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Lipolyysin tutkiminen hiiren adiposyyteillda in vitro
spektrofotometrian ja fluorometrian avulla

Opinnaytetydn tavoitteena oli maarittaa glyserolipitoisuudet adiposyyttien kasvatusliuoksesta.
Solunéytteet olivat peraisin villityypin hiiristd seka transgeenisista neuropeptidi Y:t& (NPY) yli-
ilmentavista hiirista. Transgeeniset hiiret olivat lihavampia kuin villityypin hiiret. Tutkittiin, onko
naiden hiirityyppien rasvasolujen lipolyysissa eroa toisiinsa verrattuna ja onko transgeenisten
hiirten beetavalitteinen lipolyysiaktiivisuus vahentynyt samalla tavoin kuin ylipainoisilla inmisilla.
Naytteet olivat basaaleja eli kasittelemattomia tai kasiteltyja NPY:lla tai isoprenaliinin eri
pitoisuuksilla. Tutkittin myos kyseisten laakeaineiden vaikutusta rasvan vapautumiseen. NPY
on keskushermostossa laajalti tuotettu vélittdjaaine ja sympaattisen hermoston valittajaaine,
joka vapautuu sympaattisista hermopéaatteistéa yhdessa noradrenaliinin kanssa.

Lipolyysin tutkimiseksi maaritysmenetelm& optimoitiin vertaamalla kolmea kaupallista Kitti&
spektrofotometrisesti ja/tai fluorometrisesti seké testaamalla deproteinisaatiokasittelya. Valittiin
detektioherkkyydeltddn tarkin menetelm&, jonka avulla naytteiden glyserolipitoisuudet
maaritettiin.

Taman opinnaytetyon toimeksiantaja oli Turun yliopiston Bioladketieteen laitos, jossa pyritaan
kehittamaan uusia NPY-systeemiin vaikuttavia laékehoitostrategioita tiettyjen tautien, kuten
kiihntyneen ateroskleroosin tai diabeettisen retinopatian, ehkaisemiseksi. Tama opinnaytetyd on
osa laajempaa tutkimusta (FM Laura Vahéatalon vaitoskirja), jossa tutkitaan NPY:n vaikutusta
ihmisen metabolisen oireyhtyman syntyyn hiirimallissa.

Tyossa kaytetyt kaupalliset kitit ja spektrofotometrinen sekd fluorometrinen menetelma eivéat
olleet riittAvan herkkida, jotta kaikkien naytteiden glyserolipitoisuudet olisi voitu maarittaa.
BioVisionin Free Glycerol Assay -kitin ja fluorometrian avulla saatiin ndkymaan naytteiden
isoprenaliiniannosvaste.  Tekemieni  maaritysten  perusteella  transgeenisten  hiirten
beetavdlitteinen lipolyysiaktiivisuus oli lisdantynyt eli isoprenaliini stimuloi lipolyysid kummallakin
hiirityypill&, mutta transgeenisilla hiirilla vielda vahvemmin.
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In vitro study of lipolysis with mouse adipocytes by
spectrophotometry and fluorometry

The purpose of this thesis was to measure and determine the concentration of glycerol in an
adipocyte culture medium. The cell samples came from wildtype mice or transgenic mice
overexpressing neuropeptide Y (NPY). The transgenic mice were fatter than the wildtype mice.
It was studied if lipolysis of adipocytes differs between these two mouse types and if the beta-
mediated lipolysis activity of transgenic mice is reduced as is that of overweight humans. The
samples were non-treated or treated with NPY or different concentrations of isoprenaline. Also
the influence of said medicinal substances in lipolysis was studied. NPY is a highly produced
transmitter in the central and sympathetic nervous system. NPY is released from sympathetic
nerve endings together with noradrenaline.

For the study of lipolysis, the method was optimized by comparing three commercial kits
spectrophotometrically and/or fluorometrically and by testing deproteinization. The method
which was used in the final determinations of glycerol concentration was selected based on the
sensitivity of detection.

This thesis was commissioned by the Institute of Biomedicine, University of Turku, where new
pharmacotherapeutic strategies are under development, influencing the NPY system to
counteract certain diseases, such as atherosclerosis and diabetic retinopathy. This thesis is part
of wider research (M.Sc. Laura Vahatalo’s doctoral thesis) in which the influence of NPY on the
emergence of human metabolic syndrome is studied in a mouse model.

The commercial kits which were tested and the spectrophotometric and fluorometric method
were not sensitive enough to determine the glycerol concentration of all samples. It was
possible to obtain the isoprenaline dose response with BioVision’s Free Glycerol Assay Kit by
fluorometry. Based on the results, the B-receptor-mediated lipolysis activity of the transgenic
mice was increased, meaning that the isoprenaline stimulated lipolysis in both mouse types but
more strongly with transgenic mice.
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SANASTO

Adiposyytti
Adipogeneesi
Apoptoosi
Ateroskleroosi

Basaali

Diabeettinen retinopatia

Dyslipidemia

Glukoneogeneesi

Glykolyysi

Ketogeneesi

Lipogeneesi

Lipolyysi

Neuropeptidi Y

Sympatomimeetti

Rasvasolu

Rasvan muodostuminen ja varastoiminen
Solukuolema

Valtimonrasvoittumistauti

Kasittelematon nayte

Diabeettinen verkkokalvosairaus
Rasva-aineenvaihdunnan hairitt

Prosessi, jossa maksa muodostaa glukoosia jostakin muusta
kuin hiilihydraatista, esimerkiksi glyserolista.

Glukoosin hajotus, tapahtuu solulimassa.

Prosessi, jossa asetyylikoentsyymi A:sta valmistetaan
ketoaineita.

Prosessi, jossa glukoosista muodostuu rasvaa glukoosin
hajotessa kahdeksi glyseroliksi ja ndiden estergdityessa
rasvahappojen kanssa, jolloin muodostuu triglyseridia.

Adiposyyttien hajoaminen lipaasien vaikutuksesta ja
adiposyyttien varastoiman rasvan vapautuminen
verenkiertoon.

Sympaattisen hermoston ja keskushermoston valittdjaaine,
joka mm. stimuloi ruokahalua.

Laakeaine, joka muistuttaa vaikutuksiltaan sympaattisen
hermoston valittdjaainetta noradrenaliinia tai adrenaliinia.
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1 Johdanto

Turun yliopiston biolaéketieteen laitoksella farmakologian, ladkekehityksen ja
ladkehoidon oppiaineessa toteutetaan tutkimusta, jonka tavoitteena on kehittaa
uusia neuropeptidi Y (NPY) -systeemiin vaikuttavia laakehoitostrategioita mm.
kilhtyneen  ateroskleroosin, diabeettisen retinopatian ja lihavuuden
ehkaisemiseksi. Tama opinnaytetyd on osa laajempaa tutkimusta (FM Laura
Vahatalon vaitoskirja), jossa tutkitaan NPY:n vaikutusta ihmisen metabolisen

oireyhtyméan syntyyn hiirimallissa.

Lihavuus on valtava terveysongelma kaikissa teollisuusmaissa. (1) Olemme
kokeneet valtavan kasvun lihavuuteen liittyvissa sairastumisissa ja niihin
liittyvissd metabolisissa komplikaatioissa, joihin kuuluvat mm. dyslipidemia eli
rasva-aineenvaihdunnan hairiot, sydan- ja  verisuonitaudit  seka
sokeriaineenvaihdunnan hairiét, kuten tyypin 2 diabetes. (2) Lihavuuteen liittyy
usein myods kohonnut verenpaine, ateroskleroosi eli valtimonrasvoittumistauti,
erilaiset syovat, keuhkosairaudet, mahasuolikanavan sairaudet seka erilaiset

nivelsairaudet ja monet muut sairaudet. (1)

Sydminen ja ruokahalun saately ovat merkittavia tekijoita lihomisen hallinnassa.
Positiivinen energiatasapaino tuottaa ylimaarin triasyyliglyseroleja varastoon
rasvakudoksessa, maksassa ja lihaksessa, mista seuraa jalkeenpdin
insuliiniresistenssia, yliherkkyytta glukoosille ja diabetesta. Kun maksa altistuu
korkeille vapaiden rasvahappojen (FFA) ja glyserolin pitoisuuksille, se alkaa
tuottaa enemman erittdin harvatiheyksista lipoproteiinia (VLDL) ja maksan
insuliinipuhdistaminen vahenee. Tasta seuraa perifeerinen hyperinsulinemia eli
kohonneet insuliiniarvot, mikad aiheuttaa perifeerisen insuliiniresistenssin ja
lisdantyneen maksan glukoneogeneesin. Taman jalkeen insuliiniresistenssi voi
kehittyd diabetekseksi. Insuliiniresistenssin taso on voimakkaasti suhteessa

kehon rasvamassaan, mutta kehon rasvan koostumus on myos tarkeé tekija.

3)
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Tyypin 2 diabetes on kokenut ekspotentiaalisen kasvun valtavana
maailmanlaajuisena yleisend terveysongelmana viime vuosikymmenina.
Maailmassa on talla hetkelld noin 200 miljoonaa ihmistd, joilla on diagnosoitu
tyypin 2 diabetes ja vuoteen 2025 mennessa maaran odotetaan kasvavan
300 miljoonaan. (3) Tamén valtavan kasvun syihin liittyy ikaantyva véaesto,
mutta osittain lihavien ihmisten maaran rajahdysmainen kasvu, joka on todettu
lahes kaikissa maanosissa viime vuosina. Maailmanlaajuisesti ylipainoisia
ihmisia on yli miljardi ja heistd 300 miljoonalla painoindeksi ylittdd arvon 30
kg/m?. Suurempi osa maailman ihmispopulaatiosta karsii yliravitsemuksen
seurauksista kuin aliravitsemuksesta, ja yliravitsemus on ohittanut
aliravitsemuksen syynd sairastuvuuteen ja kuolleisuuteen. Léansimaisen
elamantyylin omaksuminen on aiheuttanut vaestdéssa ravinnon muuttumisen
tyydyttyneisiin rasvoihin ja sokeriin sek& samaan aikaan dramaattisen liikunnan

maaran vahentymisen. (3)
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2 Teoriaosuus

2.1 Rasva-aineenvaihdunta

Aineenvaihdunnallisten ~ sairauksien  maailmanlaajuinen  kasvu  vaatii
kehittamaan uusia terapeulttisia tekniikoita, joilla manipuloida rasvasoluja eli
adiposyytteja terveyden edistamiseksi. Koko elimistoon vaikuttavan
energiatasapainon ja ravinnollisen tasapainotilan séatelyssa adiposyyteilla on
tarkea rooli, ja ndméa solut ovat terapeuttisia tavoitteita aineenvaihdunnallisille
sairauksille. Ylimaaradiset kalorit varastoidaan rasvana adiposyyteissa.
Tarvitsemme adiposyyttejd, joten tavoite ei ole estda adipogeneesia, vaan
saavuttaa adiposyyttien apoptoosi tai toisaalta vahentad adiposyyttien maaraa
tai vahentdd lipolyysia. Lipolyysissd adiposyytit vapauttavat varastoimansa
rasvan  verenkiertoon.  Tautiprosesseihin  osallistuvien  adiposyyttien
kayttaytymisen manipuloinnilla voidaan vaikuttaa esimerkiksi liikalihavuuteen ja
tyypin 2 diabetekseen. Yksi tapa saavuttaa tdm& tavoite on muuttaa
avainasemassa olevia transkriptionaalisia polkuja adiposyyteissa, kuten niitéa

saatelevaa glukoosinottoa, rasvankasittelya tai adipokiinien erittymista. (2)

Rasvakudoksen on pitkdan mielletty olevan nautitusta ruoasta saatavan
liallisen rasvan varastopaikka. Se ei kuitenkaan ole vain passiivinen
varastointipaikka, vaan rasvakudos on valttamatonta, koska se on optimaalinen
paikka varastoida energiaa. Esimerkiksi paaston aikana adiposyytit vapauttavat
rasvahappojen muodossa energiaa muiden elinten kulutettavaksi. Elaimilla ja
ihmisilla voi seurata lipodystrofia, jos kyky tuottaa adiposyyttejd on vahentynyt.
Talléin he karsivat epamieluisista vaikutuksista kuten virheellisesti sijaitsevista

rasvakertymista lihaksissa ja maksassa, insuliiniresistenssista ja kirroosista. (2)

2.1.1 Valkoinen rasvakudos

Rasvakudos koostuu kahdesta selvasti erilaisesta kudostyypistd — ruskeasta ja
valkoisesta rasvakudoksesta. Ruskea rasvakudos osallistuu toiminnallisesti

termogeneesiin tai adaptiiviseen lammontuottoon. Valkoinen rasvakudos on
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tarkedssa roolissa elimiston metabolisessa tasapainotilassa. Valkoisen
rasvakudoksen kiinnostus biologiassa on noussut merkittavasti viimeaikaisen
akillisen lihavuuden ja sen liitannaissairauksien kasvun takia. Kudosta ei nahda
endd yksinkertaisena vélikappaleena rasvan varastoinnille; sen mydnnetaan
olevan valtava endokriininen ja erittava elin, erityisesti lihavilla. Valkoiset
adiposyytit vapauttavat suuren maaran proteiineja: hormoneja, signaaleja ja
tekijoita, joita kutsutaan adipokiineiksi ja niilla on laaja maara fysiologisia
toimintoja. Naista erilaisista adipokiineista merkittavin on sytokiinin tapainen

hormoni, leptiini, joka syntetisoidaan l&hinné valkoisessa rasvassa. (4)

2.1.2 Leptiini

Leptiini on 167 aminohapon pituinen peptidi, joka saatelee ravinnonottoa ja
aineenvaihduntaa. Plasman leptiinitasot ovat suhteessa kehon rasvan maaraan.
Na&in ollen ylipainoisilla leptiinitasot ovat korkeammat. (5) Leptiini 10ydettiin ja
tunnistettin - vuonna 1994, kun luonnehdittin Ob-geenissa sijaitsevaa
mutaatiota, joka on vastuussa ob/ob-hiirten lihavuudesta. Valkoinen rasvakudos
on paapaikka Ob-geenin ekspressiolle ja leptiinin eritykselle. Ob/ob-hiiret, jotka
eivat tuota leptinia (kuva 1), ovat eniten kaytetty elainmalli

lihavuustutkimuksissa. (4)

) )
1' 2
py AL
) L
¥ v » v
Leptin i Lextin
‘\t“ ‘-\‘ 3 N l\&‘\‘-
% - v ] 7~ e
\ | & \_~ ./
e o X v/
i~ “r}wﬂl ‘v";»‘
Normal (+/+) Obese (Ob/Ob)

Kuva 1. Ob/Ob-hiirimalli verrattuna villityypin hiireen. (kuvaa muokattu) (6)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Satu Mékel&



10

Leptiinid tuotetaan myds muissa solutyypeissd muissa elimissd, mutta
padasiassa rasvassa. Leptiini on kriittisessa roolissa ruokahalun ja
energiatasapainon saatelyssd ja sen puutos aiheuttaa ylipainoa jyrsij6illa ja
ihmisilla. Leptiini saatelee ruokahalua ensisijaisesti vuorovaikutuksessa
hypotalamuksen neuroendokriinisten reittien kanssa hidastaen peptideja, kuten
NPY:ta ja oreksiini A:ta. Toisaalta leptiini stimuloi anorektisia peptideja, kuten
pro-opio-melanokortiinia. Valkoinen rasva erittad myo6s adipokiineja, kuten
interleukiini-6:ta ja adiponektiinia. Leptiinin ja muiden adipokiinien takia on
selvaa, ettd valkoinen rasvakudos kommunikoi l&heisesti muiden elinten kanssa

ja on tarkeassa roolissa metabolisessa tasapainotilassa. (4)

Ensimmainen valkoisten adiposyyttien erittdmé& proteiini, joka tunnistettiin, oli
lipoproteiini lipaasi. Lipaasi on vastuussa triasyyliglyserolin hydrolyysista ja
rasvahappojen vapauttamisesta verenkiertoon. (4) Triasyyliglyserolivarastojen
yllapito riippuu paédasiassa kahdesta prosessista: lipolyysista ja lipogeneesista,
jotka ovat keskeisia seka terveydesséd ettd sairaudessa. (3) Lipogeneesi
sekoitetaan usein adipogeneesiin eli uusien rasvasolujen muodostumiseen,

koska rasvan kertymista usein kaytetddn rasvasolujen erilaistumisen merkkina.

2)
2.2 Lipogeneesi

Lipogeneesi on prosessi, missa adiposyytit ottavat talteen esterditymattomaét
rasvahapot (NEFA) verenkierrosta ja uudelleenesterdivat ne solunsisaisiksi
triasyyliglyseroleiksi. Uudelleenesterdityminen tapahtuu solun sytoplasmassa,
kun rasvahapot esteroityvat glyseroli-3-fosfaatin kanssa. Rasvakudoksen
triasyyliglyserolivarastot ovat suurin energian varastomuoto, noin 10 - 30 %
varastoituneesta energiasta kehossa.  Esterditymattémien rasvahappojen
saatavuuden ja hapettumisen lisaantyminen on yksi pdaatekijoista, jonka
seurauksena paino nousee. Kun esterditymattomat rasvahapot ovat kilpaileva
energianlahde glukoosille, hapettuneessa ja hapettamattomassa glukoosin
metaboliareitissa saattaa ilmeta virheitd ja puutteita, jotka vaikuttavat lihas- ja

rasvakudoksen aineenvaihduntaan. (3)
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Ihmisilla maksa on anatominen paakohta lipogeneesille, vain tietty osuus
tapahtuu adiposyyteissa. (3) Jyrsijat kuitenkin tuottavat suuremman
prosenttiosuuden rasvasta suoraan rasvakudoksessa. Korkea hiilihydraatin
saanti ja insuliinin toiminta aktivoivat lipogeneesin adiposyyteissa. (2)
Esteroitymattomia rasvahappoja kuljetetaan sitoutuneena  albumiiniin.
Kolesteroleja, triasyyliglyseroleja ja fosfolipideja kuljetetaan yhdessa kuudesta
lipoproteiinikompleksimuodosta: yhdessad kolmesta todella harvatiheyksisestéa
lipoproteiinista  (VLDL), harvatiheyksisessa lipoproteiinissa (LDL) tai
suuritiheyksisessa lipoproteiinissa (HDL). Lipoproteiinit koostuvat
hydrofobisesta  triasyyliglyseroli-kolesteryyliesteriytimestd, jota  ympardoi

fosfolipidit ja proteiinit. (3) (Kuva 2)

Protein

Cholesteryl Esters

T

lw% Cholesterol
o = (riglycerides

Kuva 2. Lipoproteiinien rakenne. (7)

2.3 Lipolyysi

Adiposyyttien tarkein tehtdva on varastoida energiaa. Energia varastoituu
triasyyliglyseroliksi, jota hajotetaan solujen kayttoon tarpeen mukaan.
Lipolyysilla tarkoitetaan adiposyyttien hajoamista lipaasien vaikutuksesta seka
adiposyyttien varastoiman rasvan vapauttamista verenkiertoon.
Triasyyliglyseroli koostuu glyserolista ja siihen esterdityneestd kolmesta

rasvahaposta. (8) (Kuva 3, s. 12)
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i
HsC—(CH,)=—C—O0—CH,
i
H,C—(CH,)=—C—O0—CH
0

I
H,C—(CH,)—C—O0—CH,
Triacylglycerol

Kuva 3. Triasyyliglyserolin molekyylirakenne. (9)

VAVAVAVAVA VAN b o-CHj

/\/\/\/\/\/\é O-(“H Tnglycerides
from diet

/\/\/\/\/\/\é 0-(~H

l Lipases
[o) -..;H »OH
/\/\/\/\/\/\.(L o-rH
o EH,0H
AN NN Lo 2-monoglyceride
Q
/\N\/W\"C‘O'

Fatty Acids

|

Chylomicrons
1 Lipoprotein lipase

FFA + Glycerol =—— Liver

Storage Oxidation
Adipose tissue Cardiac muscle
Liver Skeletal muscle
Skeletal muscle Liver

Kuva 4. Triasyyliglyserolin aineenvaihdunta. (10)

Haiman lipaasit hydrolysoivat ravinnosta saadut triasyyliglyserolit vapaiksi
rasvahapoiksi ja 2-monoglyseridiksi. Nama molekyylit absorboituvat
suolistoseindméan lapi. Triasyyliglyseroli kootaan uudelleen, pakataan
kylomikroneihin kuljetettavaksi verenkierron mukana kohdekudoksiin. Lipaasit
pilkkovat pakatut triasyyliglyserolit vapaiksi rasvahapoiksi ja glyseroliksi.

Glyseroli kulkeutuu maksaan. Elimistdon energiatasapainosta riippuen vapaat
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rasvahapot varastoidaan rasvakudokseen, maksaan tai luustolihakseen, tai
sydanlihas, luustolihas tai maksa voi hapettaa vapaat rasvahapot. (Kuva 4,
s. 12) (10)

Lipaasit ovat veteenliukenevia entsyymeja, asyylihydrolaaseja, jotka ovat
avainasemassa rasva-aineenvaihdunnassa. Vastakkaisen polaarisuuden,
hydrofiilisen entsyymin ja hydrofobisen substraatin, valisen vuorovaikutuksen
johdosta lipaasireaktio tapahtuu vesiliuoksen ja Oljyfaasin rajapinnan kohdalla.
N&in ollen rajapinnat ovat avainasemassa lipaasin biokatalyysille ja sopiva
paikka muunnella lipolyysia. Tama ryhma entsyymeja on tehokas tydkalu

katalysoimaan seka hydrolyyseja etta esterditymista ja transesterditymista. (8)

HSL DAGL MAGL
TAG T DAG MAG T Glycerol

fattyacid fattyacid fattyacid

Kuva 5. Triasyyliglyserolin hydrolyysi. (11)

Kuvassa 5 hormoniherkkalipaasi (HSL) hydrolysoi triasyyliglyserolin (TAG),
jolloin molekyylistéd lohkeaa yksi rasvahappo. Diasyyliglyserolilipaasi (DAGL)
pilkkoo diasyyliglyserolin (DAG) monoasyyliglyseroliksi (MAG).
Monoasyyliglyserolilipaasin (MAGL) pilkottua monoasyyliglyserolin muodostuu
glyserolia ja viimeinenkin esterditynyt rasvahappo vapautuu. (11) Muitakin
entsyymeja voi osallistua lipolyysiin rasvasoluissa, kuten karboksiesteraasi-3,

joka tunnetaan myos triasyyliglyserolihydrolaasina. (2)

Rasvahapon hiiliatomien valiset kemialliset sidokset vaikuttavat rasvahappojen
ominaisuuksiin ja niiden tehtaviin elimistdéssa. Jos kaikki hiilten valiset sidokset
ovat yksinkertaisia, rasvahappo on tyydyttynyt. Jos hiilten Valilla on
kaksoissidoksia, rasvahappo on tyydyttyméatén. (Kuva 6, s. 14)
Kertatyydyttymatto-milla rasvahapoilla on yksi kaksoissidos ja téllaisia
rasvahappoja kertyy padasiassa varastorasvaksi. Tyydyttyneita rasvahappoja
kaytetd&n energiaksi, mutta ne myos lisaavat veren kolesterolipitoisuutta, mika

puolestaan liséda sepelvaltimotaudin riskid. (12)
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Kuva 6. Tyydyttyneen rasvahapon (ylapuolella) ja tyydyttymattoman
rasvahapon (alla) molekyylirakenne. (13)

Sappihappojen suolojen pinta-aktiivisuuden parempi ymmarrys sallisi
psykokemiallisen ja vuorovaikutusominaisuuksien manipuloinnin, jolloin olisi
mahdollista muunnella rasvan pilkkomista, parantaa rasvaisten veteen
liukenevien ravintoaineiden biokaytettavyyttd ja vahentaa tyydyttyneiden
rasvojen, kolesterolin ja transrasvojen imeytymistd. Sappihappojen suolojen
tarkeys kontrolloidussa rasvaisten liukenevien ravintoaineiden ja la&kkeiden
vapattamisessa ja kuljetuksessa on lahiaikoina kiihdyttanyt tutkijoiden
mielenkiintoa naita fysiologisia yhdisteitd kohtaan. Sappihappojen suolat ovat
biopinta-aktiivisia aineita esiintyen vatsa-suoli-alueella, joka on tarkedssa
roolissa ravintoaineiden pilkkomisessa ja imeytymisessa. Sappihappojen
suolojen molekyylirakenne on erilainen kuin Kklassisten  pinta-aktiivisten
aineiden. Tama omalaatuinen molekyylirakenne hyoédyntdd dynaamisia
aggregaatteja muodostumaan kyeten liuottamaan ja kuljettamaan rasvaisia
veteenliukenevia yhdisteitd. Sappihappojen suolojen puhdistusluonnetta on
tutkittu kirjallisuudessa, keskittyen sappihappojen suolojen itse
kokonaiskayttaytymiseen liuoksessa, mutta myos suhteessa
proteiinidenaturaatioon ja sen vaikutuksiin proteolyysin parantamisessa.
Toisaalta sappihapposuolojen reaktiokyky hydrofobista faasia kohtaan on
saanut vahemman huomiota ja tutkimukset koskien suoranaista sappihappojen
suolojen vuorovaikutuskayttaytymista on erittdin rajoittunutta kirjallisuudessa.

Sappihappojen suolojen vuorovaikutusaktiivisuus on tarkeassa roolissa
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adiposyyttien lipolyysissa eli adiposyyttien vapauttaessa varastoimaansa rasvaa
verenkiertoon. Sappihappojen suolat kiinnittyvat rasvapisaroihin ja voivat
poistaa muuta materiaalia  kuten proteiineja, emulgointiaineita  ja
lipolyysituotteita rasvan pinnasta. Sappihappojen suolojen epatavallinen
pintakayttaytyminen on suoraan verrannollinen niiden salaperaiseen
molekyylirakenteeseen ja lisétieto voisi tarjota parempaa tietamysta rasvojen
hydrolyysista. Lukemani julkaisun tarkoituksena on yhdistaa uudet oivallukset ja
saavutetut sappihappojen suolojen pintakayttaytyminen ja niiden rooli rasvan

pilkkomisessa. (14)

2.4 Glyseroli

Glyseroli on kolmenarvoinen hydrofiilinen alkoholi, joka koostuu kolmesta

hiilimolekyylista ja siihen liittyneista hydroksyyliryhmista. (Kuva 7)

H
I
H—C— OH
I
H—C — OH
I
H—(I: — OH
H
Glycerol

Kuva 7. Glyserolin rakennekaava (vas.) ja kolmiuloitteinen molekyylirakenne
(oik.). (15; 16)

Glyseroli on monien lipidien komponentti, koska sen hydroksyyliryhmét voivat
muodostaa esterisidokset jopa kolmen rasvahapon kanssa. Siita seurauksena

olevalla triasyyliglyserolilla ei ole 1&hes lainkaan polaarisia ominaisuuksia. (17)
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Kuva 8. Glyserolin aineenvaihdunta. (10)

Kuvassa 8 kuvataan glyserolin aineenvaihduntaa. Haiman erittama entsyymi,
lipaasi, pilkkoo triasyyliglyserolit kolmenarvoisiksi rasvahapoiksi ja glyseroliksi.
(8) Glyserolikinaasi fosforyloi glyserolin tuottaen glyseroli-3-fosfaattia.
Glyserolifosfaattidehydrogenaasi hapettaa  glyseroli-3-fosfaatin, jolloin
muodostuu dioksiasetonifosfaattia, joka voidaan palauttaa glykolyysi- tai

glukoneogeneesireaktioihin. (10)

2.4.1 Glukoneogeneesi ja ketogeneesi

Vapaat rasvahapot ja glyseroli ovat glukoneogeneesin ja ketogeneesin
entsyymejd maksassa. (10) Ketoosissa asetyylikoentsyymi A:sta valmistetaan
ketoaineita. Glukoneogeneesi on prosessi, missd maksa muodostaa glukoosia
hiilinonheksoosiesiasteista. (18) Glukoneogeneesin ensisijaiset substraatit ovat
pyruvaatti, laktaatti, glyseroli ja aminohapot. Glukoneogeneesin taso nousee

vasteessa proteiinipitoiseen dieettiin. Tall6in aterian aikana nautitut ylimaaraiset
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aminohapot hyddynnetddn glukoneogeneesissa. Maksassa ja munuaisessa on
glyserolikinaasi-entsyymi, joka katalysoi glyserolin fosforylaatiota.
Glyserolikinaasi vapautuu triasyyliglyserolien hydrolyysissa. Glyserolikinaasi
myos sallii glyseroli-3-fosfaatin palata glykolyyttiseen tioosifosfaattirenkaaseen.
Kun lipolyysi kiihtyy esimerkiksi paaston aikana tai diabeteksessa, glyserolin
osuus glukoneogeneesissa tulee viela tarkemmaksi. (10)

,ﬁi# triglyceride s E}
\ NEFA

Linolysis + re-eeherification

glycerol

glycerol 3-

phosphate

+ insulin stimalabes

—insulin inhibits HSL = Hormone sensitive lipose
MEFA = non-esterified fatty acid

Kuva 9. Insuliinin vaikutukset adiposyytissa. (19)

Kuvassa 9 kuvataan insuliinin vaikutuksia adiposyytissa. Insuliini inhiboi
hormoniherkanlipaasin toimintaa. Insuliinivajaus ja katabolisten eli hajottavien
hormonien, erityisesti katekolamiinien, ylimaara edistaa adiposyyttien lipolyysia.
Insuliini stimuloi rasvahappojen uudelleenesterditymista glyserolin kanssa. Kun
triasyyliglyserolin  uudelleenmuodostuminen  heikentyy, esterbitymattomat
rasvahapot ja glyseroli vapautuvat verenkiertoon. Maksan ketogeneesi tehostuu
rasvavarastoista vapautettujen vapaiden rasvahappojen lisdaantyneelld jakelulla.
(19)
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2.5 Neuropeptidi Y

NPY on laajasti tunnettu keskushermostossa oleva valittajaaine ja sympaattisen
hermoston valittdjdaine. Tama peptidi sdatelee verisuonien supistumista,
munuaisten toimintaa, hormonien vapautumista, ruokahalua seka elimiston

neurobiologisia vasteita muunmuassa alkoholille. (20)

Ihmisilla NPY on tehokkain endogeeninen ruokahalua stimuloiva peptidi, joka
toimii lapi keskushermostojarjestelman, mahdollisesti lapi noradrenergisten
mekanismien. Kaikkien tutkittujen el&inlajien, kuten hiiren, rotan ja kanin,
hypotalamuksesta on I6ydetty suuret maarat NPY:ta. Rotilla ja ihmisilla nalka
liittyy kohonneisiin NPY-tasoihin, jotka kaantyvat painvastoin ruokailun jalkeen.
(21)

Hypotalamus-aivolisdke-lisamunuais-akseli  (HPA-aksel) on  merkittava
kokonaissysteemi, joka yllapitdd elimistbn tasapainoa saanndstellen
neuroendokriinista eli neurosiséeritteista ja sympaattista hermojarjestelmaa
sekd muunnellen immuunitoimintoja. Paivittdinen rytmi ja Kkortikosteroidien
negatiivinen palaute saatelevat HPA-akselia. Keskushermostosysteemi
yhdistad monia erilaisten arsytysten vasteita erittAmalla tiettyja kortikotropiineja
vapauttavia hormoneja ja vasopressiinia. Monet hermoston vélittajaaineet ja
neuropeptidit ovat vastuussa kortikotropiinia vapauttavien hormonien ja
vasopressiinineuronien muutoksista. NPY vaikuttaa resistiinin kykyyn lisata

maksan insuliiniresistenssia ja muunnella eri valittdjien maaria maksassa. (22)

Herkasti reagoivia leptiinireseptoreja on loydetty hypotalamuksesta ja leptiini
mitd todennakoisimmin toimii l1&pi hypotalamuksen. Krooninen leptiinihoito liséa
energiankulutusta ja vahentaa hypotalamista NPY:n synteesia ja vapautumista.
Elain- ja ihmistutkimusten tulokset osoittavat, ettda suhteellinen leptiinipuute
keskushermostosysteemissa voi olla lihavuuteen johtava mekanismi. NPY on
yksi voimakkaimmista ruoanottostimulaattoreista ja suurimmalle osalle
lihavuustutkimuksen elainmalleista, kuten ob/ob hiirelle, jolla on leptiinipuute, on
luonteenomaista korkea hypotalaminen NPY:n ilmentdminen. (23) Kehon

rasvan menetys johtaa veren leptiinitasojen laskuun ja  stimuloi
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ruoanetsimiskayttaytymista koe-elaimilla. Painonkasvu taas johtaa veren
leptiinitasojen nousuun ja ruoankulutuksen vahentymiseen. Siten plasman
leptiini toimii lipostaattina” tarjoten aivoille tiedon kehon rasvavarastoista.
Vaikka leptiini vahentaa ruoanottoa, silla on aineenvaihdunnallisia vaikutuksia.
(5) Leptiiniresistenssissa lisaantynyt leptiini ei vaikuta rasvakudoksessa niin
kuin sen pitaisi. Kaikenkaikkiaan joillakin ylipainoisilla esiintyy leptiinin
pienempid pitoisuuksia, mika voi johtua leptiinin epdnormaalista erittymisesta

rasvavarastoista. (23)

Aluksi NPY nahtiin avainasemassa nalantunteelle. Kuitenkin samoja sopeutuvia
muutoksia nalalle nahtiin hiirilla, joilla NPY-geeni oli tuhottu. NPY vahentaa
energian kulutusta ja tutkimusten mukaan leptiini osittain rasittaa
energiankulutustoimintaa muunnellen hypotalamista NPY:t4. Moni la&kefirma
on kehittanyt NPY-inhibiittoreita, mutta ei ole selvda kuinka perifeerisesti

hallitsevat peptidit ylittavat veri-aivo -esteen. (23)

2.5.1 NPY-hiirimalli

Lipolyysin tutkimisessa kaytetyt naytteet olivat peraisin siirtogeenisista NPY:ta
sympaattisissa hermoissaan yli-ilmentavista hiiristda ja saman kannan
siirtogeenin suhteen negatiivisista villityypin hiiristd. Vuonna 2003 Turun
yliopiston biolaéketieteen laitoksella tutkimusryhmén toimesta luotiin NPY:ta
sympaattisessa hermostossa yli-ilmentava hiirimalli. Transgeeninen hiirimalli
luotiin, koska NPY:n tiedetd&n vapautuvan noradrenergisita hermoista yhdessa
noradrenaliinin kanssa ja taten hiirimalli luotiin noradrenergisille hermoille
spesifisen ihmisen dopamiini-beeta-hydroksylaasin (DBH) —promootterin avulla.
Taméan jalkeen tastd hetero-hiirilinjasta tehtiin  homotsygoottinen linja
kayttamalla  geenikonstruktia, joka  mikroinjektoitin  FVB/n-hiirikannan
munasoluihin. Naita yksiloita risteytettiin 7 kertaa C57BL/6-kannan yksildiden
kanssa ja nain saatiin aikaan NPY:ta yli-ilmentava C57BL/6-kanta, josta taméan

tyon transgeeniset solunaytteet ovat peraisin. (20)
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2.6 Isoprenaliini

Isoprenaliini on hydrokloridi, synteettinen sympatomimeettinen amiini, joka on
rakenteellisesti sukua adrenaliinille. Sympatomimeetit ovat ladkeaineita, jotka
muistuttavat ~ vaikutuksiltaan  sympaattisen  hermoston  valittajaainetta
noradrenaliinia tai adrenaliinia. Sympaattinen hermosto saatelee rauhasten,
siledn lihaksen ja sydamen toimintaa sek& monia aineenvaihduntatoimintoja.
(24)

Katekolamiinit, noradrenaliini, adrenaliini sek& naiden synteettinen johdos,
isoprenaliini, eroavat merkittavasti toisistaan kahden erilaisen reseptorityypin
toiminnoissa. Sympaattisen hermon kohde-elimissé on kahdenlaisia
reseptoreita, a- ja p-reseptoreita. Adrenergiset reseptorit sijaitsevat

solukalvossa ja ne jaetaan kolmeen paatyyppiin: a;-, d,- ja B-reseptoreihin. (24)

aj-reseptorit ovat siledlihassolujen ja rauhassolujen a-reseptoreita ja niita
koodaavia geeneja on loydetty kolme eli a;-reseptorilla on kolme alatyyppia:
1a, Qi jJa Qic. Op-reseptorilla on myos kolme alatyyppida ja ne sijaitsevat
padasiassa presynaptisesti adrenergisten hermojen paatteissa. a,-reseptorit
aktivoituvat verenkierron mukana kulkevan adrenaliinin vaikutuksesta ja
saatelevat mm. hermoarsytyksen seurauksena tapahtuvaa noradrenaliinin
vapautumista. B-reseptorilla on osoitettu myds olevan kolme alatyyppia. Bi-
reseptorit sijaitsevat paaasiassa sydamessa ja ,-reseptorit siledssa lihaksessa,
kuten verisuonissa, keuhkoputkissa ja mm. maksassa. B3-adrenoseptoreita on
erityisesti rasvakudoksessa. Taulukossa 1 (s. 21) on kaikkien adrenergisten

reseptorien sijainti elimistossa. (24)

Noradrenaliini ja adrenaliini ovat aktiivisimpia a-reseptoreilla, kun taas
isoprenaliini  vaikuttaa tehokkaammin [-reseptoreilla. Noradrenaliinilla ja
adrenaliinilla on samanlainen affiniteetti B;-reseptoriin, mutta pienempi maara
adrenaliinia kuin noradrenaliinia riittda aktivoimaan f3,-reseptorin aktivoitumisen.
Noradrenaliini sitoutuu herkemmin [s-adrenoreseptoreihin kuin adrenaliini.

Isoprenaliini vaikuttaa voimakkaasti Ps-reseptoreihin. Adrenergiset reseptorit

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Satu Mékel&



21

vastaanottavat viesteja, jotka valittyvat G-proteiinien valityksella toisiolaheteille.
(24)

Taulukko 1. Adrenergisten reseptorien sijainti kudoksissa. (24)

Reseptori | Sijainti (kudos)

aia siledlihas, munuainen, eturauhanen, maksa, sylkirauhaset

Qip perna, maksa, siledlihas, sydan

dic (verisuonten) siledlihas, aivot

Qo aivot, selkaydin, haima, rasvakudos, munuainen, verihiutaleet,
sympaattiset hermopéaéatteet

Oop verisuonten silealihas, muu silealihas, munuainen

Ooc aivot, selkaydin

B1 sydan, rasvakudos, aivot, kapylisake, munuaisen

B2 verisuonten siledlihas, keuhkoputkien sileédlihas, kohtu, maksa, haima,
aivot, poikkijuovainen lihas, sydan

Bz rasvakudos, suolisto, aivot, poikkijuovainen lihas

B-adrenergiset reseptorit toimivat valittajina monille katekolamiinien toiminnoille;
Bi-reseptorien toimintaan kuuluu sydanlyontien lihassupistelujen voiman ja
vauhdin hallinta, lisdantyva renniinin eritys munuaisista ja antidiureettisen el
virtsan eritystd vahentavan hormoonin eritys etuaivolisakkeesta. [,-reseptorit
rentouttavat  keuhkojen hengitysteitd, mutta supistavat luustolihaksia. Bs-
reseptorit voivat toimia valittdjind rasvasolujen lipolyysissa. Kaikki kolme [3-

reseptorin alatyyppia stimuloivat adenylaattisyklaasia. (25)

Isoprenaliini on B-reseptoreihin vaikuttavien prototyyppi (25) Isoprenaliini
tunnetaan USA:ssa isoproterenolina. Kun tata ladketta annetaan
systemaattisesti se laajentaa keuhkoputken sileité lihaksia ja sitéd voidaan siten
kayttda esimerkiksi astman hoidossa. Isoprenaliini aiheuttaa myos laajentumia
verisuonissa supistaen luustolihaksia, mink& seurauksena verenpaine nousee.
(26) ja sitd on kaytetty aiempina vuosina astman hoitoon. Isoprenaliini kuitenkin
karsi spesifisyyden puutteesta, kun se aktivoi adrenergisid reseptoreita myos
sydan- ja verisuonisysteemisséa ja aiheutti epamiellyttdvia sivuvaikutuksia,
erityisesti sydamentykytystd ja ajoittaisia sydamen rytmihairidita positiivisen
inotrooppisen vaikutusvaiheen aikana. (25) Isoprenaliini ei ole enada

ladkehoidollisessa kaytbssa, vaan sen merkitys on l&hinna tutkimuksen
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puolella, koska se on hyva B-reseptoriagonisti (S. Ruohonen, Turun yliopisto,
henk. koht. tiedonanto). B-reseptoriagonistilla stimuloitu lipolyysi adiposyytissa
lisda lipolyysia vapauttaen vapaita rasvahappoja verenkiertoon. Sympaattisista

hermoista erittyvalla NPY:lla on lipolyysia hidastava vaikutus. (Kuva 10) (27)

SYMPATHETIC

NEURON S'I'S NPY

4
7
7/

"soluble B-agonist
factor" !

-
-
-—

\
®

lipolysis

> FFA

ADIPOCYTE

Kuva 10. B-agonistin ja NPY:n vaikutus lipolyysiin adiposyytissa. (27)

Lihavuutta  luonnehditaan  kasvaneen triasyyliglyserolin  varastoinnilla
rasvakudoksessa. In vitro -—tutkimuksessa eli laboratoriossa tehdyissa
tutkimuksissa on saatu nayttbd [-adrenergisvalitteisesta lipolyyttisesta
vasteesta vatsan ihonalaisessa rasvakudoksessa ylipainoisilla ja my6s nayttéa
tahan koko keho -tasolla in vivo eli elavdssd organismissa tehdyissa
tutkimuksissa. Maastrichtin yliopistossa tehdysséa tutkimuksessa hypoteesina
oli, etta [-adrenergisesti vdlitetty vaikutus lipolyysissd vahentaa vatsan
ihonalaisen rasvakudoksen maaraa in vivo lihavilla miehilla. Tutkimuksessa
demonstroitiin in vivo, kuinka [(-adrenergisesti valitetty lipolyyttinen vaste
pienentyy systemaattisesti lihavien vatsan ihonalaisessa rasvakudoksessa
verrattuna hoikkiin - miehiin. Tam& voi olla tarkedd kasvaneiden

triasyyliglyserolivarastojen ja lihavuuden kehittymisessa tai yll&pidossa. (28)
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Julkaisussa todettiin, ettd lihavien yksildiden lipolyyttisesta resistenssista
katekolamiineihin on vahvaa nayttéa in vitro ja in vivo -tutkimuksista.
Vahentynyt lipolyyttinen vaste katekolamiineihin on ominaista lapsuudessa
puhkeavassa lihavuudessa ja lihavien lahisukulaisten adiposyyteissa. Naiden
havaintojen perusteella lipolyysin katekolamiiniresistenssi ja heikentynyt
lipolyysi B-adrenergisen stimulaation aikana saattavat olla tarkeitd tekijoita
lihavuuden alkuvaiheessa ja mahdollisesti ensisijaisia tekijoitd lihavuuden

kehittymisessa tai jatkumisessa. (28)

Maastrichtissa tehdyssa tutkimuksessa ylipainoisilla osallistujilla naytti olevan
kohonnut koko kehon [(-adenergisesti valitetty lipolyyttinen vaste. Tama
heijastui korkeammilla NEFA- ja glyserolipitoisuuksilla verenkierrossa -
adrenergisen stimulaation aikana. Stimulaatio isoprenaliinilla kasvatti myds
valtimon triasyyliglyserolipitoisuuksia. Taten lisaantynyt koko kehon (-
adrenergisesti valitetty lipolyyttinen vaste liikalihavilla on suoraan linkkina
kasvaneelle rasvakudosmassalle, kuten on aiemmin naytetty ylavartalolihavilla
naisilla. (28)

B-adrenerginen stimulaatio nosti valtimon esteroityméttémien rasvahappojen ja
glyserolin pitoisuuksia seka hoikilla etta lihavilla osallistujilla. Valtimon
esteroityméattémien rasvahappojen ja glyserolipitoisuuksien kasvu ol
huomattavampi ylipainoisilla osallistujilla. (28) Taméa on ensimmainen tutkimus,
jossa todistetaan in vivo, ettd ylipainoisilla osallistujilla on heikentynyt [3-
adrenergisesti valitetty lipolyyttinen vaste vatsan ihonalaisessa
rasvakudoksessa. Kasvanut esterditymattomien rasvahappojen vapautuminen
verenkiertoon lisdaa naiden rasvahappojen jakelua maksaan. Kasvaneessa
maksassa lisaantyy VLDL-triasyyliglyserolituotanto. Ja kuten Maastrichtin
tutkimuksen ylipainoisilla  osallistujilla, rasvahappojen jakelu kohottaa
verenkierron triasyyliglyserolitasot B-adrenergisen stimulaation aikana. Koko
kehon rasva-aineenvaihdunnan kontrollointi on riippuvainen tehokkaasta rasva-
aineenvaihdunnan saatelystd rasvakudoksessa ja maksassa. Lisaksi maksan
VLDL-triasyyliglyseroli  on  triasyyliglyserolin  esiaste  varastoituneena

rasvakudokseen. Nain ollen VLDL-triasyyliglyserolijakelu rasvakudokseen ja
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laajempi lipaasivélitteinen hydrolyysi voi selittdd kasvaneen positiivisen
triasyyliglyserolivaihtelun lapi vatsan ihonalaisen rasvakudoksen liikalihavilla
osallistujilla B-adrenergisen stimulaation aikana. Nama in vivo —tutkimustulokset
verrattuna in vitro —tutkimuksiin osoittivat, ettd adrenaliini poistaa lipaasi-

proteiinin ilmenemisen ja aktiivisuuden. (28)

NPY:ta yli-ilmentavat hiiret ovat lihavampia kuin saman kannan villityypit. Nailla
transgeenisilla hiirilla on lisdantynyt adipogeneesi. Tassa opinnaytetydssa
tutkittiin, onko n&iden transgeenisten hiirten B-valitteinen lipolyysiaktiivisuus
vahentynyt samalla tavoin kuin ylipainoisilla ihmisilla. (S. Ruohonen, Turun

yliopisto, henk. koht. tiedonanto)

2.7 Spektrofotometria

Spektrofotometri mittaa valon eri aallonpituuksien voimakkuuksia. Sen avulla
voidaan selvittdd paljonko tietystd valon aallonpituudesta absorboituu eli
imeytyy naytteeseen. (29) Tastd voidaan laskea naytteen pitoisuus. Valon

absorbanssi voidaan laskea Lambert-Beerin yhtalon avulla:
I 0
A= IogT:gxIxc

lo ja | ovat valon intensiteetteja. lp on naytteen lapi emissioidun valon
intensiteetti ja | on valon intensiteetti, joka lapaisee naytteen. (Kuva 11) Naiden
avulla voidaan laskea absorbanssi A. Absorptiokertoimen € ja optisen pituuden |

avulla voidaan laskea néaytteen eli absorboituvan aineen pitoisuus c. (30)

I Nl I
>

Kuva 11. Emissiovalon intensiteetin absorboituminen naytteeseen. (31)
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2.8 Fluorometria

Fluorometrisessa mittauksessa naytteeseen emittoidaan tietty valon
aallonpituus, joka virittdd molekyylin. Talloin fluoresenssin kehittaminen alkaa
eksitaatiolla, jolloin energianlédhde siirtdd molekyylissa elektronin alemmalta
energiatasolta Sy viritettyyn korkeampaan energiatasoon S,. (Kuva 12) (32)
Fluoresenssi on valon séteilya, joka kasittaa molekyylissa tapahtuvan elektronin
singletti-singletti-siirtyman. Kun elektroni palaa alemmalle energiatasolle Sy el
viritystila purkautuu, elektroni vapauttaa energiaa valon muodossa ja emittoi
sille tyypillistda sahkdémagneettisen sateilyn aallonpituutta. Jos valon séateily
virittyneesta tilasta tuotetaan valon absorboitumisella eli valon imeytymisella,
prosessia kutsutaan fotoluminesenssiksi. Fotoluminesenssia on kahta tyyppia:

lyhytikainen fluoresenssi ja pitkaikainen fosforesenssi. (33)

excited vibrational states
Sn— /

IC
\Q:/‘\ T
IC B
F

T,

P

4
electronic ground state

0

Kuva 12. Jablonskin diagrammi. (32)

Fluoresenssipolarisaatiomittauksessa molekyylit viritetdan polarisoidulla valolla.
Vain loisteaineet, jotka ovat yhdensuuntaisia valon kanssa, virittaytyvat.
Virittymistila kestaa tietyn ajan, joka jalkeen valonsateily tapahtuu. Taman

aikana leimaloisteainamolekyyli kdantyy ja sateillyn valon polarisaatio muuttuu
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viritystasosta. Tietyssa “pika’fluoresenssimittauksessa (prompt fluorometry)
eksitaatiovalo suunnataan valonjohtimen lapi kuoppalevyn alta. Emissiovalo
naytteen pohjalta palaa saman valonjohtimen kautta optiselle alueelle, missa on

emissiosuodatin, ja sieltd valomonistinputkeen. (33)

Fluoresenssimittauksissa aineen konsentraatio voidaan laskea Parkerin lain

mukaan yhtalolla:

|(Aem) = K X 1(Aexc) X WlAexc) X €(Aexc) X I X C

I(Aem) ja I(Aexc) Ovat eksitaatio- ja emissiosateilyn intensiteetit, WY on
kvanttisaanto, € on absorbtiokerroin, | on optinen pituus ja ¢ on naytteen
pitoisuus ja k on muuttumaton, riippuen optisista asetuksista ja koettimen
muodosta. (30)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Satu Mékel&



27

3 Kokeellinen osuus

3.1 Reagenssit ja naytteet

Naytteet olivat villityypin tai transgeenisten hiirten kudoksista eristettyja
rasvasoluja. Tutkittiin, onko naiden kahden hiirikannan rasvasolujen lipolyysissa
eroa toisiinsa nahden. Naytteet olivat peraisin hiiren viskeraalisesta, suoliston
ymparilta eristetystd rasvakudoksesta, josta edelleen eristettiin rasvasolut.
Taman jalkeen soluja oli kasitelty joko eri isoprenaliinikonsentraatioilla, NPY:ll&a
tai jatetty kasittelematta. Naytteiden isoprenaliinipitoisuudet olivat 10° M, 10° M
ja 107 M ja NPY-pitoisuus 10> M. Tutkittin myos kyseisten |aékeaineiden
vaikutusta rasvan hajoamiseen. Inkubaation jalkeen solumediumit kerattiin ja
pakastettiin naitd tekemiani glyserolimaarityksia varten. (S. Ruohonen, Turun
yliopisto, henk. koht. tiedonanto)

Taulukko 2. Naytetaulukko.

Villityypin hiiri | Naytteet | Transgeeninen hiiri | Naytteet
A1,A2,A3, A1,A2,A3,

T
W B1,B2,B3, 63 B1,B2,B3,
c1,c2,c3 Cc1,c2,Cc3
A1,A2,A3, A1,A2,A3,

T
Wiz B1,B2,B3, e B1,B2,B3,
c1,c2,c3 Cc1,c2,Cc3
A1,A2,A3, A1,A2,A3,
WIS B1,B2,B3, 67 B1,B2,B3,
c1,c2,c3 C1,c2,C3
A1,A2,A3, A1,A2,A3,
Wid B1,B2,B3, TG8 B1,B2,B3,
c1,c2,c3 C1,c2,C3
A1,A2,A3,
69 B1,B2,B3,
C1,c2,C3
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Taulukossa 2 (s. 27) on lista naytteista. Naytteet olivat peraisin yhdeksasta eri
hiiresta ja esimerkiksi villityypin hiirestd WT1 oli A-, B- ja C-solumediumnaytteet,

joista kaikista oli kolme rinnakkaista (1 - 3).

3.2 Menetelman optimointi

Lipolyysin  tutkimiseksi testattin kolmea kaupallista Kkittid ja lisaksi
deproteinisaatiokasittelyd. Glyseroli- tai rasvahappopitoisuudet mitattiin joko
spektrofotometrisesti  tai  fluorometrisesti. Optimoinnissa  keskityttiin
basaalinaytteisiin ja isoprenaliinin suurimmalla konsentraatiolla kasiteltyihin

naytteisiin.

3.2.1 Free Glycerol Reagent -menetelma

Sigman Free Glycerol Reagent -kitti on tarkoitettu kvantitatiiviseen
entsymaattiseen glyserolin maarittdmiseen seerumista tai plasmasta.
Triasyyliglyserolit eli glyserolin rasvahappoesterit eivat esiinny plasmassa
vapaana, vaan ovat sidoksissa proteiineihin ja niita kuljetetaan
makromolekyylikomplekseina eli lipoproteiineina. Triasyyliglyserolien
maaritysmenetelmat yleisesti kasittdvat entsymaattisen tai alkaalisen
triasyyliglyserolien hydrolyysin glyseroliksi ja vapaiksi rasvahapoiksi, jonka
jalkeen seuraa kemiallinen tai entsymaattinen vapautuneen glyserolin

pitoisuuden mittaaminen. (34)

Free Glycerol Reagent -kitti mittaa vapaan, endogeenisen glyserolin kayttaen
samaa  parientsyymireaktiota  ilman  alkulipaasihydrolyysia.  Glyseroli
fosforyloidaan adenosiini-5’-trifosfaatilla (ATP), jolloin muodostuu glyseroli-1-
fosfaatti (G-1-P) ja adenosiini-5’-difosfaatti (ADP). Tatad reaktiota (kuva 13,
S. 29) katalysoi glyserolikinaasi (GK). G-1-P hapetetaan
glyserolifosfaattioksidaasilla (GPO) dihydroksiasetonifosfaatiksi (DAP) ja
vetyperoksidiksi (H.O,). Peroksidaasi (POD) katalysoi vetyperoksidin, 4-
aminoantipyriinin  (4-AAP) ja natrium-N-etyyli-N-(3-sulfopropyyli)-m-anisidiinin
(ESPA) yhdistelman tuottaen kinonimiinivarin, jonka absorbanssin voi lukea
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aallonpituudella 540 nm. Absorbanssin kasvu on suoraan suhteessa vapaan

glyserolin pitoisuuteen naytteessa. (34)

Glycerol + ATP —%» G-1-P + ADP
G-1-P + 0, —%°5 DAP + H,O,
H,0, + 4-AAP + ESPA —2 Guinoneimine Dye + H,O

Kuva 13. Reaktio, johon Free Glycerol Assay —kitin maaritys perustuu. (34)

Ensin testasin spektrofotometristd menetelmad, jossa naytteitd ja reagensseja
pipetoitiin kyvetteihin. Kaytossa oli Free Glycerol Reagent -kitti ja Glycerol
Standard Solution -standardiliuos. Inkubointi +37 °C:ssa 5 minuuttia.
Pitoisuudet  mitattin ~ Perkin  Elmer Lambda-20  -spektrofotometrilla

aallonpituudella 540 nm.

Samoilla reagensseilla testattiin mittausta 96-kuoppalevyilla. Naytteita pipetoitiin
kuoppalevylle eri laimennoksilla, jotta pitoisuudet osuisivat standardisuoralle.
Mittaukset tehtiin Wallac Victor? V 1420 Multilabel HTS Counter-

spektrofotometrilla aallonpituudella 560 nm.

3.2.2 Wako NEFA-HR(2) -menetelma

Wako NEFA-HR(2) on entsymaattinen koeputkessa tehtdva kolorimetrinen
maaritysmenetelma, jolla voidaan maarittda kvantitatiivisesti esterditymattomat

rasvahapot seerumissa. (35)

Uuttamismenetelmid on kaytetty laajalti kolorimetrisen mittauksen yhteydessa
luotettavien tulosten aikaansaamiseksi esterditymattémien rasvahappojen
kolorimetrisessa eli spektrofotometrisessa maarityksessa. Esterditymattomaét
rasvahapot on muunnettu kuparisuolaksi, joka on uutettu orgaaniseen
liuottimeen. Suolat on integroitu variaineen kanssa, joka soveltuu
kolorimetriseen = maaritykseen.  Vaihtoehtoisesti  uutettu  esterditymatdn
rasvahappo on titrattu standardialkalin kanssa happo-emas-indikaattorin

paatekohtaan. Nama menetelmat ovat aikaavievia, riskialttita ja vaikeita
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automatisoida. Tamé& entsymaattinen menetelma, Wako NEFA-HR(2), on
nopea, tarkka, yksinkertainen ja helppo kvantitatiivisiin maarityksiin. Uuttovaihe

on eliminoitu ja menetelma on helppo automatisoidakin. (35)

Entsymaattinen Wako-menetelméssa rasvahapot asyloivat koentsyymi A:ta.
Siten tuotettu asyylikoentsyymi A hapetetaan lisatylla asyylikoentsyymi A —
oksidaasilla, jolloin syntyy myods vetyperoksidia. Peroksidaasin (POD)
mukanaolo reaktiossa mahdollistaa 3-mety-N-etyyli-N(beetahydroksietyyli)-
aniliinin (MEHA) oksidatiivisen kondensaation eli hapettavan tiivistymisen 4-
aminoantipyriinin  kanssa. (Kuva 14) Taman seurauksena muodostuu
purppuranvarinen lisatuote, joka voidaan mitata kolorimetrisesti aallonpituudella
550 nm. (35)

ACS
RCOOH + ATP + CoA — =  AcylCoA + AMP + PRI

ACCD
AcylFCoA +0; ——me 2 3-trans-Enoyl-CoA + H:0:

H,-c,.‘? _~NH, CH, e,
| s
Zna, * N, Cs F N
HC™ N7 g e, H,0H

MEH#A
-2l o @ £y

' oH, N

D 1,‘::}'!
HG. _N= —N
POD %

{ e, H,0H
—_— uc’"‘ Ao O + 3HO|

4 (v}
.\_ i’j Blue purple plgmeni/,

Kuva 14. Reaktio, johon NEFA-maaritys perustuu. (35)

Color Reagent A ja B valmistettiin Wakon kittiohjeen mukaisesti. Pipetoitiin 96-

kuoppalevylle 5 ul naytetta, jonka joukkoon lisattiin 200 ul Color Reagent A:ta.
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Inkuboitin  +37 °C:ssa 5 minuuttia. Mitattin  absorbanssi blank-arvon
maarittdAmiseksi aallonpituudella 560 nm. Kaikkiin kuoppiin liséttiin 100 pl Color
Reagent B:ta ja toistettin 5 minuutin inkubaatio +37 °C:ssa. Kummatkin
mittaukset suoritettin  Wallac Victor? V 1420 Multilabel HTS Counter -

spektrofotometrilla aallonpituudella 560 nm.

3.2.3 Deproteinisaatiokasittely

Deproteinisaation avulla pyrittin  saostamaan proteiinit ja poistamaan ne
liuoksesta, jotta ne eivat vaikuttaisi lopullisiin glyserolin pitoisuuksiin naytteissa
ja kittien herkkyydet paranisivat. Deproteinisaatiossa perkloorihappo
laimennettiin 30 %:seksi. Tata liuosta lisattiin 20 yl naytteiden joukkoon, jonka
jalkeen niiden annettiin olla jaissa 10 minuuttia. Sentrifugoinnin (4000 rpm)
jalkeen supernatantit siirrettiin uusiin eppendorf-putkiin ja joukkoon lisattiin pieni
maara natriumbikarbonaattia. Inkuboitiin 30 minuuttia jaissa, jonka jalkeen
sentrifugoitiin 10 minuuttia, 4000 rpm. Toistettiin sentrifugointi. Supernatantti
otettiin talteen. (36)

Deproteinisaatiokasittely tehtiin satunnaisesti valituille neljalle néaytteelle.
Kasittelyn jalkeen 96-kuoppalevylla mitattin  kasitellyt naytteet ja ndaista
naytteista kasittelemattomat versiot vertailun vuoksi. Tehtiin
spektrofotometrinen maaritys seka Wakon NEFA-HR(2)-kitilla ettd Sigman Free

Glycerol Reagent -kitilla aallonpituudella 560 nm.

3.2.4 Free Glycerol Assay Kit

BioVisionin Free Glycerol Assay Kit on herkka ja helppo menetelma maarittaa
naytteistd vapaan glyserolin pitoisuus. Maarityksessa glyseroli hapetetaan
entsymaattisesti saaden aikaan tuote, joka reagoi koettimen kanssa tuottaen
valoa aallonpituudella 570 nm ja fluoresenssia aallonpituuksilla 535 nm ja

587 nm. Kitti pystyy havaitsemaan 50 pmol — 10 nmol glyserolia naytteissa. (37)

Optimointivaiheessa standardiliuos laimennettiin ensin 0,1 mM:ksi ja naytteita

laimennettiin puskuriliuoksella. Reagenssit valmistettiin kittiohjeen mukaisesti ja
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Reaction Mix-liuosta tarvittava maara. Pipetoitiin 96-kuoppalevylle standardit ja
naytteet. Standardeja pipetoitiin kuoppiin taulukon 3 mukaisesti:

Taulukko 3. Standardiliuoksen ja puskuriliuoksen pipetointi kuoppiin.

Kuopat (A-rivi) 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12
Standardiliuos (pl) 0 2 4 6 8 10
Puskuriliuos (ul) 50 48 46 44 42 40

Naytteita pipetoitiin kuoppiin 6 ul ja puskuriliuosta joukkoon 44 ul. Liian pienten
pitoisuuksien johdosta seuraavalla kerralla naytteitd ei laimennettu lainkaan.
Naytteiden glyserolipitoisuudet eivdt osuneet standardisuoralle, joten
seuraavalla kerralla standardiliuos laimennettin 0,01 mM:ksi. Jokaisella kerralla

Reaction Mix -liuosta pipetoitiin standardien ja naytteiden joukkoon 50 ul.

3.3 Glyserolipitoisuuden maaritys naytteista

Varsinaiset glyserolipitoisuuksien  mittaukset suoritettin  fluorometrisesti
BioVisionin  kitilld.  Standardiliuos laimennettin  kahden vahvemman
isoprenaliinilla  kasitellyn naytteen kohdalla 0,05 mM:ksi ja sitd seka
puskuriliuosta pipetoitiin taulukon 3 mukaisesti 96-kuoppalevylle. Muiden
naytteiden kohdalla standardiliuos laimennettin 0,01 mM:ksi. Naytteita
pipetoitiin kuoppiin 50 pl. Valmistettiin Reaction Mix -liuosta 96-kuoppalevylle
tarvittava maara, ja sitd lisattin  joka kuoppaan 50 ul. Inkuboitiin
huoneenlammdssa 30 minuuttia valolta suojattuna. Mittaukset suoritettiin
fluorometrisesti eksitaatioaallonpituudella 531 nm ja emissioaallonpituudella
579 nm.
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4 Tulokset

4.1 Menetelm&n optimointi

Tarpeeksi herkkaa menetelmaa ei 10ytynyt, jolla olisi voitu maarittdd kaikkien
naytteiden glyserolipitoisuudet. Toisaalta pitoisuudet olivat erittéin alhaisia, ja
suurin osa naytteista pystyttiin maarittamaan. Sigman Free Glycerol Reagent -
kitilla spektrofotometrisesti maaritettyjen naytteiden glyserolipitoiuuksissa ei
ollut eroa basaalindytteiden ja isoprenaliinilla kasiteltyjen néaytteiden valilla.
Tulokset olivat epamaaraisia kauttaaltaan. (Kuvio 1) Toisaalta isoprenaliinilla
kasiteltyjen naytteiden glyserolipitoisuudet vaihtelivat epasystemaattisesti

riippumatta oliko nayte villityypin hiiresta vai transgeenisesta hiiresta.

Free Glycerol Reagent / SIGMA

0,4

0,35
£ o3
an
£
g 025 M Basaali
3
2 0,2
2 7 W Isoprenaliini 104(-5)
g
= 015 -
g
b
> 0,1
9

0,05 +

O -

WT1  WT2  WT3  WT4 1G5 TG6 TG7 TGS TGS

Naytteet

Kuvio 1. Sigman Free Glycerol Reagent -kitilla mitattujen néytteiden

glyserolipitoisuuksia.
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Wakon valmistamalla NEFA-HR(2)-kitilla mitattiin naytteista esterditymattomien

rasvahappojen (NEFA) maaria.

NEFA-HR(2) / Wako

0,15
E
% 0,1
£
v
S
2
‘s M Basaali
=
I=
< 0,05 M Isoprenaliini 107(-5)
]
2
0 Bl T T T
WT1 WT2 WT3 WT4 TGS TG6 TG7 TG8 TGS

Naytteet

Kuvio 2. Wakon NEFA-HR(2)-kitilla mitattuja esteroityméttémien rasvahappojen

pitoisuuksia naytteissa.

Naytteista valittiin satunnaisesti muutamia viilityypin hiirten naytteita seka
trangeenisten hiirten naytteitd. Naista mitattiin isoprenaliinin  suurimmalla
konsentraatiolla kasiteltyja naytteitd seké basaalinaytteitd. Kuvion 2 mukaisesti
NEFA-pitoisuudet olivat samaa luokkaa basaalindytteissa sekad isoprenaliinin
suurimmalla konsentraatiolla kasitellyissa naytteissa. Naytteiden
rasvahappomaarissa ei ollut myoskaan eroa villityypin ja transgeenisen hiiren

valilla.
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BioVisionin kitilla mitattin fluorometrisesti basaalinaytteitd, isoprenaliinilla
kasiteltyja naytteitd sekd NPY:lla kasiteltyja naytteitd. Basaalindytteissa
villityypin hiirilla oli hieman korkeammat glyserolipitoisuudet kuin transgeenisten
hiirten naytteissa. Isoprenaliinilla kasitellyissd naytteissa glyserolipitoisuudet
olivat transgeenisilla hiirilla korkeammat kuin villityypeilla. Taman kitin herkkyys
mahdollisti nakem&an pitoisuuksissa vertailukelpoisia eroja villityypin ja
transgeenisten hiirten naytteissa ja toisaalta myods kasittelyjen vaikutuksia.
(Kuvio 3)

Free Glycerol Assay / BioVision

0,0012

0,001

(,0008

0,0006

M Basaali

M [soprenaliini 107(-5)

0,0004 BNPY104(-7)

Glyserolipitoisuus (mg/ml}

0,0002

WTL  WT2  WT3  WT4 TG5 TG6 TG7 TG8 TGS

Naytteet

Kuvio 3. BioVisionin kitilla mitattujen naytteiden glyserolipitoisuuksia.
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Deproteinisaatiotesti

0,12
01
=
.g. 0,08
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=
=
.g 0,06
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< M Ei kasittelyd
w
2

0,02

0 .
WT2-B1 TG3-B1 WT1-B1 TG8-C1
Naytteet

Kuvio 4. Deproteinisaation testauksessa saatuja tuloksia.

Deproteinisaatiolla ei paasty haluttuihin tavoitteisiin. Deproteinisaatiokasittelyn
jalkeen kaikkien neljan satunnaisesti valitun naytteen NEFA-pitoisuudet olivat
paljon alhaisemmat kuin samojen néaytteiden NEFA-pitoisuudet ilman
deproteinisaatiokasittelyd. (Kuvio 4) Deproteinisaatiokasitellyt naytteet mitattiin

myo6s Sigman Free Glycerol Reagent —Kkitilla, mutta tulokset olivat negatiivisia.

Sivulla 37 kuviossa 5 on yhteenvetona kolmen kaupallisen kitin avulla saatuja
tuloksia. Varsinkin Sigman ja Wakon Kiteillda saaduissa pitoisuuksissa on

kohtalaisen paljon hajontaa ja epasystemaattisuutta.
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Kuvio 5. Menetelman optimoinnissa saatujen tulosten yhteenveto.
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4.2 Naytteiden glyserolipitoisuudet

Glyserolin pitoisuudet naytteissa, erityisesti basaaleissa, olivat erittdin alhaiset,
joten naistd kolmesta kaupallisesta kitistd mikaan ei ollut tarpeeksi herkka

maaritysmenetelma. Naytteiden isoprenaliinivaste saatiin kuitenkin nakymaan.

Kuviossa 6 on koottuna kaikkien naytteiden pitoisuuksien keskiarvot ja niista
piirretyt kayrat. Naytteet on mitattu fluorometrisesti BioVisionin Free Glycerol
Assay -kitilla. Basaalinaytteissa glyserolipitoisuus on matalin. Suurin osa
basaalinaytteiden pitoisuuksista on negatiivisia, joten fluorometrinen
maaritysmenetelma ei riittanyt naiden basaalinaytteiden glyserolipitoisuuksien
mittaamiseen. Basaalituloksissa villityypin hiirten n = 2 ja transgeenisten hiirten

n = 4, joten naista ei saatu luotettavia tuloksia. (Kuvio 8, s. 40)

Nadytteiden glyserolipitoisuudet

0,800 -
0,700
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000 -
-0,100 -
-0,200
-0,300

Pitoisuus {ug/mil)

WT1 WT2 WT3 WT4 1G5 TG6 1G7 TG8 1G9

=&—Isoprenaliini 10"-5| 0,352 0,357 | 0,274 | 0,487 0,413 0,686 | 0,703 0,468 0,642
==|soprenaliini 10"-6| 0,111 0,117 | 0,096 | 0,215 0,172 0,121 0,106 | 0,205 0,222
== |soprenaliini 10*-7| 0,040 @ 0,034 | 0,028 | 0,135 0,018 | 0,055 0,058 | 0,052 0,146

—de—NPY 10"-7 -0,039 | 0,243 | -0,015 | 0,012 0,143 | -0,008 0,074 | 0,068 0,111
NPY 10"-7 -0,018 | 0,084 | -0,015 | -0,017

—8—Basaali -0,185 | 0,062 | 0,168 | -0,002 | -0,076 | -0,164 | -0,120 | -0,174 | -0,136

—4—Basaali 0,025 0,096 | 0,000 | 0,010 0,069 0,013 0,044 | 0,000 0,009

Kuvio 6. BioVisionin kitilla maaritettyjen naytteiden glyserolipitoisuuksien

vertailu.
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Maaritykset tehtiin siten, ettd maaritettiin aina yhdella mittauskerralla tietyn
kasittelyn saaneet naytteet. Joka kerralla laimennettiin uusi standardiliuos
kyseistd maaritysta varten. Standardisuorat poikkeavat jonkin verran toisistaan.
Kuviossa 7 on yhditetty BioVisionin Kitilla mitattujen lopullisten maaritysten
standardisuorat. Basaalinaytteiden ensimmaisen mittauksen ja isoprenaliinin
suurimmalla pitoisuudella kasiteltyjen naytteiden standardisuorat ovat toistensa
kanssa yhtenevat. Myos isoprenaliinin toiseksi ja kolmanneksi suurimpien

pitoisuuksien omaavien naytteiden standardisuorat ovat toistensa kanssa lahes

yhdensuuntaiset.
Standardit
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500000,0 - RZ=0,991
0,0 - T T T 1
0,000 0,002 0,004 0,008 0,010 0,012

Pitois%gg?mlvl)

Kuvio 7. BioVisionin kitilla tehtyjen varsinaisten mittausten standardien vertailu.

Villityypin hiirten basaalinaytteista WT1 - WT4, vain ndytteissa WT1 ja WT2 ol
tapahtunut lipolyysia. Viidesta transgeenisten hiirten naytteistd neljassa oli

glyserolia eli lipaasin vaikutuksesta lipolyysia oli tapahtunut. (Kuvio 8, s. 40)
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Kuvio 8. Basaalinaytteiden eli kasittelemattémien naytteiden

glyserolipitoisuudet.
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Kuvio 9. NPY:lla kasiteltyjen naytteiden glyserolipitoisuudet.
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Villityypin NPY-kasitellyista néaytteistéd vain osassa oli glyserolia. Vain WT2-
naytteessa oli selkeasti pieni maara glyserolia, muissa WT-naytteissa ainakin
toinen tulosten rinnakkaisista tai kummatkin olivat negatiivisia. Transgeenisten

hiirten NPY-kasitellyissa naytteissa oli glyserolia, kuten kuviosta 9 (s. 40)

nahdaan.
Isoprenaliiniannosvaste
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2 0.0041
=
S
o
(2]
20.0021
o

107 106 10°
Isoprenaliini (M)

Kuvio 10. Villityypin hiirten naytteiden ja transgeenisten hiirten naytteiden

isoprenaliiniannosvastekayrat.

Fluorometrisen maaritysmenetelman avulla saatiin seka villityypin hiirten etta
transgeenisten hiirten isoprenaliiniannosvaste ndkymaan. Naille tuloksille tehtiin
2-suuntainen ANOVA -analyysi tilastollista vertailua varten. Kahdella tdhdella on
merkitty kuvioon 10 merkittdvin ero tuloksissa. Villityypin  hiirten ja
transgeenisten hiirten B-véalitteisten lipolyysiaktiivisuuksien valilla on merkittava
ero (P <0,01).
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5 Pohdinta

Opinnaytetyon tavoitteena oli tutkia villityypin hiirten ja transgeenisten hiirten
lipolyysia mittaamalla basaaleista ja NPY:lla tai isoprenaliinin eri pitoisuuksilla
kasitellyista naytteista glyserolipitoisuuksia. Verrattiin eri valmistajien kaupallisia
kitteja  maarittden glyseroli- sekd rasvahappopitoisuuksia naytteissa
spektrofotometrisesti ja fluorometrisesti. Parhaimpiin  tuloksiin  p&astiin
BioVisionin kitin ja fluorometrian avulla. Fluorometrinen maaritysmenetelma on
huomattavasti herkempi menetelm&, jonka avulla voidaan mitata naytteiden
alhaisiakin pitoisuuksia. Jotta kaikista naytteista olisi saatu luotettavia tuloksia,
olisi tarvittu vielakin herkempi kitti ja/tai maaritysmenetelma. Tallaisia Kitteja on

kaupallisesti saatavilla, mutta usein se on myds kustannuskysymys.

Tassa opinnaytetydssa tutkittiin, onko naiden transgeenisten hiirten B-valitteinen
lipolyysiaktiivisuus vahentynyt samalla tavoin kuin ylipainoisilla ihmisilla.
Naytteiden isoprenaliiniannosvaste saatiin nakymaan. Vaste oli kasvanut
transgeenisilla hiirilla eli B-valitteinen lipolyysiaktiivisuus oli suurempi nailla
lihavammilla hiirilla kuten vylipainoisilla ihmisillakin. Tata ilmensi lipolyysin

seurauksena kohonneet glyserolipitoisuudet naytteissa.

Vallitsevan hypoteesin mukaan NPY estda tai hidastaa lipolyysia eli vahentaa
glyserolin vapautumista adiposyyteistd. Etenkin transgeenisten hiirten NPY-
kasitellyissa naytteissa oli glyserolia. Tama saattaa johtua transgeenisten hiirten
alentuneesta katekoliamiinituotannosta, jolloin solut reagoivat ulkoiseen
katekoliamiiniannosteluun rajummin kuin villityypin hiirten solut. B-reseptoreita
on mahdollisesti enemman solujen pinnalla, koska elimisto ei tuota ylipainoisilla
tarpeeksi katekolamiineja solujen tarpeisiin. NPY-kasiteltyjen naytteiden
glyserolipitoisuudet olivat hieman korkeammat kuin basaalindytteiden
pitoisuudet. NPY-kasitellyt naytteet olisivat saattaneet tarvita mukaan lipolyysin
indusoijan, jota se inhiboisi, jotta NPY:n vaikutus lipolyysiin olisi voitu

havainnoida.
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Menetelman  optimointivaiheessa  deproteinisaatiokasittelylla ei  paasty
haluttuihin tavoitteisiin. TAh&an oli monia syita. Varsinkin Sigman Free Glyserol
Reagent -kitin kanssa ei saatu lainkaan positiivisia tuloksia ja Wakon Kitin
kanssa rasvahappopitoisuudet olivat deproteinisaatiokasitellyilla naytteilla
huomattavasti matalammat kuin samoilla naytteilla, joille ei ollut tehty
deproteinisaatiokasittelya. Tahan oli mahdollisesti syyna
deproteinisaatiokasittelyssa kaytetyt vaaranlaiset reagenssit. Ohjeessa, jonka
mukaan deproteinisaatio toteutettiin, oli natriumbikarbonaatin  sijasta
kaliumkarbonaatti. Taman reagenssin tarkoituksena oli neutralisoida liuos,

mutta vaaranlaisen suolan lasnéollessa taméa mahdollisesti epaonnistui.
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