét pois kudoksesta. aCSF1-vasta-ainetta injektoitiin 150 pg
fosfaattipuskuroidussa suolaliuoksessa (PBS) yhden ja kolmen piivan ikdisiin hiiriin.
Injektiotilavuus oli 20 pl. Viiden pdivén ikdisiin hiiriin vasta-ainetta injektoitiin 200 pg
PBS:ssd. Injektiotilavuus oli 30 pl. Kontrollihiiriin injektoitiin  vastaavasti 1gG
(immunoglobuliini G) -vasta-ainetta. Kaikki injektiot injektoitiin intraperitoneaalisesti eli
hiiren vatsaonteloon. Kuuden pdivin ikdisend hiiristd otettiin infrapunavalokuvat edelld
kuvatulla tavalla (kts. 2.3 Infrapunavalokuvat). Kudokset keréttiin yhden viikon ikdisilté hiirilta

virtaussytometrisiin analyyseihin sekd noradrenaliinin konsentraation mittausta varten.
2.4.2 Virtaussytometria

Virtaussytometrialla voidaan tutkia esimerkiksi tiettyd solupopulaatiota, kuten tédssd
tutkimuksessa on tutkittu makrofageja ja niiden méédrdd kudoksessa vasta-ainekdsittelyn
jalkeen. Virtaussytometrisissa analyyseissd kerdtty kudosndyte hajotetaan mekaanisesti ja/tai
entsymaattisesti yksisolususpensioksi. Solususpensio virjdtddn fluorokromikonjugoiduilla
vasta-aineilla, jotka valitaan tutkittavan solupopulaation mukaisesti. Tdssd tutkimuksessa
solususpensio vdrjittiin  vasta-aineilla, jotka sitoutuvat makrofagien pinnalla oleviin
proteiineihin. Vérjitty solususpensio johdetaan virtaussytometrian virtauskammioon. Solut
kulkevat mittauskammiossa yksitellen lasersdteen kohdalle. Detektori detektoi valon sivu- ja
suorasirontaa sekd vasta-aineisiin konjugoituneiden virittyneiden fluorokromien emittoimaa

valoa. Kuvassa 9 on esitetty yksinkertaistetusti virtaussytometrian toimintaperiaate. Kéytetty
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laitteisto oli LSRFortessa-virtaussytometri (BD Biosciences) ja data analysoitiin FlowJo-

ohjelmalla (versio 10.10).

Kudosnaytteen hajotus '\
solususpensioksi

U

Solujen pintaproteiineihin
kiinnittyneista vasta-aineiden
fluocrokromeista emittoituva valo

Laseri o

| L — Valon sivu- ja
° @ suorasironta
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| .',.

® ‘!'
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Kuva 9. Virtaussytometrian toimintaperiaate. Kuva on luotu Biorender-ohjelmalla.

2.4.3 Kudosten kerays ja kasittely virtaussytometriaa varten

Virtaussytometrisiin mittauksiin kerédttiin yksiviikkoisilta aCSF1-vasta-ainekésitellyiltd hiiriltd
ruskea rasva. Kontrollikudoksena kerittiin kivekset, koska aCSF1-vasta-ainekasittelyn on
osoitettu poistavan sielti kaikki makrofagit®?. Ruskea rasva kerittiin kryoputkiin kylmiin
HBSS-liuokseen (Hanks’ Balanced Salt Solution), ja kudosten rakenne hajotettiin mekaanisesti
saksilla. Mekaanisen pilkkomisen jalkeen kudos hajotettiin entsymaattisesti kollagenaasi D:11a
(10 mg/ml) ja DNAasilla (2 mg/ml). Kudosniytteitd pidettiin 60 minuuttia +37°C:ssa ja
ravisteltiin manuaalisesti 15 minuutin vélein. Tdmén jilkeen néyte pipetoitiin edestakaisin
huolellisesti kudosmassan homogenisoimiseksi ja suodatettiin silkkikankaan (77 um) lépi 5 ml
ndyteputkeen. Naytteen solut sentrifugoitiin putken pohjalle (1006 g, 1,5 min). Supernatantti
eli pohjalle laskeutuneiden solujen ylle jadva liuos kaadettiin pois ja solut pestiin kerran 1 ml
HBSS-liuoksella pipetoiden edestakaisin. Ndyte sentrifugoitiin uudelleen ndyteputken pohjalle
ja supernatantti kaadettiin pois. Lopuksi ndytteeseen liséttiin 300 pl HBSS-liuosta samalla
pipetoiden néytettd edestakaisin. Ndyte suodatettiin uudelleen silkkikankaan l&pi uuteen 5 ml

ndyteputkeen ennen vasta-ainevérjdysta.
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Kivekset kerdttiin = 24-kuoppalevylle kylmdéin HBSS-liuokseen. Kiveksille tehtiin
samankaltainen mekaaninen ja entsymaattinen hajotus kuin yksiviikkoisten hiirten ruskealle
rasvalle. Kivesten rakenne hajotettiin mekaanisesti pinseteilld repimalld, minkd jilkeen
kudokset hajotettiin entsymaattisesti kollagenaasi D:11d (10 mg/ml) ja DNAasilla (2 mg/ml).
Kudosniytteitd pidettiin 30 minuuttia +37°C:ssa. Nayte pipetoitiin edestakaisin kudosmassan
homogenisoimiseksi ja suspensio suodatettiin silkkikankaan (77 um) ldpi 5 ml ndyteputkeen.

Naytteen solut sentrifugoitiin samalla tavalla kuin ruskean rasvakudoksen néytteet.
Nayteputken pohjalle jddneet solut pestiin 1 ml PBS-liuosta pipetoiden edestakaisin. Nayte
sentrifugoitiin uudelleen ndyteputken pohjalle ja supernatantti kaadettiin pois. Lopuksi

ndytteeseen lisattiin 300 pul PBS-liuosta samalla pipetoiden néytettd edestakaisin.
2.4.4 Solujen vasta-ainevarjays

Kudoksista eristetyt solut siirrettiin 96-kuoppalevylle ja sentrifugoitiin ndytekaivon pohjalle
(1500 rpm, 3 min, Eppendorf Centrifuge 5810 R). Koska vasta-aineet ovat taipuvaisia
epéspesifiseen sitoutumiseen kuolleissa soluissa, solut vérjittiin ensin eldvasolumarkkerilla
(Live eFluor™780), joka laimennettiin suhteessa 1:1000 PBS:din (30 minuuttia).
Eldvésolumarkkeri virjdé kuolleet ja kuolevat solut, milloin ne pystytién erottamaan eldvista
soluista ja jattdmadn analysoitavien solujen ulkopuolelle. Sitoutumaton vériaine pestiin pois
EPICS I:11a (250 pl/kaivo). Vasta-ainevirjayksessa kdytettyjen EPICS-liuosten valmistusohjeet
on esitetty liitteissd. Pesut EPICS I:114 tehtiin kaksi kertaa ja niiden vélissd solut sentrifugoitiin
ndytekaivon pohjalle (1500 rpm, 3 min), supernatantti heitettiin pois ja soluja pipetoitiin
edestakaisin pesuliuoksessa. Naytteitd pidettiin 5 minuuttia Fc-blokissa (CD16/32) vasta-
aineiden epdspesifisen sitoutumisen estdmiseksi. Tamédn jidlkeen solut resuspensoitiin 100 pl
vasta-aine-EPICS I -liuokseen. Tutkimuksessa kdytettyjen vasta-aineiden tarkemmat tiedot on
esitetty taulukossa 2. Vasta-aineiden annettiin sitoutua 30 minuuttia, jonka jilkeen ndytteet
pestiin EPICS L:114 (250 pl/kaivo) samalla tavalla kuin edelld. Niytteet pidettiin koko vasta-
ainevérjiyksen ajan jiilla ja valolta suojattuna. Varjdyksen lopuksi solut fiksattiin EPICS fix -
liuoksella (250 pl/kaivo) ja ndytteet sdilytettiin +4°C:ssa. Virjdtyt ndytteet analysoitiin

vuorokauden kuluessa vérjayksesta.
2.4.5 Kaytetyt reagenssit

Makrofagien poistamiseen kudoksesta kdytetyn vasta-aineen aCSF1 ja kontrollina kdytetyn

1gG valmistaja oli Bio X Cell (Lebanon, New Hampshire, Yhdysvallat). Fosfaattipuskuroidun
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suolaliuoksen (PBS) valmistaja oli Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, Yhdysvallat).
Virtaussytometrisissa analyyseissd kdytetyn HBSS-liuoksen ja kudosten entsymaattiseen
hajotukseen kidytettyjen entsyymien valmistajat olivat Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri,
Yhdysvallat). Solujen vasta-ainevirjayksessd kdytetyn eldvadsolumarkkerin valmistaja oli
eBioscience (Santa Clara, Kalifornia, Yhdysvallat). Muiden vasta-ainevirjdyksessé kéytettyjen
vasta-aineiden valmistajat olivat BioLegend (San Diego, Kalifornia, Yhdysvallat), BD
Bioscience (Franklin Lakes, New Jersey, Yhdysvallat), eBioscience (Santa Clara, Kalifornia,
Yhdysvallat), BioRad (Hercules, Kalifornia, Yhdysvallat) ja Bio X Cell (Lebanon, New
Hampshire, Yhdysvallat). Taulukossa 2 on esitetty virtaussytometrisissa analyyseissé

kéytettyjen vasta-aineiden yksityiskohdat.

Taulukko 2. Virtaussytometriassa kaytetyt fluorokromikonjugoidut vasta-aineet.

Isdnta Valmistaja ja Laimennos-
Antigeeni Fluorokromi
-eldin tuotenumero suhde
CD16/32 - hiiri InVivoMab #BE0307 1:100
CD11b BV786 rotta BD 740861 1:200/1:400
CDl11c BV605 hamsteri BioLegend 117333 1:200
CD45 PerCP-Cy5,5 rotta BD 550994 1:200
CD64 PE hiiri BioLegend 139304 1:200
CD115 Pe-Cy7 rotta eBioscience 25-1152-82 1:400
CD163 APC rotta BioLegend 155306 1:500
BV650 BioLegend 141723
CD206 rotta 1:200
Pe/Dazzle BioLegend 141732
CX3CR1 BV650 hiiri BioLegend 149033 1:200
A647 BioRad MCA497A647 1:100
F4/80 rotta
A488 eBioscience 53-4801-82 1:200
LY6C BV421 rotta BD 562727 1:200
A488 BD 562352 1:500
MHCII rotta
BV711 BD563414 1:400
P2RY12 A488 rotta BioLegend 848015 1:200

TIM4 PE-Cy7 rotta BioLegend 130010 1:200
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2.5 p3-adrenergisten reseptorien agonistin (CL316,243) injektiot

33,6365 mutta ei

CL316,243-agonistin injektioprotokolla on aikaisemmin optimoitu aikuisille hiirille
vastasyntyneille. Tdmén tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia vastasyntyneiden hiirten ruskean rasvan
toimintaa, minkd takia pédtettiin optimoida kyseinen protokolla alle viikon ikéisille hiirille.
Infrapunavalokuvat otettiin aiemmin kuvatulla tavalla (kts. 2.3 Infrapunavalokuvat). Glukoosiliuosta
annettiin samalla tavalla kuin artikkelissa Tremblay et al. (2017)%. Sokeriliuos syétettiin pipetilla hiiren
suuhun kontrollikuvan jélkeen ennen agonisti-injektiota. Hiirille annettava glukoosimééré oli 0,1 - 0,2
g/kg. Hiirille sydtettdvan glukoosiliuoksen tilavuus suhteutettiin hiirten painoon. Glukoosiliuoksen
valmistaja oli Baxter (Deerfield, Illinois, Yhdysvallat). Agonistia injektoitiin 20 ul 1 mg/kg tai 0,5
mg/kg PBS:ssi intraperitoneaalisesti. Agonisti-injektioihin kdytetyn kiintein CL316,243 valmistaja oli
Tocris (Bristol, Iso-Britannia). Kontrollihiireen ei injektoitu agonistia, vaan pelkkdd suolaliuosta.
Kokeiden loputtua hiiret lopetettiin dekapitaatiolla ja verensokeri mitattiin joko hidnnén verisuonesta,
suoraan syddmestd tai dekapitaatiosta saadusta verestd. Verensokerin mittaukseen kéytettiin Contour
XT verensokerimittaria (BAYER) sekd Contour next verensokeriliuskoja (BAYER). Tuloksia
kuvaavat kaaviot tehtiin Graphpad Prism (versio 10.2.2) -ohjelmistolla. Mitatuille

verensokeriarvoille suoritettiin Mann-Whitneyn U-testi. Alle 0,05 p-arvoa pidettiin tilastollisesti

merkitsevina.
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3 Tulokset

3.1 Noradrenaliinin konsentraation mittaus ruskeasta rasvasta

3.1.1 MRM-menetelman standardisuoran optimointi ja ioniparireagenssin

tarpeellisuuden tutkiminen

Noradrenaliinin ~ standardisuora  konsentraation — mdéérittdmiseksi  tehtiin  kiintedstd
noradrenaliinista. Noradrenaliinia punnittiin 10 mg ja se liuotettiin 10 ml LC-MS-laatuiseen
veteen. Kantaliuoksesta tehtiin laimennos, jonka pitoisuus oli Ippm eli sama kuin kéytetylld
sisdiselld standardilla. Kyseisestd laimennoksesta tehtiin laimennossarja, jonka jokaiseen
néytteeseen pipetoitiin lopuksi 100 pl 1 ppm siséistd standardia metanolissa. Laimennossarjasta
méidritettiin ~ jokaisen ajon yhteydessd noradrenaliinin kvantitoimiseen kéaytettdva

standardisuora Agilent Masshunter Quantitative Analysis -ohjelmistolla (kuva 10).

Noradrenaliini, MRM

w
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w

y=38,711x - 0,0651
R?=0,9958

Relative response
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0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5 0,55
Relative concentration (ppm)

Kuva 10. Noradrenaliinin konsentraation médrittdmiseen kéytetty standardisuora.

Noradrenaliinin konsentraation méaarittimisessd biologisista ndytteistd LC-MS -menetelmia
kéyttden on osoitettu olevan monia haasteita. Ongelmia ovat noradrenaliinin lyhyt retentioaika,
yhdisteen epéstabiilius, valoherkkyys ja matalat konsentraatiot. Ndytteen derivatisoinnin tai
ioniparireagenssin kiiytdn on osoitettu pidentiviin yhdisteen retentioaikaa>-%’. Menetelmii
kehitettdessd  testattiin  ioniparireagenssina  1-heptaanisulfonihapon  natriumsuolan

monohydraattia (HSA), jota on kiytetty noradrenaliinin retentioajan pidentimiseksi®.
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Ioniparireagenssin lisddminen tekee ndytteen yhdisteet varauksettomiksi ja ndin syntyneen
poolittoman yhdisteen retentioaika kasvaa. loniparireagenssin voi lisdtd joko ajoliuokseen tai
suoraan ajettavaan nidytteeseen ndytteiden kasittelyn viimeisessd vaiheessa, kuten téssa
tutkimuksessa tehtiin. Ioniparireagenssia testattiin kolmella eri konsentraatiolla, testattujen

ndytteiden tiedot ja havaittu retentioaika on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3. Ioniparireagenssin testindytteiden tiedot.

Noradrenaliinin HSA:n konsentraatio 0,5% Retentioaika (min)
konsentraatio niytteessi muurahaishapon vesiliuoksessa
(ppm) (mmol/l)
1 3,5 0,606
1 17,5 0,615
1 35,0 0,725

Testindytteiden havaitut piikit on esitetty kuvassa 11. HSA:n ei havaittu pidentdvin
retentioaikaa merkittavésti. Korkeammilla pitoisuuksilla (35,0 mmol/l) havaittiin piikin
jakautuminen, jonka on osoitettu olevan yksi ioniparireagenssin kdyton haasteista ja

%, loniparireagenssi HSA:ta piitettiin olla kéyttimittd edelld

vaikeuttavan analyysid’
mainittujen havaintojen takia ja koska kehitetylld menetelmilld pystyttiin luotettavasti

kvantitoimaan noradrenaliini ilman ioniparireagenssiakin.
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Kuva 11. loniparireagenssin testindytteiden havaitut piikit.

3.1.2 Alkion maksassa kehittyvien makrofagien puutteen vaikutus noradrenaliinin

konsentraatioon ruskeassa rasvakudoksessa

Plvap”-hiirilli on osoitettu ruskean rasvakudoksen limméntuoton olevan heikentynyt.
Noradrenaliini on tdrkeéd osa ruskean rasvan aktivoitumista, joten syytd makrofagipuutteisen
hiiren ldmmontuoton heikentymisestd tutkittiin noradrenaliinin konsentraatiosta kudoksessa.
Yksiviikkoisilta Plvap-hiiriltd kerdtyt nidytteet késiteltiin kehitetyllda protokollalla ja
noradrenaliinin konsentraation mittaukset suoritettiin optimoidulla kvantitatiivisella MRM-

menetelmédlld. Molemmat menetelmit todettiin toimiviksi ja noradrenaliinin konsentraation
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mittaustulokset yksiviikkoisilta Plvap-hiiriltd on esitetty kuvassa 12. Noradrenaliinin
konsentraatiossa Plvap™- ja WT-hiirien vililld ei ollut tilastollisesti merkittivii eroa (p-arvo

0,4127), vaikka pientd alenemaa oli havaittavissa.
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Kuva 12. Noradrenaliinin konsentraation mittaustulokset yhden viikon ikéisten Plvap-hiirten ruskeasta rasvasta (ns = not
significant).

Plvap™-hiiriltd puuttuu alkiokaudella maksassa kehittyvit makrofagit, mutta alkiokaudella
ruskuaispussissa ja syntymdn jilkeen luuytimessd kehittyvdt makrofagit kehittyvit ja
kulkeutuvat kudoksiin normaalisti>®. Syntymiin jilkeen noin yhden viikon ifissi luuytimessi
kehittyvdt makrofagit alkavat korvaaman alkiokaudella kehittyneitd makrofageja ruskeassa
rasvakudoksessa. Ndmé makrofagit todenndkdisesti hoitavat tehtdvinsd kudoksessa, jolloin
noradrenaliinin  konsentraatiossa ei havaita merkittivad eroa yhden viikon idssd
makrofagipuutteisen ja WT-hiiren vélilld. Tédmin takia noradrenaliinin konsentraatiota
padtettiin mitata vield nuoremmilta hiiriltd, joilla luuytimessé kehittyneet makrofagit eivét olisi
vield kulkeutuneet kudoksiin. Kehitetylld menetelmilld kokeiltiin mitata noradrenaliinin
konsentraatiota ruskeasta rasvasta yhden pdivén ikaisiltd (P1) hiiriltd, mutta menetelma ei ollut
tarpeeksi herkkd niin matalan konsentraation méérittdimiseksi (kuva 13). Kolmen pédivéin
ikdisiltd (P3) Plvap-hiiriltd onnistuttiin mittaamaan noradrenaliinin konsentraatio ja ndmé

mittaustulokset on esitetty kuvassa 14. Myoskddan kolmen péivin ikdisten Plvap”- ja WT-
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hiirten vélilla ei ollut tilastollisesti merkittdvéa eroa noradrenaliinin konsentraatiossa (p-arvo
0,3810). Yhden viikon ja kolmen péivin ikdisten hiirten mittaustuloksissa ei ollut yhtéén
tilastollisesti poikkeavaa arvoa, jotka olisi pitdnyt jattdd analyyseissd huomioimatta.

Alkiokaudella maksassa kehittyvien makrofagien puute heikentdd ruskean rasvan

lammontuottoa, mutta syy ei ole noradrenaliinin vapautumisessa sympaattisista hermoista.
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Kuva 13. Mitattu kromatogrammi ruskean rasvan néytteisté eri-ikdisiltd Plvap-hiirilta.
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Kuva 14. Noradrenaliinin konsentraation mittaustulokset kolmen péivén ikdisten Plvap-hiirten ruskeasta rasvasta (ns = not
significant).

3.2 Makrofagien poistaminen ruskeasta rasvasta syntyman jalkeen aCSF1-

vasta-ainekasittelylla
3.2.1 Virtaussytometrinen analyysi

Virtaussytometrilla varmistettiin makrofagien pyyhkiytyminen pois kudoksesta aCSF1-vasta-
ainekdsittelyn ~ jdlkeen.  Solupopulaatiot  analysoitiin ~ FlowJo-ohjelmalla  valon
sirontaominaisuuksien ja vasta-aineisiin konjugoitujen fluorokromien emittoiman valon
perusteella. Valon sivu- (SSC) ja suorasironnan (FSC) perusteella analyyseistd suljettiin pois
toisiinsa takertuneet ja jakautumassa olevat solut sekd soludebris. Analyysid jatkettiin
rajaamalla kuolleet solut pois. Tarkastelun kohteeksi rajattiin myeloidisista valkosoluista
(CD45+CD11b+  -solut)  F4/80+-makrofagit, jotka  jakautuvat vield  kahteen
makrofagipopulaatioon F4/80-ekspression mukaan. F4/80"-makrofagit ovat alkiokaudella
ruskuaispussissa kehittyneiti ja F4/80™-makrofagit ovat alkiokaudella maksassa kehittyneiti

makrofageja®® #6268 Virtaussytometrisen analyysiprosessin malli on esitetty kuvassa 15.
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Kuva 15. Solupopulaatiot rajattiin virtaussytometrisen analyysiprosessin mukaisesti. Analyysisté rajattiin pois soludebris ja
verisolut (A), soluduplikaatit (B) ja kuolleet solut (C). Tamén jilkeen tarkastelun kohteeksi rajattiin myeloidiset valkosolut (D
ja E). Lopuksi analysoitiin makrofagien méérié ruskeassa rasvakudoksessa (F).

Virtaussytometrisen analyysin perusteella aCSF1-vasta-ainekésittely onnistui. Kiveksesta
saatiin poistettua kaikki makrofagit ja ruskeasta rasvasta merkittivd méard makrofageja (kuva
16). Makrofagien méérdssa oli tilastollisesti merkittidvd ero kontrollin ja vasta-ainekdsittelyn
vilillda (ruskean rasvan p-arvo on 0,0136 ja kiveksen p-arvo on 0,0002). Rantakarin
tutkimusryhmd Turun Biotiedekeskuksesta on tehnyt useita kokeita ruskean rasvan
makrofagien poistamiseksi erilaisilla vasta-aineilla (dataa ei julkaistu). Niiden perusteella
ruskean rasvan makrofageja on hyvin vaikea poistaa kudoksesta vasta-ainekisittelylld, joten

tdmé koe oli niihin verrattuna hyvin onnistunut.
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Kuva 16. Virtaussytometrian perusteella vasta-ainekésittely on onnistunut, kudoksista on poistettu makrofageja syntymén
jélkeen.

3.2.2 Makrofagien poistamisen vaikutus ruskean rasvakudoksen toimintaan

Virtaussytometrisella analyysilld osoitettiin, ettdi aCSF1-vasta-ainekdsittely poisti ruskeasta
rasvakudoksesta makrofageja. Noradrenaliinin konsentraatio ja ruskean rasvakudoksen
lampotila méadritettiin vasta-ainekasitellyiltd hiiriltd, koska tutkittiin vaikuttaako makrofagien
poistaminen syntymdn jilkeen kudoksen toimintaan. Ruskean rasvan ldmpdtilan
mittaustulokset on esitetty kuvassa 17. Vaikka vasta-ainekdisiteltyjen ja kontrollihiirien ruskean
rasvan lampdtilassa on tilastollisesti merkittava ero (p-arvo 0,0452), lampdtilat jakautuvat
hyvin tasaisesti. Tuloksen tilastollinen merkitsevyys voi johtua siitd, ettd kontrollihiiren
ruskean rasvan ldmpdétiloissa on muutama ddripddarvo. Vaikka tulos on tilastollisesti
merkittidva, siitd ei voida luotettavasti vetdd johtopdétosta siitd, ettd makrofagien poistaminen
ruskeasta rasvakudoksesta syntymin jélkeen heikentdisi kudoksen ldmmontuottoa. Vasta-

ainekésittely on toistettu yhdeksén kertaa ja lampokuvien ottaminen kuusi kertaa.
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Kuva 17. Ruskean rasvakudoksen lampotila vasta-ainekasittelyn jilkeen.

Ruskean rasvan toimintaa aCSF1-vasta-ainekésittelyn jidlkeen tutkittiin myods mittaamalla
noradrenaliinin konsentraatio ruskeassa rasvassa (mittaustulokset on esitetty kuvassa 18).
Makrofagien poistaminen ruskeasta rasvasta syntymdn jilkeen ei aiheuttanut tilastollisesti
merkitsevdd eroa (p-arvo 0,4585) noradrenaliinin konsentraatioon makrofagipuutteisen ja
kontrollihiiren vélille. Ruskean rasvakudoksen ldmpdtilan ja noradrenaliinin konsentraation
mittaustuloksissa ei ollut yhtddn tilastollisesti poikkeavaa arvoa, jotka olisi pitdnyt jattdd
analyyseissd huomioimatta. Syntymén jidlkeen makrofagien pyyhkiminen pois kudoksesta ei
vaikuta ruskean rasvan aktiivisuuteen. Huomioon tiytyy ottaa se, ettd vasta-ainekisittelylld ei
pystytty poistamaan kaikkia makrofageja kudoksesta, kuten virtaussytometrinen analyysi

osoitti (kuva 16).
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Kuva 18. Noradrenaliinin mittaustulokset yhden viikon ikiisiltd vasta-ainekésitellyilté hiirilta.

3.3 PB3-adrenergisten reseptorien agonistin (CL316,243) injektiot

Tarkoituksena oli optimoida CL316,243-agonistin injektioprotokolla alle viikon ikadisille
hiirille niiden ruskean rasvan toiminnan ja aktivoitumisen tutkimiseen. Ensimmaéisessa
kokeessa agonistia injektoitiin 20 pul 1 mg/kg PBS:ssi kahteen neljd pdivdd vanhaan
naarashiireen. Lidmpdkuvat otettiin ennen injektiota (0 min), ja 5 min, 10 min ja 15 min
injektioiden jélkeen. Tarkoituksena oli ottaa infrapunavalokuvat myds 30 min ja 60 min
injektioiden jdlkeen, mutta hiiret osoittivat hypotermian oireita, jolloin ne asetettiin
lampomatolle. Odotettua lampdotilan nousua ei havaittu (kuva 19). Hypotermian oireet johtuivat
mahdollisesta agonistin yliannostuksesta. Yliannostukseen viittasi myods nopea verensokerin
lasku, joka ndkyi hiirten normaalia runsaampana virtsaamisena. Agonistin konsentraatiota
paitettiin laskea seuraavaan kokeeseen, jotta edelld mainituilta yliannostuksen oireilta

valtyttéisiin.
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Kuva 19. Ensimmadisen 3-agonisti-injektiokokeen infrapunakuvat ja ruskean rasvakudoksen ldmpétilan muuttuminen kokeen
aikana kuvaajalla havainnollistettuna.

Toiseen toistoon agonistin konsentraatio laskettiin 0,5 mg/kg. Toisessa kokeessa agonistia
injektoitiin kahteen yhden péivén ikdiseen hiireen ja pelkkdi suolaliuosta yhteen samanikéiseen
hiireen. Hiirilld e1 ollut maitotdpldd mahassa, joka tarkoittaa sitéd, ettd emo ei ollut syottinyt
niitd. Tdmén on osoitettu vaikuttavan negatiivisesti ruskean rasvan ldmmaontuottoon eli emon
pitisi syottidd, jotta ruskean rasvan limmdntuotto voisi luonnollisesti aktivoitua®. Koe

lopetettiin jo 10 min injektioiden jélkeen, koska hiiret muuttivat vériad sinertdvéksi, ne olivat



34

passiivisia ja tdrisiviat. Ladmpdkuvista havaittiin ruskean rasvan lampoétilan nousu 5 min

injektioiden jilkeen (kuva 20), miké johtui todenndkdisesti agonistista. Koetta ei kuitenkaan

voi selvastikddn tehda ndin nuorilla hiirillda muiden sivuoireiden takia.
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Kuva 20. Toisen 3-agonisti-injektiokokeen infrapunakuvat ja ruskean rasvakudoksen ldmpétilan muuttuminen kokeen aikana
kuvaajalla havainnollistettuna.

Kolmannessa toistossa agonistia injektoitiin 0,5 mg/kg kahteen ja suolaliuosta yhteen viisi
pdivdd vanhaan naarashiireen. Infrapunakuvat otettiin kuten ensimmdiisessd toistossa ja
verensokeri pditettiin mitata joko hdnndn verisuonesta tai suoraan syddmestd. Verensokeri
mitattiin, koska haluttiin osoittaa sivuoireiden (runsaampi virtsaaminen, passiivisuus,
tdriseminen) johtuvan agonistin aiheuttamasta verensokerin laskusta. Verensokeri yritettiin
mitata heti dekapitaation jdlkeen, mutta hidnndn verisuonen I0ytdminen todettiin
mahdottomaksi. Verensokeri mitattiin syddmestd saadulla verelld ja tulokset ovat esitetty
taulukossa 4. Mitatut verensokeriarvot eivit ole luotettavia, koska mittaukset tapahtuivat

viiveelld dekapitaatiosta. Odotettua lampdtilan nousua ei mydskéédn havaittu (kuva 21).
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Taulukko 4. Verensokerimittauksen tulokset agonisti-injektion jalkeen.

Nayte Mitattu verensokeri (mmol/l)
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Kuva 21. Kolmannen B3-agonisti-injektiokokeen infrapunakuvat ja ruskean rasvakudoksen ldmpétilan muuttuminen kokeen
aikana kuvaajalla havainnollistettuna.
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Neljannessd toistossa verensokerin nopeaa laskua yritettiin ehkéistd syOttdmalld hiirille
glukoosiliuosta ennen injektiota. Syotetty glukoosiliuos toimii myds samalla kivun
lievityksend. Neljdnnessd toistossa agonistia injektoitiin 0,5 mg/kg kolmeen ja pelkkdd
suolalivosta kolmeen viisipdivdiseen hiireen. Kuvassa 22 on esitettynd neljadnnen toiston
lampokamerakuvat. Kuvista havaitaan, ettd ensimmadisend injektoidun hiiren ruskean rasvan
lampotila on laskenut (1), toisella agonisti-injektoidulla hiirelld ruskean rasvan lampétila on
noussut (2) ja kolmannella lampdétila on pysynyt samana (3). Tulokset ovat lupaavia, mutta
eividt anna varmuutta injektioprotokollan optimoinnin onnistumisesta. Hiirelld, joka osoitti
ruskean rasvan aktivoitumisen merkkejé, oli haastava injektio (2). Ldmpdtilan nousu voi myds
johtua siité, ettd sitd pidettiin kauemmin kddessd, jolloin hiiren ldampdétila kohosi 1ampétilan
stabiloimisen jilkeen. Toisaalta myds ensimmadisend injektoidun hiiren injektiosta oli kulunut
enemmin kuin 5 minuuttia kuvanottohetkelld, jolloin agonistin nopean vasteen takia,
mahdollinen ldmpdétilan nousu jdi ndkemittd (1). Kokeen lopussa hiiriltd mitattujen
verensokeriarvojen keskiarvot on esitetty taulukossa 5. Verensokerin mittaaminen oli myds
haastavaa, jonka takia kaikilta ei saatu sitd mitattua. Verensokeri paitettiin mitata
dekapitaatiosta saadulla verelld ja se mitattiin samasta hiirestd kolme kertaa, jotta tulos olisi
mahdollisimman luotettava. Edelleen neljannessd toistossa oli samanlaisia haasteita kuin
alemmissa kokeissa, mutta se my0s antoi lupaavia tuloksia mahdollisen protokollan

optimoimisen onnistumisen kannalta.

Taulukko 5. Neljdnnen toiston verensokerimittauksen tulokset agonisti-injektion jélkeen

Nayte Ryhma Mitattujen verensokerien keskiarvo (mmol/l)
1 CL316,243 8,1
2 CL316,243 8,3
3 CL316,243 8,1
4 Kontrolli -
5 Kontrolli 6,8
6 Kontrolli 7,0
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Kuva 22. Neljénnen 3-agonisti-injektiokokeen infrapunakuvat. Hiirid 1-3 injektoitiin agonistilla ja hiiret 4-6 ovat
kontrolleja. Kuvaajalla on havainnollistettu ruskean rasvakudoksen ldmpétilan muutosta kokeen aikana.

Neljannessa toistossa havaitun lupaavan ldampdtilan nousun takia agonisti-injektioprotokollaa kokeiltiin
vield kerran. Viidennessi toistossa agonistia injektoitiin 0,5 mg/kg kolmeen ja pelkkdd suolaliuosta
kahteen viisipdivdiseen hiireen. Koe toteutettiin samalla tavalla kuin edellinen. Hiirille
syotettiin glukoosiliuosta ennen agonisti-injektiota, injektiot toteutettiin samanaikaisesti
kaikille kolmelle hiirelle ja verensokeri mitattiin kokeen loputtua. Mitatut verensokeriarvot

heittelevit, eikd niistd havaita selvdd agonistin aiheuttamaa rajua verensokerin laskua (taulukko
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6). Viidennessé toistossa ei edelleenkddn havaita ruskean rasvan lampoétilan nousua agonisti-

injektion jélkeen (kuva 23).

Taulukko 6. Viidennen toiston verensokerimittauksen tulokset agonisti-injektion jalkeen.

Niyte Ryhma Mitattujen verensokerien keskiarvo (mmol/l)
1 CL316,243 8.8
2 CL316,243 9,0
3 CL316,243 7,5
4 Kontrolli 10,4
5 Kontrolli 8,2
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Kuva 23. Viidennen 3-agonisti-injektiokokeen infrapunakuvat. Hiirid 1-3 injektoitiin agonistilla ja hiiret 4 ja 5 ovat
kontrolleja. Kuvaajalla on havainnollistettu ruskean rasvakudoksen ldmpétilan muutosta kokeen aikana.

Tédsséd tutkielmassa P3-adrenergisten reseptorien agonistin (CL316,243) injektioprotokollan
optimoiminen jdi kesken useiden haasteiden takia. Kuvassa 24 on esitetty kootusti
agonistikokeiden kaikkien hiirten ruskeiden rasvakudosten havaitut lampétilat. Kaavio osoittaa,
ettei odotettua lampdtilannousua tapahdu. Syynd voi olla, ettd hiiren vatsapuolelle
injektoitaessa agonisti  kulkeutuu vaikuttamaan virtsarakon reseptoreihin  ruskean

rasvakudoksen sijasta. Agonisti voi myds vaikuttaa matkalla ruskeaan rasvakudokseen laskien
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hiirten verensokerin nopeasti. Mitattujen verensokeriarvojen vililld ei kuitenkaan ole
tilastollisesti merkittdvai eroa agonisti-injektion ja kontrollin vélilld (kuva 24, p-arvo 0,8632).
Aikuisilla hiirilld CL316,243 aktivoi ruskeaa rasvakudosta, joten voi olla myds mahdollista,

ettd agonistin biologinen vaste alle viikon ik&isilla hiirilld on erilainen.
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Kuva 24. Tehtyjen agonistikokeiden hiirten ruskeiden rasvakudosten havaitut 1dmpétilat kootusti esitettyna.
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Kuva 35. Kokeissa mitatut verensokeriarvot esitettynd kaaviossa (ns = not significant).
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4 Tulosten tarkastelu

4.1 Hiirten kaytto mallielaimena

Hiirten kdyttd mallieldimend on perusteltua, mutta myds aikaa vievdd. Téssd tutkimuksessa
tutkittiin makrofageja ja niiden roolia ruskean rasvakudoksen toiminnassa. Makrofageja on
hankala tutkia in vitro, koska soluviljelméssa ei pystytéd yllépitdmééan oikeanlaista fysiologista
ympéristod, jolloin niiden fenotyyppi muuttuu erilaiseksi. Hiirten ruskean rasvakudoksen
samankaltaisuus ihmisten ruskean rasvakudoksen kanssa tekee siitd hyvén mallin ruskean
rasvakudoksen toiminnan tutkimiselle. Noradrenaliinin mittauksia ruskeasta rasvasta tehtiin
useita ja kaikkia mittauksia ei ole esitetty tdssi tutkielmassa, koska kyseisissd mittauksissa ei
ollut haluttuja poistogeenisid Plvap™- tai villityypin Plvap™~hiirid. Tutkimuksessa haasteena
oli oikean genotyypin saaminen syntyneestd pentueesta. Hiirten genotyyppi selvitetdin
aikaisintaan 10 pdivdn idssd, jolloin hiirten genotyyppid ei voitu tietdd etukdteen tdméin
tutkielman kokeissa. Homotsygoottisena poistogeeniseni (Plvap”") genotyyppi on letaali, joten
osa poistogeenisisti hiiristd voi syntya jo kuolleena. Plvap-hiirimallin ongelmana on my®os se,
ettd Plvap™-hiiren verisuonet alkavat vuotaa p/vap-proteiinin puuttumisen vuoksi. Verisuonien
vuotaminen voi myo0s vaikuttaa hiirten lammon siirtymiseen ruskeasta rasvasta, koska ruskean
rasvan tuottama lampd kulkeutuu ympéri kehoa verisuonten kautta. Poistogeenisen Plvap™-
hiiren voi tunnistaa ulkoisista piirteisti ennen genotyyppausta, mutta nekin voivat olla
huomaamattomia ja riippuvat yksilostd. Plvap”-hiirelle ominaisia piirteitd ovat turvonnut

olemus, mutka hdnnéssé ja pienempi koko verrattuna pentueen muihin poikasiin.
4.2 Noradrenaliinin konsentraation mittaus ruskeasta rasvasta

Kvantitatiivinen MRM-menetelméd noradrenaliinin konsentraation mittaamiseksi ruskeasta
rasvasta  saatiin  kehitettyd. =~ Menetelmén  ionisaatioksi  valittiin  negatiivinen
sahkdsumutusionisaatio. Prekursori-ionin 168,1 m/z ja tuoteioneiden 150,1 m/z ja 123,0 m/z
avulla retentioajalla 0,6 min esiintyva piikki karakterisoitiin noradrenaliinin piikiksi.
Kehitetylld menetelmdlld mitattiin eri-ikdisiltd Plvap-hiiriltd ja yksiviikkoisilta vasta-
ainekésitellyiltd hiiriltd ruskean rasvan noradrenaliinin konsentraatio. Noradrenaliinin
konsentraatioissa makrofagipuutteisen ja kontrollihiiren vililli havaittiin noradrenaliini
pitoisuuden alenema, mutta ero ei ollut tilastollisesti merkittiva.

Plvap™-hiirilti puuttuu alkiokaudella maksassa kehittyvit makrofagit ja niiden ruskean

rasvakudoksen ldmmontuoton on osoitettu olevan heikentynyt. Alkiokaudella ruskuaispussissa
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ja syntymin jdlkeen luuytimessd kehittyvdt makrofagit kuitenkin kehittyvét ja kulkeutuvat
kudoksiin normaalisti.’® Vasta-ainekisiteltyjen hiirten ruskeasta rasvakudoksesta ei pystytty
poistamaan kaikkia makrofageja. Kummassakin tapauksessa, kudokseen jadva pieni mééra
makrofageja todenndkdisesti hoitaa tehtivdnsd normaalisti, jolloin noradrenaliinin
konsentraatiossa makrofagipuutteisten ja tavallisten hiirten vélilld ei havaita merkittdvaa eroa.
Vasta-ainekdsitellyilld hiirilld huomioon pitéé ottaa myds se, ettd makrofagit ovat osallistuneet
normaalisti alkionaikaiseen kudoksen kehitykseen. Plvap-hiirten tapauksessa, syy
heikentyneeseen ldmmontuottoon ei ole noradrenaliinin méadrdssd, vaan jokin muun
termogeneesin tapahtumakaskadista on heikentynyt. Makrofagien poistamisella ruskeasta
rasvakudoksesta syntymén jilkeen ei havaittu olevan vaikutusta kudoksen toimintaan.

Noradrenaliinin konsentraation médrittdmiseen kehitetyn kvantitatiivisen MRM-menetelmén
mittaustulokset ovat luotettavia. MRM-menetelmin tarkoitus on karakterisoida ja kvantitoida
haluttu molekyyli néyteseoksesta. Menetelméd kehitettiin  kiintedlle noradrenaliinin
puhdasaineelle ja sen todettiin toimivan luotettavasti ruskean rasvakudoksen niytteille.
Menetelma on luotettava, koska tdssd tutkielmassa kehitetylld menetelmilld muun muassa
detektoidaan  samoja  ioneja  kuin  aikaisemmin  kirjallisuudessa  raportoiduilla

menetelmill#>®-%-70

, massakromatogrammeissa havaitut noradrenaliinin piikit ovat pinta-
alaltaan ja intensiteeteiltidn hyvid, sisdisen standardin kéyttd tekee menetelmén
kvantitatiivisuudesta luotettavan ja fragmenttien ionisuhteet ovat 50/50 (kuva 13).
Noradrenaliinin hajoaminen voi vaikuttaa ndytetuloksiin jonkin verran, mutta sen vaikutus on
minimoitu niytteiden pitdmiselld kylméssa ja ajon tapahtuessa samana péivédni kuin niytteiden

keruun ja késittelyn.
4.3 B3-adrenergisten reseptorien agonistin (CL316,243) injektiot

3-adrenergisten reseptorien agonistin (CL316,243) injektioprotokolla on aiemmin optimoitu
aikuisille hiirille®>%%°, Tissi tutkimuksessa kyseisti protokollaa yritettiin optimoida alle
viikon ikdisille hiirille niiden ruskean rasvan toiminnan ja sithen vaikuttavien tekijoiden
tutkimiseksi, siind kuitenkaan onnistumatta. Hiiret aloittavat runsaan virtsaamisen heti injektion
jalkeen, mikd voi johtua agonistin aiheuttamasta nopeasta verensokerin laskusta tai sen
vaikutuksesta virtsarakossa. Odotettua ruskean rasvakudoksen ldmpétilan nousua, joka kertoisi
sen lammontuoton aktivoitumisesta, ei havaittu.

Tarkoituksena oli, ettd injektioprotokollan optimoimisen jélkeen silld olisi tutkittu Plvap-hiirten
ruskean rasvan aktivoitumista. Plvap-hiirten ruskean rasvakudoksen noradrenaliinin

konsentraatioissa ei havaittu merkittdvdd eroa, joten tdlld agonisti-injektioprotokollalla olisi
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voitu tutkia, onko syy ruskean rasvan limmontuoton heikentymiseen sittenkin noradrenaliinia
sitovissa 3-adrenergisissa reseptoreissa.

3-adrenergisten reseptorien agonistin (CL316,243) injektioprotokollan optimointi ei
onnistunut. Protokollan optimointia olisi voitu jatkaa vaihtamalla intraperitoneaalinen injektio
eli vatsaonteloon injektoiminen subkutaaniseen injektioon. Subkutaaninen injektio on
ihonalainen injektio hiiren niskassa olevaan 16ysddn nahkaan. Subkutaanista injektiota
kuitenkin harvoin annetaan ndin nuorille hiirille, koska niilld ei ole yhtd paljon I6ysda
niskanahkaa kuin aikuisilla hiirilld. Se olisi kuitenkin paikallisempi injektio lapaluiden vélissa
olevan ruskean rasvakudoksen ldhelle, jolloin agonisti voisi helpommin kulkeutua haluttuun
paikkaan ja virtsarakon 3-adrenergiset reseptorit eivét aktivoituisi valttimatta yhtd helposti.
Tutkielman [(3-adrenergisten reseptorien agonistin (CL316,243) injektioprotokollan
optimointitulosten luotettavuuteen vaikuttaa moni asia. Agonisti-injektiot on vaikea toteuttaa
tdysin samanaikaisesti, jolloin infrapunakuvat eivit valttiméttd ole kaikkien hiirten kohdilla
otettu esimerkiksi tasan 5 minuuttia injektion jilkeen. Hiirten runsas virtsaaminen haittaa
infrapunakameran ldmpdtilan havaitsemista ja hiirten késitteleminen kuvien vilissd voi
vaikuttaa niiden ldmpdtilaan. Verensokeri mitataan dekapitaatiosta saadulla verelld, koska se ei
onnistu hdnnidstd eikd suoraan syddmestd ndin nuorilla hiirilld. Talloin veressd saattaa olla
mukana kudosnestettd, joka haittaa verensokerin mittausta. Kaiken kaikkiaan tutkielman
tulokset ovat luotettavia, koska injektiot kuitenkin pyritddn tekemdin mahdollisimman
samanaikaisesti, hiirid siirretddn puhtaisiin paikkoihin, késittely on hyvin lyhytaikaista ja

kudosnesteen mééra veressd on hyvin vihéinen.
4.4 Yhteenveto

Téssd tutkimuksessa pyrittiin optimoimaan hiiren poikasten ruskean rasvan aktiivisuuden
mittaamismenetelmid ja selvittimdidn makrofagien puutteen vaikutusta ruskean rasvan
kehitykseen ja toimintaan. Tavoitteina oli kehittdd MRM-menetelmd noradrenaliinin
konsentraation mittaamiseen ruskeasta rasvakudoksesta, mitata kehitettyd menetelméé kéyttiden
noradrenaliinin konsentraatio ruskeasta rasvasta eri hiirimalleilta ja eri-ikdisiltd hiiriltd ja
optimoida injektioprotokolla 3-adrenergisten reseptorien agonistille. Kvantitatiivisen MRM-
menetelmin kehittiminen noradrenaliinin mittaamiseksi onnistui, B3-adrenergisten reseptorien
agonisti-injektioprotokollan optimoiminen jai vield kesken.

Noradrenaliinin  konsentraation mittaukset ruskeasta rasvakudoksesta osoittivat, ettei
noradrenaliinin konsentraatiossa ole merkittivdd eroa makrofagipuutteisten ja tavallisten

hiirten vililli. Plvap”~-hiirilli ruskeaan rasvakudokseen jiivi vihiinen miiri ruskuaispussissa
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kehittyneitd makrofageja ja viikon idssd kudokseen kulkeutuvat luuytimen makrofagit hoitavat
tehtdvinsd normaalisti. Vasta-ainekisitellyilld hiirilld makrofagit osallistuvat normaalisti
alkiovaiheessa rasvakudoksen kehitykseen ja kudokseen jd4 makrofageja vasta-ainekasittelyn
jilkeen. Tamian takia vasta-ainekdasitellyilld hiirilld ruskean rasvakudoksen toiminnassa ei
havaita poikkeavaisuuksia.

3-adrenergisten reseptorien agonistin (CL316,243) injektioprotokollan optimoiminen jéi ajan
puutteessa kesken. Ajan riittdessd protokollaa olisi voitu vield optimoida enemmain sokerin

syottdmisen, verensokerin mittaamisen ja injektion paikan osalta.



5 Liitteet

5.1 Liuokset

EPICS PBS
1:10 10x PBS (BP399-4, Thermo Fischer Scientific) laimennettuna MilliQ-veteen

EPICS PBS 1
40 ml EPICS PBS
0,8 ml FCS (naudan sikioseerumi)

0,04 ml 4% NaNj3

EPICS FIX
20 ml EPICS PBS
0,54 ml 37% formaldehydi
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