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ALKUSANAT

Pro gradu —tutkielman tydosa on suoritettu A. 1. Virtanen instituutissa Kuopiossa kesalla
2001 professori Eero Cadtrénin laboratoriossa. Data-analyysiin palattiin vuonna 2005,
jolloin analyysimenetelmét olivat kehittyneet huomattavasti sitten vuoden 2001.
Tyoskentelyani kesdlla 2001 ohjasi viela silloinen filosofian maisteri Outi Kontkanen,
jonka oman vaitoskirjatyon jatkoa kyseinen projekti on. Kiitokset Outille opastuksesta
laboratoriotydskentelyyn. Sain paljon hyvia evaita tieteen tekemiseen. Kaikille muillekin
laboratorion ihmisille [ampimét kiitokset.

Kiitos myos Eero Cadstrénille, joka on jaksanut luottaa siihen, ettd saan taméan
tyoselostuksen ennen pitkdan Kirjoitettua.  Kiitoksia myds dSiitd, ettd olen pédssyt
tutusumaan neurobiologiaan. Joskin aluksi oli vain sattumaa, etta tyohoni liittyi
nerobiologiaa on siita sittemmin tullut minulle innoituksen lahde tehda tiedetta

Kiitokset Sigrid Jusélius séétiolle projektin rahoittamisesta.

A. I. Virtanen ingtituutin ilmapiirid on mukava muistella ja olen onnellinen siitg, etta sain
viettda eldmastani muutaman vuoden Kuopiossa mukavien ihmisten keskella.  Erityisesti
mielessd ovat aurinkoiset kesét ja Neulamaen makikin muistuu jo kultaisena mieleen.

Vanhemmille kiitokset kannustuksesta eteenpdin — ilman sita urakka olisi tuntunut

suuremmalta.
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Tassa tutkimuksessa sdlvitetddn antipsykoottisen |&8keaineen vaikutusta rotan etuaivokuorikudoksessa
tapahtuvaan geenien ilmentymiseen DNA-srumenetedméala.  Geenien ilmentymistutkimuksen eri vaiheet
kokeen lahttkohdista tul osten tulkitsemiseen sel ostetaan molekyylibiol ogista taustaa vasten.

Tyon tarkoituksena oli saada selville millaisia prosessgja soluissa aktivoituu tai kytkeytyy pois pédalta
|d8keaineen vaikutuksesta ja ndin ymmartdd paremmin lé8kkeen vaikutusmekanismga.  Tdalainen
informaatio on arvokasta kehiteltdessé tehokkaampaa ja nopeampaa hoitoa. Yleisemmala tasolla téssa
tyossé myos testataan menetel mén sove tuvuutta neurobi ol ogiseen tutki mukseen.

Vertaamalla in vivo ladkeainekasiteltyja eldimia verrokkiryhmadn saamme sdlville geenien suhtedlisen
ilmentymisen erilaisissa tilanteissa. Kokeessa kéytettiin kahdeksan rottaa, joista neljéle annettiin péivittén
kolmen viikon gjan klotsapiinia (antipsykoottinen 1&8ke) ja ndjdle kontralli rotale annettiin vastaavasti
fysologista suolaliuosta. Eldimet lopetettiin ja etuaivokuori leikattiin RNA-eristysté varten.  Naytteet
analysoitiin DNA-srumenetelmalla mahdollisten geenien ilmentymismuutosten havaitsemiseks. DNA-
srudatasta etgttiin funktionaalisia luokkia, joihin kuuluvien geenien ilmenemisessa olis tapahtunut
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Aineistosta tuli esille useita mielenkiintoisia geeniryhmid, jotka ovat yhdensuuntaisia muihin tutkimuksiin
antipsykoottisten ladkkeiden kanssaa. Mm. kadsiumin signaoaintireitin, MAP-kinaasi signaointireitin, seka
Whnt-signa ointireitin geeneissa havaittiin mahdollisa muutoksa. Lisdks muutamia yksittdisié geengja nous
esille, jotka ovat relevantteja kysel sessa tutkimuksessa. Téllaisia olivat mm. dopamiinireseptorit ja synaptiset
proteiinit.

DNA-srutekniikala ssadun aineiston tulkinta on haastavaa, joskin uudet tydkalut auttavat erilaisten
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LYHENTEET JA SANANSELITYKSIA

DNA e, deoksiribonukleiinihappo
RNA .., ribonukleiinihappo
EST .., ilmenevan geenin osa (expressed sequence tag). Solun

tietyssa tilassa ilmenevan geenin satunnaisesti ja usein vain
osittain sekvensoitu cDNA-klooni

hybridisaatio.............ccceevvennns komplementaaristen ja antiparalleelisten DNA tai RNA-
juosteiden yhdistyminen

komplementaarinen................ DNA-sekvenssissa adenosiini on komplementaarinen
tymidiinille ja guanosiini on komplementaarinen sytidiinille

antiparalleelinen.................... V astakkaissuuntainen DNA-juoste; DNA-kaksoiskierteessa
juosteet ovat rakentuneet vastakkaisiin suuntiin

SEKVENSSI ..o tassa yhteydessa emagjarjestys DNA tal RNA-juosteessa

AUTP..oiiieee e, 2'-deoksiuridiini 5'-trifosfaatti

aminoallyyli dUTP................ 5-[3-aminoallyyli]-2'-deoksiuridiini-5'-trifosf aatti

oligonukleotidi ...................... korkeintaan muutamia kymmenid emaksia sisaltava DNA-
sekvenssi

geeniontologia.............ccc....... geenien kasitteisto

antisense-juoste...........co........ geenille vastakkainen DNA-sekvenssi, jokatoimii RNA:n
mallina transkriptiossa

LD50.cciireeeeeeiiieee e annosmaard, jossa puolet aineelle altistuneet yksil6t
menehtyvét

intraperitoneaalisesti.............. |d8keaineen vieminen elimistoon injektoimalla se
vatsaonteloon

pelletti......cccoeveiereeiieee koeputken pohjalle sedimentoitunut sakka

INKUD@ALIO ........cccvvveviiiaienns haudottaminen, haudotus

DEPC....oooieeeeee e, dietyylipyrokarbonaatti

AGPC protokalla................... guanidiini-tiosyanaattihappo — fenoli — kloroformi RNA-
eristysmenetelmaa

ontologiatermi .............ce....... késite, jolla kuvataan mihin biologiseen prosessiin geeni

kuuluu, mihin geenin tuote lokalisoituu solussa tai millaisia
molekylaarisia funktiota geenin tuotteella on

Kromatini........coocoveeviieeeniinnns kromosomien olomuoto interfaasissa eli siind vaiheessa kun
solussa tapahtuu aineenvaihduntaa ilman nékyvia merkkeja
solujakaantumisesta; solun perintdaineksen (DNA) ja
histoniproteiinien sisdltama tuman osa

transkriptio........ccceeeeeiciienene RNA:n entsymaattinen synteess DNA-mallin mukaan

genominen DNA .................. DNA, jonka on peraisin solun kromosomeista ei siis
kéaénteiskopiointientsyymin tuottamaa DNA-juostetta



blokkaus..........ccccoveriiiininnnns reaktiivisten ryhmien inaktivoiminen reagenssilla
tAPIA...ee tiettya geenia edustava alue DNA-sirun pinnalla, koostuu

DNA-juosteista, vastine englanninkieliselle sanalle spot
Téssd kaytetty lahteend mm. CSC - Tieteellinen laskenta Oy:n julkaisemaa
Bioinformatiikan sanastoa (Heikkinen, E. ym., 2002) sek& Biologian sanakirjaa (Tirri, R.
ym., 1995).



KOKO PERIMAN LAAJUINEN GEENIEN
ILMENTYMISTUTKIMUSNEUROBIOL OGIASSA

1 JOHDANTO

Kehittdédksemme parempia hoitomuotoja hermostollisiin sairauksiin - on  meidan
ymmarrettava miten aivojen hermosolut toimivat ja miten signaalit valittyvéat hermosolusta
toiseen. Elimissémme solut reagoivat ulkopuolisiin @sykkeisiin monin eri tavoin. Se,
millaisia vasteita solu tuottaa erilaisille &@rsykkeille, méaréytyy solussa olevien
komponenttien médrastg, laadusta ja sijainnista. Keskeisien komponenttien eli erilaisten
katdyyttien méarad, laatua ja sijaintia ohjaa ulkoisiin  signaaleihin - mukautuen
perimaaineksen DNA-juosteessa oleva informaatio. Jokaisellageenilldon sdételytekijansa
affiniteetti. DNA-juosteen luentaan vaikuttavat muutkin seikat kuin DNA-juosteen
nukleotidisekvenssi, silla myos kromatiinin rakenne ja solun jo sisdltdméa komponentit
vaikuttavat perimdaineksen luentaan. Tarkastelemalla millaisia muutoksia biokemiallisten
prosessien aktiivisuudessa tapahtuu geenien ilmentymisen tasolla voimme saada vastauksia
|a8kkeiden vaikutusmekanismeihin, seka [é8keaineen atheuttamiin sivuvaikutuksiin ja néin

luoda pohjaa uusien [&é&keai nemolekyylien 16ytymiselle (Gunther, E.C. ym., 2003).

Solujen biokemiallisissa reaktioissa aktiivisina komponentteina toimivat proteiinit ja tietyt
ribonuklelinihappojuosteiden ja proteiinien kompleksit, joten kattavin kuva solun
toiminnasta saataisiin méérittamalla sen sisdltdmien proteiinien ominaisuudet kuten

viela toistaiseksi varsin haastavaa ja vain erittdin pieni osa proteiineista pystyt&an
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havaitsemaan (Choudhary, J., ja Grant, S.G., 2004). T&a vastoin pystymme parhaimmassa
tapauksessa mittaamaan geenien ilmenemistasoja, jopa vain yhdesta soluista eristetysta
lahetti-RNA:sta kayttamalla molekyylibiologian perustekniikoita (Wagatsuma, A. ym.,
2005).

11 Geenien ilmentyminen

Organismien jokainen tumallinen solu sisdltda kopion koko genomista. Vain tietyt geenit
ovat aktiivisiatiettyind hetkina tietyissa soluissa. Geenien aktiivisuus on tarkasti sé&deltya
erilaisten palautejarjestelmien valityksellg, joiden signaalit saavat geenin transkription
ribonuklelinihapoksi  joko lisddntymaan ta vahenemaan. Solu on jatkuvassa
vuorovaikutussuhteessa ympéristonsa kanssa, johon solu reagoi valittomasti jo solussa
olevien aktiivissen molekyylien vdlityksella  Solun toimintojen yll&pitamiseksi solu
tarvitsee jatkuvasti uusia tyokaluja aktiivisutensa menettaneiden tyokalujen tilalle. N&iden
tyokalujen eli proteiinien ja tiettyjen ribonukleiinihappojuosteiden rakennusmallit 10ytyvéat
genomisen DNA:n emasparijarjestyksesta. Solun taytyy jatkuvasti sopeutua
ymparistéonsa ja solun ulkopuolisten olosuhteiden muutokset vaikuttavatkin solun siséisiin
toimintoihin.  Erilaiset signaalinsiirtoketjut vievé informaatioita solun ulkopuolisesta
tilanteesta solun sisdlle ja osa signaaleista pédityy solun tumaan, josta kaynnistyy
transkriptiotekijoiden valityksella geenien luenta.  Lopputuotteena on uusia solun

komponentteja, joiden avulla solu paremmin sopeutuu ympéristoonsa (ks. kuva 1).
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Kaikillaihmisilla on samat geenit perimdssaan. Meilla on kuitenkin geneettisia eroja, jotka

selittavdt mm. hiussemme tal silmiemme vérin. Samaiset geneettiset erot méérittelevat

my6s osan alttiudesta erilaisille sairauksille, kuten esimerkiksi monille neuropsykiatrisille



12

sairauksille. Osa geneettisistd eroista osuu genomisen DNA:n proteiinia koodaavalle
alueelle. Tallaiset erot aiheuttavat itse geenin lopputuotteeseen eli proteiiniin eroavia
ominaisuuksia.  Suurempi osa biologisesta variaatiosta lgjin sisalla selittyy kuitenkin
geenien ilmentymismuutosten kautta (Wray, G.A. ym., 2003). Tassakin tapauksessa
muutokset ovat [ahtdisin genomisen informaation variaatiosta. Mutaatiot, jotka sijoittuvat
geenin sédtelyalueelle, eivat muuta itse lopputuotetta vaan potentiaalisesti joko lisdavét tai
vahentdvat kyseisen geenin lopputuotteen méddréa.  Jos toisia geenga sddtelevan
transkriptiotekijan  médrassa  tapahtuu  kyseisd muutoksia, ovat  muutokset
lagjamittaisempia. Nama seikat tekevdt geenien ilmentymisen keskeiseksi

tutkimuskohteeksi molekyylibiologiassa.

1.2 Skitsofrenia

Skitsofrenia on krooninen sairaus, jota sairastaan noin 1% ihmisistd ympéri maailmaa
(Jablensky, A. ym., 1992). Joskin alempiakin (0,4 % riski sairastua koko elinaikana)
yleisyyksia on esitetty (Saha, S. ym., 2005). 82.5% skitsofrenia diagnooseista tehdéan 15
— 35-vuctialle (Sartorius, N. ym., 1986). Alttius sairastua skitsofreniaan nayttaisi oleva
perinndllistd.  Todennakoisyys sairastua skitsofreniaan jos identtisella kaksoissisarella on
todettu skitsofrenia on 83% (Cannon, T.D. ym., 1998). Monia kromosomaalisia alueita on
yhdistetty sairauteen (Baron, M., 2001). Skitsofrenian tyypillisimpié& oireita ovat harha-
aistimukset (hallusinaatiot), harhaluulot ja vainoharhaisuus (paranoid). Naiden ns.
"positiivisten” oireiden liséksi potilailla on "negatiivisia’ oireita, kuten erissymista omiin
oloihin, tunnereaktioiden vaimentumista, autismia ja vahittditd dementoitumista
Yleisemméll& tasolla voitaisiin vield oireisiin lisdtd gattelun hajanaisuus ja toiminnan

epétarkoituksenmukaisuus (Pelkonen, O., ja Ruskoaho, H., 1998).
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1.3 Antipsykoottiset |&8kkeet

Antipsykoottiset 188kkeet on |0ydetty sattumalta tutkittaessa  vuonna 1947 mm.
prometatsiinin vaikutusta leikkauspotilaiden stressiin, jolloin havaittiin etta rauhoittavat
ominaisuudet johtuvat jostain muustakin kuin 188kkeen vésyttavasta vaikutuksesta. Uusi
antipsykoottinen lédke on ollut suurelta osalta vaikuttamassa siihen, etta 50-luvulla
mielisairaaloiden potilasméarét |askivat rajusti.

Antipsykoottiset |a8kkeet jaetaan kahteen pé&atyyppiin: klassisiin eli tyypillisin ja
uudempiin ns. atyyppisiin antipsykoottisiin 188kkeisiin.  Atyyppisilla |a&kkeilla (kuten
tassa tyossa kaytetty klotsapiini) on tyypillisista |a8kkeistéa poikkeavat affiniteetit erilaisiin
reseptoreihin ja siten myo0s oletettavasti jossain maarin erilainen vaikutusmekanismi.
Kaikki antipsykoottiset laakkeet sitoutuvat dopamiinireseptorethin  (erityisesti Do
reseptoriin), joskin eri 1&8keaineilla on erilaisia affiniteettgja eri reseptorialatyyppeihin.
Esimerkiksi klotsapiini kiinnittyy dopamiinireseptorien lisaksi myGs
serotoniinireseptoreihin  ja dilla on erityinen affiniteetti D, dopamiinireseptoriin.
Vaikutusmekanismi ei kuitenkaan voi kokonaisuudessaan olla pelk&stéan reseptoriin
kiinnittymisessg, silla vaikka |é&keaine padsee aivoihin nopeasti (muutamassa minuutissa -
muutamassa tunnissa) menee sairauden oireiden helpottumiseen useita viikkoja
(Pelkonen, O., ja Ruskoaho, H., 1998)

Antipsykoottisilla [a&kkeilla on myos sivuvaikutuksia, jotka luonnollisesti vaikuttavat
my0os tassa tyossa esiteltyyn kokeeseen ja etsittéessa |88keaineen terapeuttisia vaikutuksia
on myos pidettava mielessg, ettd esiin voi tulla myds sivuvaikutusten syntymekanismit.
Atyyppisten antipsykoottisten l88kkeiden vahvuutena on niiden vahaisemmét
sivuvaikutukset. Esimerkiksi tardiivi dyskinesia (pakkoliikkeitd) on vakavin neurologinen
haitta. My0s allergiset reaktiot ovat mahdollisia ja voivat johtaa jopa potilaan kuolemaan.

(Pelkonen, O., ja Ruskoaho, H., 1998)
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14 El&inmallit ja ihmistutkimus

Skitsofreniaa sairastavilta henkil6iltd on mahdollista saada aivokudosnéyte vasta henkilon
kuoltua. Lisdks on vaikeaa koota joukkoa ihmisig, joilla olisi yhteneva sairaushistoria ja
joita olisi hoidettu samoilla |a&kkeilla  Alkoholin ja muiden nautintoaineiden kéytto
saattaa myos hankaloittaa koeryhman kerdamista  Skitsofreniaan altistavia geengja on
raportoitu useita (Harrison, P.J., ja Weinberger, D.R., 2005) ja onkin selvaa etté sairauden
puhkeamisen taustalla on useita yhtd akaa vaikuttavia geneettisia tekijoitd, jotka
vaikuttavat siihen miten avojemme kehittyminen ja toiminta on yhteydessa
ymparistotekijoihin.  Tallaisen taudin mallintaminen el&imilla on vaikeaa ja kehitetyt
mallit tarkastelevatkin sairautta usein vain yhden geneettisen tekijén perspektiivista.
Perinndllisista eroista eri skitsofreniapotilaiden valilla kertoo mm. se etté eri potilailla on
erilaisia vasteita eri antipsykoottisiin 188kkeisiin. Huolimatta ihmismateriaalilla
tyoskentelyn hankaluudesta on onnistuttu 10ytdméaan skitsofreenikoilla poikkeavasti
toimivia geenegja (Middleton, F.A. ym., 2005).

Koe-eldimina kaytettyjen eldinten geneettinen variaatio on saatu rajattua kapealle alueelle
pitamalla eléinlinjaa sisasiittoisena.  Koe-elédinten elinolosuhteet on myo6s helppo vakioida
ja kokeessa kéytettavien eldginten médédran lisayksella voidaan tuoda tuloksiin tilastollista

varmuutta.

Skitsofrenialle ei ole el ole yleisesti hyvéksyttya eldainmallia, joskin useita malleja on
esitetty kirjallisuudessa.
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2 DNA-SIRUTEKNIIKASTA

2.1 Periaate

Ribonukleiinihappojuosteen (RNA-juoste) ja deoksiribonukleiinihappojuosteen (DNA-
juosteen) (Watson, J.D., ja Crick, F.H., 1953) kemiallis-fysikaaliset ominaisuudet
mahdollistavat niiden tutkimisen. Naden molekyylien luontainen ominaisuus muodostaa
vetysidosten valityksella  tietyissd  olosuhteissa  vakaita ~ kaksoisjuosteita
komplementaaristen ja antiparalleelisten sekvenssien vélille (yhdistyminen, myohemmin
hybridisaatio) tekee niiden analysoimisesta varsin suoraviivaista. Hybridisaatioreaktiot
ovat DNA-sirukokeen perusta.

Kiintedlle alustalle kiinnitetty komplementaarinen juoste (kohde, target) juoste pariutuu
liuoksessa olevan fluorokromileimatun komplementaarisen juosteen kanssa (koetin, probe;
nditd termega kaytetdan toisinaan myos painvastoin). Tassd tyossd kaytetyssd DNA-
sirukokeessa alustalle kiinnitetylle komplementaariselle juosteelle voi hybridisoitua joko
ndytteesta perdisin oleva koetin tai kontrollikoetin.  Se, kumpi néista koettimista
hybridisoituu todenndkdisemmin ja runsaimmin kohteeseen, riippuu siitd, kumpaa koetinta
reaktioseoksessa on enemman. Jo hybridisoitunut kohde-koetin pari ei voi enda sitoa toista
juostetta.  Markkinoilla on DNA-siruja, joille on saatu mahtumaan mm. kaikkien
tunnettujen hiiren geenien komplementaariset juosteet, jolloin yhdella DNA-sirukokeella
voimme periaatteessa saada geenien ilmentymisinformaatiota kaikista tunnetuista
geeneista, seka myoskin niista geeneistd, joita el viela ole méaritelty tarkemmin, kuten
esimerkiksi niin sanotuista EST geeneistd (Adams, M.D. ym., 1991). DNA-sirutekniikalla
emme Kkuitenkaan pysty havaitsemaan niiden geenien aktiivisuustasoja, joiden

ilmenemistasot ovat erittain alhaisia
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2.2 Historia

DNA-sirukoe perustuu samoihin periaatteisiin, joita Edwin Mallor Southern ké&ytti
kehittdessédn DNA-juosteiden maédrittdmiseen kéytetyn Southern-blot menetelman
Oxfordin yliopistossa jo 70-luvulla (Southern, E.M., 1975). Hiukan mydhemmin
kehitetyssa dot blot -hybridisaatiomenetelméassa, kuten myds DNA-sirukokeessa alustalle
kiinnitetddn DNA-juosteita, jotka toimivat materiaalin paélle esiteltdvan liuoksen
sisdltamien komplementaaristen juosteiden pyydyksind  Erona klassiseen dot blot -
hybridisaatiokokeeseen on se, ettd DNA-sirukokeessa alustan tiettyihin kohtiin (t&plét)
kiinnitetd8n homogeenisia sekvenssiltéan tarkasti tunnettuja sekvensseja ja taplan paalle
esiteltdvassa liuoksessa on tuntemattomat komponentit kun taas dot blot -menetelméssa
tuntemattoman materiaalin pédlle esitelléan tunnettu koetin.  Ensimméisissa DNA-
sirukokeissa kaytettiin alustana nylon filttereita (termi siru el tassa tapauksessa ole aivan
tasmallinen). Seikka mika tekee DNA-sirutekniikasta kiinnostavan analyysimenetelman
verrattuna aikaisempiin menetelmiin on 1&hinna se, etta lasialustalle on saatu mahtumaan
tuhansia taplid ndin mahdollistaen rinnakkaisten analyysien teon yhdessa kokeessa.
Lisaksi filtteripohjaisessa menetelméassa kaytetyista radioaktiivisista leimoista on siirrytty
kayttdmadn erilaisia fluorokromeja, jotka mahdollistavat nadytteen ja kontrollin
analysoimisen samanaikaisesti. Ensimmaiset lasialustalle tehdyt DNA-sirut kehiteltiin 90-
luvun alussa Patrick Brownin laboratoriossa Stanfordin yliopistossa (Schena, M. ym.,
1995, Shalon, D. ym., 1996).

2.3 DNA-sirutekniikan kehitys

231 Yleista

Geenien ilmentymisté on tutkittu DNA-sirutekniikalla jo noin kymmenen vuotta ja tassa
gassa menetelma on kehittynyt merkittavasti ensimmaisista DNA-sirukokeista. DNA-



18

sirujen valmistuksessa on péasty tasaisempaan laatuun ja sirujen suunnittelussa voidaan
nykyaan kayttaéé lagjempaa tietamysta genomin rakenteesta ja yksitaisisté geeneista. Uudet
materiaalit, reaktioiden standardointi ja optimointi ovat myds vieneet menetelmada
merkittavasti eteenpdin.  DNA-sirumenetelman lisdksi on kehitetty muita geenien
ilmentymisen mittausmenetelmid, jotka kuitenkin vaativat huomattavasti suuremman
tyomaaran geenid kohden kuin DNA-sirumenetelma ja ndin 1dhinna soveltuvatkin DNA-
sirukokeiden mittaustulosten varmistamiseen yksittaisten geenien osalta.

2.3.2 DNA-sirumenetelman kéyton yleisyydesta

Artikkeleita, joissa mainitaan DNA-sirumenetedma geenien ilmentymistutkimisen
yhteydess, on julkaistu vuodesta 1995 vuoteen 2004 jo 8581, joka kertoo menetelmén
suosiosta. Kuvassa 1 kuvattuna vuosittain julkaistujen artikkeleiden maard.  DNA-
sirumenetelmdi on kaytetty myds mm. patogeenien havaitsemiseen ja méaarittamiseen,
genotyyppien méaarittamiseen, sekvensointiin (esim. yhden emaksen monimuotoisuuden

mittaus), DNA kopiomaaran méarittamisen ja DNA - proteiini interaktioiden tutkimiseen.



Julkaisut vuosina 1995-2004
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Julkaisujen ma&ra vuosittain, joissa mainitaan DNA-srumenetelma geenien ilmentymistutkimuksen
yhteydessd. Vertailun vuoks ohessa esitetty kvantitatiivisen reaaliaikaisen PCR meneteman kaytto
julkaisuissa (suhtedllisen uus yksittéisten geenien ldhetti-RNA:n mittaamiseen kaytetty menetelma).
Hakusanal ausekkest, joita kaytetty PubMed (Nimetdn 2005) tietokannan hauissa:
("gene expression” OR "MRNA levels' OR "mRNA expression” ) AND (Microarray OR "DNA-
array" OR "filter array" OR "cDNA array" OR "dligo array" OR Microarrays OR "DNA-arrays' OR
"filter arrays' OR "cDNA arrays' OR "oligo arrays")
"guantitative real time pcr* OR "real time quantitative pcr" OR "RT-Q-PCR" OR "Q-RT-PCR"
NOT "quantitative reverse transcriptase’ NOT competitive
233 DNA-sirukokeiden vertailukelpoisuudesta
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Eri laboratorioissa ja eri DNA-sirutekniikoilla saatujen mittaustulosten vertailu on

hankalaa osittain siitd syyst, etté tarvittavaa informaatiota tietojen vertailuun ei aina ole

sagtavissa ja odittain dita syystd, ettd pienetkin muutokset koeasetelmissa aiheuttavat

merkittavia eroja mittaustuloksiin (Jarvinen, A.K. ym., 2004, Wang, H. ym., 2005). Eri

alustoilla samaa geenia mittaava sekvenss voi olla eri kohdasta lahetti-RNA-sekvenssig,

jolloin mm. vaihtoehtoisen pujonnan seurauksena saadaan poikkeavia tuloksia. On

tyolasta selvittéa tarkalleen mita kohtaa |ahetti-RNA-sekvenssistd on kaytetty pohjana

suunniteltaessa sirulle kiinnitettdvia DNA-pyydyksid, koska tama informaatio el ole

valttdmétta julkisesti saatavilla ja virheitékin on myéhemmin tullut esille (Knight, J.,
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2001). Esimerkiksi yksittaisten geenien osalta DNA-sirujen spesifikaatioissa on usein
ongelmia annotoinnissa eli numeeristen mittausarvojen nimeémisessi edustamaan jotain
tiettya l8hetti-RNA-populaatiota.  Nykyisin on kaytossi standardeja DNA-sirutulosten
julkaisemisesta ja alustat ovat paremmin méaériteltyjd. DNA-sirukokeen vahimmaistiedot
(Minimum information about a microarray experiment, MIAME) méirittelevat
seikkaperdaisesti millainen informaatio on liitettdvd DNA-sirudataan (Brazma, A. ym.,
2001).

24 DNA-sirumenetelman tyypit

Yleisesti ottaen DNA-sirut voidaan jakaa kahteen luokkaan, DNA-siruihin, joissa kohde
sekvenssi rakennetaan alustalle in situ nukleotidi nukleotidiltd ja niihin, jossa valmis
kohdesekvenssi applikoidaan alustalle tépliksi. Liséksi eri valmistajilla on omat versionsa
siitd minka pituisia sekvensseja laseille on kiinnitetty, mink& kokoisia tgplia ja millaisilla
valellla tgpla sijaitsevat toisistaan. Seuraavassa kdydddn padpiirteittdin 18pi erilaiset
sirutyypit.

24.1 DNA-sirut, joissa kéytetdan in situ synteesia

Oligo array nimitysta kaytetdan tavallisesti DNA-siruista, joiden pinnalle kohdesekvenssi
on rakennettu in situ, nukleotidi nukleotidiltd, joskin valmiita oligonukleotideja myo6s
applikoidaan suoraan alustalle (ks. 2.4.2).  Yleisemmin ké&ytetéén fotolitografista
menetelméd (Fodor, S.P. ym., 1991), jossa valonséteitd paastetdan vain tiettyihin kohtiin
austaa. Toinen vaihtoehto on kayttdd mikroskooppisen pienid peilgjd ohjaamaan
valonsiteet tiettyihin kohtiin (Singh-Gasson, S. ym., 1999). Ainoastaan ne sekvenssit
alugala, jotka ovat dtistuvat valolle voivat sitoa seuraavan nukleotidin pddhansi.
Affymetrix valmistaa tdla hetkella eniten kaytettya oligonukleotidi-sirutyyppid nimelta
GeneChip (Golub, T.R. ym., 1999, Lockhart, D.J. ym., 1996), mutta markkinoilla on myos
muita vaihtoehtoja kuten esimerkiksi NimbleGenin sirut (Nuwaysir, E.F. ym., 2002).
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Etuna tdssd menetelmassd on se, ettd ainakin periaatteessa tiedetdan minkéaisia
sekvensseja mihinkin kohtaan alustaa tulee ja rinnakkai set sekvenssipopulaatiot voivat olla
hyvinkin l&ahell& toisiaan. Huonoina puolina tédlaisessa menetelméassi on se, ettd nain
saadaan suhteellisen luotettavasti aikaiseksi vain noin 25 nukleotidin  mittaisia
oligonukleotideja. Té&ta pidempien sekvenssien tuottaminen aiheuttaa enenevissd maarin
kohden alustalla onkin useita rinnakkaisia sekvensseja 200-300 emasparin suuruiselta
alueelta geenid (Affymetrix) (Lipshutz, R.J. ym., 1999). Vamistuskustannukset ovat
kuitenkin verrattain suuria ja bioinformatiikka on varsin monimutkaista (Harbig, J. ym.,

2005) kaytettadessa useita sekvensseja geenia kohden.

24.2 DNA-sirut, joissa kaytetdan valmiiksi syntetisoituja oligonukleotideja tai
cDNA:ta

Niin sanotulla spottaus-tekniikalla voidaan applikoida alustalle valmiiksi monistettuja ja
puhdistettuja sekvenssgja (joko PCR monistettuja oligonukleotideja tai cDNA-
sekvenssgjd). Applikaatio voidaan tehda kahdella eri tavalla. Toisessa tekniikassa kohde
dirretddn alustalle terdvén neulan avulla, joka siis ensin kastetaan kohdesekvenssin
sisdtaméddn liuokseen ja ditten tarkasti viedéén lasin pinnan valittomadan l&heisyyteen,
jolloin negatiivisesti varautunut neste tarttuu kiinni lasiin. Toisessa tekniikassa (ink-jet)
kohdesekvenssin sisdltdma liuos suihkautetaan lasinpinnalle tarkkaan saédellyn neula-
venttiilin 1&pi. Ensimmaisesta tekniikasta on olemassa myds versio, jossa neula kevyesti
koskettaa alustan pintaa. Ongelmana néissa tekniikoissa on se, ettéa painojaki vaihtelee
hiukan lasista toiseen; Applikoitava neste saattaa kuivua liian nopeasti, alustassa olevat
epdtasaisuudet estdvat tasaisen tdplan muodostumisen, nesteessd olevan sekvenssin
konsentraatio vaihtelee, epdpuhtauksia pééasee lasille tai nesteen mééra vaihtelee téplasta
toiseen. Menetelmd on kuitenkin suhteellisen halpa verrattuna in situ synteesiin ja
mahdollistaa tilausvalmisteisien DNA-sirujen tuotannon. Etuna téssa tekniikassa on myos
se, efta periaatteessa tgplaan saadaan homogeenistd sekvenssia juuri oikean mittaisena.
Tassd tekniikassa on myds mahdollista kayttéd pidempid sekvenssga kuin in sSitu
synteesissg, joka luonnollisesti parantaa hybridisaation spesifisyyttd. Té&pla muodostuu
kun lasin pinnalle applikoidaan pisara DNA-liuogta, joka sitten kuivuu lasinpinnalle,

jolloin sekvenssit kiinnittyvét alustalle.
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Markkinoille on tullut myds kolmas sirutyyppi (Illuminan Sentrix® BeadChip) (Walt, D.R.,
2000), jossa oligonukleotidisekvenssit esitellaén alustalle pienien helmien (3 um) pinnalle
kovalenttisesti kiinnittyneind.  Eri sekvenssia sisdltdvat helmipopulaatiot hakeutuvat
pieniin riveissa oleviin kavoihin satunnaisesti, jonka jalkeen méaritetéan kunkin
sekvenssin sijainti sirulla niin sanotun osoite sekvenssin avulla.  Kaivojen maara talla
alustalla on saatu &arimmaisen suureksi, jolloin yhdelle sirulle saadaan mahtumaan useita
itsendisia DNA-sirukokeita.

2.5 DNA-sirukokeen komponentit

DNA-sirukokeen komponentit poikkeavat toisistaan riippuen sitd millaista sirutyyppia
kéytetéan. Tassa kappaleessa on kuvattu klotsapiinikokeessa kaytetyn kaksoisvari DNA-
sirukokeen komponentteja. Komponentit ovat p&dpiirteissédn samanlaisia kuin useiden
muiden DNA-siruvalmistajien tuotteet muutamia poikkeuksia lukuun ottamatta.

251 Alusta

Mikroskooppilasi (75 x 25 x 1 mm) on ensin kasitelty aminoryhman sisdltdman
trietoksysilaanin johdoksella.  Taman kasittelyn tarkoituksena on tehda pinnasta
positiivisesti varautunut, jolloin negatiivisesti varautunut kohdesekvenss kiinnittyy siihen
shkostaattisesti sokeri-fosfaattirungostaan. Yksi ndin pinnoitetun lasin ominaisuus on
hydrofobisuus, joka mahdollistaa pienten taplien applikoimisen lasinpinnalle. Applikoidut

lasit viela blokataan taustan eliminoimiseksi fluoresenssimittauksessa.

Kéytetyssd DNA-sirussa on 1090 erilaista rotan DNA-fragmenttia kiinnitettyna omille
paikoilleen lasin pinnalle riveihin ja sarakkeisiin. Sirulla on yhteensd 24 alaruudukkoa,
jotka muodostuvat jokainen 7 x 7 ruudukoista (49 taplaa per ruudukko). Taplan koko on
noin 200 pm ja taplien keskipisteiden vélinen etéisyys on 600 um. Sirulla on myds 29
taplad, joihin on applikoitu Cy3-vérilla leimattua oligonukleotidia (ndméa helpottavat
navigointia sirun digitaalikuvassa), 24 tgplaga, joihin on applikoitu pelkk&a puskuria,
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kahdeksan bakteriofagi A DNA-sekvenssi kontrollitdpléa (negatiivikontrolleina), cDNA-
synteesikontrollitépla, sek& leimausreaktiokontrollitdpla Lisdksi 23 tgplan paikkaa on
tyhjid. Yhteensa siis 1176 téplaa on mahdutettu 2 x 3 cm kokoiselle alueelle.

25.2 Geeneja edustavat pitkét oligonukleotidit

Jokaista DNA-sirulla olevaa tdpléa varten syntetisoidaan tiettyd geenida edustavaa
sekvenssia.  Kyseisessd sirutyypissa tdma sekvenssi on identtinen péakdle genomisen
DNA:n (+)-juostetta (koodaava juoste, sense strand, non-template strand), joka on siten
komplementaarinen |8hetti-RNA:sta kéanteiskopioidulle cDNA-sekvenssille.

Jotta saataisiin riittavasti materiaalia yksittéista taplda varten, pitéd applikoitavaa
sekvenssia monistaa. Tama tehddan polymeraasiketjureaktiolla (PCR), jota on modifioitu
niin ettd lopullisessa tuotteessa on ladhinnad vain yksjuosteista koodaavaa juostetta
vastaavaa sekvenssid.  Joissakin  DNA-sirumenetelmissa kaytetédn myos tavallista
kaksijuosteista PCR tuotetta, mutta yksijuosteisen DNA-fragmentin etuna on se, etta nain
taplassi on vain oikeata kohdesekvenssia ja takaisinhybridisoituminen samassa téplassa
olevan komplementaarisen juosteen kanssa on eliminoitu (Wei, Q. ym., 2004). Lis&ksi
monistettu sekvenssi on puhdistettava huolellisesti silla jo 0,01 % kontaminaatio aiheuttaa

epaspesifiga signaalia.

Vamiiden applikoitavien sekvenssien pituus on noin 80 nukleotidia, joista noin 70
nukleotidia vastaa geenin sekvenssid. Jaljelle jéavét 12 nukleotidia ovat merkkisekvenssia,
joita valmistaja kayttéd sekvenssin kasittelyssd mm. kontrollijuosteen (antisense juoste)
vamistukseen. Lisdsekvenssi myds hiukan vahvistaa kohteen kiinnittymisté pinnoitettuun
lasialustaan. Kohdesekvenssin nukleotideja ei t&ssi tapauksessa ole modifioitu mill&&n
tavalla, kuten joissain muissa DNA-sirutyypeissi.  Sirun valmistgja on ndin pyrkinyt
valttamdan DNA-sirun ennenaikaista vanhenemista johtuen modifioitujen sekvenssien

epavakaudesta.
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Kun sekvenssi liuos applikoidaan lasille, kiinnittyy se elektrostaattisesti negatiivisesti
varautuneesta sokeri-fosfaattirungostaan positiivisesti varautuneeseen aminoryhmaan.
Tallainen sidos el kesta kovinkaan suuria lampétiloja ja alhaisia suolakonsentraatioita, joka

estda lasin uudelleen k&yton useita hybridisaatiokokeita varten.

253 RNA-nayte

Y ksittéisen DNA-sirun kustannus on siind maarin suuri, etta sirulle kannattaa hybridisoida
vain parhaasta lahtomateriaalista valmistettu koetin, jonka biologinen tausta on pystytty
kontrolloimaan mahdollissimman tarkkaan, jolloin kasittelyn aiheuttamat erot on
huomattavasti helpompi erottaa biologisesta variaatiosta (Wei, C. ym., 2004). RNA-
ndytteen eristyksen ja itse kokeen suorittamisen vdliin el tulisi jéttéa pitkia sailytysaikoja,
slla RNA-néyte hgjoaa ajan myo6td myos pakastettuna, joskin on olemassa menetelmig,
joilla ssadaan RNA sdilyméin ehjand pidempigkin aikoja  My0s arkistoiduista
parafiinindytteista on tehty onnistuneita DNA-sirukokeita, joskin nédissa tapauksissa
varmasti osa informaatiosta on menetetty RNA:n hajoamisen vuoksi. Useissa DNA-
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sirualustoissa on kaytetty kohde sekvenssin suunnittelussa geenin 3’ pééta, jolloin 18hetti-
RNA:n hajoaminen ei ole niink&an haitallista silla p&asdantoisesti 1ahetti-RNA:n 5 paa
pilkkoutuu ennen 3' paddtd. DNA-sirukokeet ruumiinavausnaytteisté ovat osoittaneet, etta
viela hyvinkin huonolaatuiseksi mééritelty RNA-ndyte on kelvollista DNA-sirukokeisiin
(Lee, J. ym., 2005). RNA-molekyylien hagjoaminen on kuitenkin sekvenssispesifista,
jolloin yhteista puoliintumisvakiota ei voida méarittéd. Noin puolella lahetti RNA-
sekvensseista on kuuden tunnin puoliintumisaika ja toisella puoliskolla noin 24 tuntia
vastaten keskimadréistd solusyklia  Joissakin erilaistuneissa soluissa |8hetti-RNA
puoliintumisajat tietyille transkripteille voivat olla tétakin huomattavasti pidempié

Koettimen valmistuksessa voidaan léhted joko totaali-RNA naytteesta tai |ahetti-RNA
ndytteesta jossa lahetti-RNA on puhdistettu muista RNA-populaatioista poly(A)-hannan
perustedlla. Kaytettdessa totaali-RNA-ndytettd koettimen valmistuksessa tulee muistaa,
ettd suurin osa RNA:sta on ribosomaalista-RNA:ta ja vain noin 1-3 % totaali-RNA:sta on
|ahetti-RNA:ta

RNA:n puhdistuksen yhteydessa ndytteeseen voi j&ada jaamia kaytetyista reagensseista,
jotka saattavat hairita cDNA-synteesid. Taman vuoks on suositeltavaa, etta RNA-néytteen
konsentraatio on mahdollisimman suuri, jolloin pystytédn minimoimaan naiden
reagenssien pdasy seuraaviin vaiheisiin. Ylima&réiset presipitaatiot on kuitenkin syyta
jétéa véliin elleivéa ole aivan valttaméttomi, silla RNA:n kasittely aina jonkin verran
hajottaa sitd. ~ RNA-naytteiden kasittely kontrollista ja naytteesta tulisi olla taysin
identtinen. Parhain tulos saadaankin valmistamalla naytteet rinnakkain.

254 Alukkeet cDNA:n valmistuksessa

cDNA:n valmistus RNA:sta voidaan tehda kayttéden joko geenispesifisia alukkeita, kuuden
nukleotidin mittaisia satunnaissekvessgia tai poly(T) alukkeita. Té&ssa tydssa on kaytetty
geenispesifisia alukkeita. Jokaista lasille kiinnitettyd kohdesekvenssia vastaavaa aluketta
lisité&n cDNA-synteesireaktioon. Téallainen menettely minimoi hybridisaatioliuoksesta
ylimédraisia cDNA-sekvenssgj 4, joille el 10ydy komplementaarista sekvenssia lasilta. Néin

valtytdan jossain méarin vaarien sekvenssien hybridisoitumiselta lasille.
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Jos DNA-sirulla olevat koettimet on suunniteltu geenin 3' padhéan, on poly(T) alukkeet
varteenotettava vaihtoehto. Jos kuitenkin jatkossa on tarkoitus kayttéa samaa materiaalia
esimerkiksi  kvantitatiivisessa PCR menetelmédssa on satunnaissekvenssien kaytto
perusteltua silla usein joudutaan suunnittelemaan PCR:n alukeparit hyvinkin kauaks 3’
paésta, jolloin mahdollisuus oikean templaatin l&sndoloon kasvaa kaytettdessa alukkeita,
jotka aloittavat kdanteiskopioinnin monista eri kohdista lahetti-RNA-sekvenssia

255 K&antei skopiointientsyymi

K&anteiskopiointi on retrovirusten kayttdma menetelmd, jossa viruksen perintdaineksen
sisdltamé RNA-sekvenssi kopioidaan DNA:ksi. Muodostunut DNA-sekvenssi toimii sitten
templaattina 18hetti-RNA-synteesille, joka tuottaa viruksen tarvitsemia proteinega
Muodostunut DNA-sekvenssi voi myds inkorporoitua genomiseen DNA:han, jolloin siita

tulee osa solun perimaa.

Useiden eri viruksien kaanteiskopiointi entsyymit on kloonattu ja niitd pystytéén
tuottamaan erilaisissa isantd organismeissa. Téassa tydssa kaytetty MMLV (Gerard, G.F.
ym., 1997) (Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase) on tuotettu Escherichia
coli bakteerissa, joka kantaa MMLV entsyymid koodaavaa geenid plasmidissaan.
Markkinoilla on my6s geneettisesti muunneltuja ka&anteiskopiointientsyymejd, jotka
paremmin pystyvéa kopioimaan lahetti-RNA:n cDNA:ksi. Esimerkiksi toleranssia RNA:n
sekundaérirakenteen suhteen on saatu parannettua. RNA:n siimukkarakenteet voivat estéa
kaénteiskopiointientsyymin etenemisen, jolloin tuloksena on vain patka halutusta cDNA-
sekvenssistd (Brooks, E.M. ym., 1995). MMLV entsyymia kaytettaessa lampdtila el voi
olla kovinkaan korkea, koska entsyymi menettdd aktiivisuutensa Kkorotetuissa
[ampotiloissa, kun taas esimerkiksi paranneltu linnun  myeloblastoosi  viruksen
k&anteiskopiointientsyymi (enhanced avian myeloblastosis virus RT-enzyme, Sigma-
Aldrich) sdilyttaa toimintakykyadan viela +65°C asteessa.

K&anteiskopiointientsyymi  kéyttéd templaattinaan yksijuosteista RNA-molekyylia ja
luettuaan yhden molekyylin on se vapaa kaantdmaan toisen molekyylin cDNA:ksi. Nén
reaktion edetessa tapahtuu lineaarista monistusta.  Kaanteiskopiointi on kuitenkin jossain
maarin  sekvenssispesifistd, jolloin joidenkin geenien mittauksissa on tyytyminen
pienempadan materiaalimaaréan, joka aiheuttaa hiljaisilla geeneilld mittaus epatarkkuutta
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25.6 Fluoresoivat leimausmolekyylit

Hybridisoitu siru tulee skannata mahdollissmman pian, koska fluorokromit eivét kesta
pitkia sdilytysaikoja ja ovat herkkia mm. hapelle (Fare, T.L. ym., 2003). Fluorokromit
my6ds himmenevét valon vaikutuksesta, jolloin jokaisen skannauksen yhteydessd osa
signaalista menetetdan.

Koska testindytteen ja kontrollindytteen leimauksessa kaytetyt fluorokromit poikkeavat
jonkin verran ominaisuuksiltaan, hajontakuvio painottunut johonkin suuntaan (katso kuva
9 sivulla 46; punaiset pistepilvet).

Fluoresoivien molekyylien ollessa pakkautuneena tiiviisti, perustilassa oleva fluorokromi
VoI vastaanottaa virittyneen molekyylin energian, jolloin energia ei vapaudu fluoresenssin
muodossa €li fluoresenssi pienenee. Téasta ilmidsta johtuen hybridisoituneen materiaalin

mé&ara el aivan ole suoraan verrannollinen fluoresenssin méaaraén kirkkaimmilla tgplilla

Leimausmolekyylin tulee olla aktivoitu di siina pitda olla N-hydrokri-suksiini-imidi-esteri-
ryhmg, joka leimausreaktiossa korvautuu ndytteen aminoryhmalla (substituutioreaktio:
katso kuva 8 sivulla 39).

Cy3 Cy5
Eksitaatiomaksimi = 548 nm Eksitaatiomaksimi = 646 nm
Emissiomaksimi = 562 nm Emissiomaksimi = 664 nm
SO,H HO.S SO,H HO,S

O N7 NN N O O NTNENANA O

oz 0

O O_N O O_N
O z

(@]

N-hydroksi-suksiini-imidi-esteri /A

(NHS-esteri)
Kuva 5

Aktivoidut Cy3 ja Cy5 vériaine molekyylit.
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257 Kokeessa tarvittavat reagenssit ja valineet

Suurin osa DNA-sirujen vamistgjisa myy sirujen mukana kaikki koettimen
vamistuksessa tarvittavat reagenssit (poislukien RNA:n eristyksessa tarvittavat
materiaalit), jotka on optimoitu toimimaan k&silla olevan tuotteen kanssa  Tassa
tapauksessa vériaineet (fluorokromit) oli hankittava erikseen. Suurin osa reagensseista
loytyy tavallisesta molekyylibiologian laboratoriosta. Ainoa laite, joka poikkeaa tavallisen
laboratorion vélineistésta on konfokaalifluoresenssiskanneri, jolla hybridisoidut lasit
luetaan. Tarvittavat valineet ja reagenssit on varattava ja jarjestettava niin etta koettimen
valmistuksessa ja hybridisaatiossa ei péése tapahtumaan poikkeuksia. Kontrolli ja nayte on
kasiteltava rinnakkain teknisen variaation minimoimiseksi.

2571 Skanneri

Tassa tydssa on kaytetty ScanArray5000 Microarray Scanning Equipment laitteistoa (GSI
Lumonics/ PerkinElmer, Wellesley, Massachusetts, Y hdysvallat):

ScanArray5000 on skannaava laser konfokaalimikroskooppi, jolla voidaan mitata
fluoresenssi voimakkuuksia DNA-sirun pinnalta.  Skannauksen lopputuloksena on
digitaalinen kuva DNA-sirusta, jonka kuvapisteet kuvaavat fluoresenssi-intensiteetteja
DNA-sirulla. Skannerin pa&komponentit ovat: eksitaatioldhde, emissio-optiikka,
valonmonistusputki, seka nadytelasin siirtomekanismi.  Eksitaatioldhteend on useita
lasereita eli aallonpituuksille varustettuna sdteen tarkennusoptiikalla, sulkimilla, seka
tarvittavilla suodattimilla.  Optiikka pysyy paikallaan ja lasia siirretéan alustan paalla
skannauksen edetessi. Alusta litkkuu myds ylos ja alas, jottalasin pinta saataisiin oikeaan
tarkennussyvyyteen. Emissio-optilkka  kerda  emittoituvan  fluoresenssin
valonmonistusputkelle p&dstéden 18pi vain halutut valonaallonpituudet.  lImaisimena
kéaytetty valonmonistusputki muuttaa emissio séteilyn jannitteeksi, jota voimistetaan ja
madra rekisterdidédn numeeriseen muotoon esitettavaksi kaksiulotteisena karttana
(digitaalikuvana).
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2.6 Data-analyysista

ja tdma asettaakin erityisia haasteita merkittdvan informaation seulomiseen. Kokeita on
toistettava ja DNA-Sruista saatuja tuloksia on varmennettava riippumattomilla
menetelmilla Mittaustuloksissa havaittu niin biologinen varianssi kuin myos tekniikasta
aiheutuva varianssi on johtanut aineiston analysointi menetelmien huikeaan kehitykseen
sitten enssmmaéisten DNA-sirukokeiden. Lisdks viimeisen kymmenen vuoden aikana on
tietomme eri geenien sekvensseista ja niiden funktiosta on parantunut huomattavasti,
joskin kehitettévda riittda vield vuosikymmeniksi eteenpdin.  Perinteiset tilastolliset
menetelmét eivéat valttamétta sellaisenaan sovellu DNA-siruaineiston analysoimiseen tai
ainakaan perinteiset menetelméat eivét pysty hyoddyntdmadn yha syventyvaa tietdamysta
perintbaineksemme toiminnasta.  Mittaustulosten automaattinen luokittelu perustuen
yksittéisten geenien samankaltaiseen kayttdytymiseen ja néiden luokkien vertaaminen
ennalta tiedettyyn informaatioon geenien toiminnasta on tehokas keino seuloa merkittava
infformaatio usein vajavaisesta mittausaineistosta.  Vakka mittaustuloksia saadaan
yksittaisesta kokeesta hyvinkin paljon niin usein kuitenkin yksittéiselle geenille mittausten
toistot jaavat vahaisiks. DNA-siruille on kuitenkin saatu mahtumaan useita edustgjia
geeneistd, jotka toimivat samoissa prosesseissa ja ndin ollen tarkastelemalla prosessiin

lisGvarmistusta muutosten laadulle.

Materiaalit ja metodit osuudessa (kappaleessa 3.7 sivulla 43) on kuvattu data-analyysia
yksityiskohtaisemmin.
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MATERIAALIT JAMETODIT

3 KLOTSAPIINIKOKEEN VAIHEET

3.1 L s8keainekasittely

Kokeessa kaytettiin tdysikasvuisia koirasrottia (Rattus norvegicus, paino: ~227 g, linja
Wistar, véri: valkoinen/albiino). Kokeen alussa eldimet olivat 19 viikon ikaisia Neljélle
kymmentd) intraperitoneaalisesti pistos klotsapiinia (Ampulli, Leponex, Novartis Pharma
GmbH, NiUrnberg, Seksa). Neljélle kontrollirotalle annettiin vastaavasti péivittain pistos
fysiologista suolaliuosta. Injektoidun nesteen tilavuus oli keskiméarin 208 pl (25 mg/ml)
riippuen yksilon painosta. Painoa tarkkailtiin, jonka perusteella 1&8keannos méariteltiin 25
milligrammaan rotan painokiloa kohden (25 mg/kg). Paino kasvoi kontrollielamilla
keskimaarin kokeen aikana 66,0 grammaa kun taas klotsapiinia saaneet rotat kasvoivat
van 10,3 grammaa, joka saattaa kertoa |a8keainekasiteltyjen eldinten lievasta
ruokahaluttomuudesta tai pahoinvoinnista. IThmiselle maksimiannos klotsapiinia on 300
milligrammaa péivassa pistoksena annettuna (vastaa siis 4,3 mg/kg, jos henkilé on 70-

kiloinen), mutta koska aikaisemmissa kokeissa, sek& muussa kirjallisuudessa on kaytetty
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mg/paiva = 169 mg/m? 227 g painavalle rotale). Lisaks rotan aineenvaihdunta on
tehokkaampaa kuin ihmisellg, jolloin [&8keaine poistuu elimistdsta nopeammin. Rotilla
LDsp on 58 mg/kg suonensisédisesti, jonka alle taman kokeen annostus j&8. Y ksik&an eléin
el kuollut kasittelyn seurauksena, joskin pistoskohdat artyivat kokeen loppua kohden.
Kayttéytymista el erityisemmin seurattu, eikd kontrolli ja 188keaine ryhmassa havaittu
suurempia eroja muuta kuin se, etta ladkeainepistoksen jalkeen eldimet nukahtivat
herkemmin kuin kontrolli ryhmén eléimet. El&imet tottuivat pistoihin varsin nopeasti.
Pistosten antaminen on helpointa suorittaa avustajan pidellessa eldinta aloillaan.

3.2 L opetukset ja etuaivokuoren dissektiot

Eléimet lopetettiin CO, anestesialla ja sité heti seuraavalla dekapitaatiolla kuuden péivan
kuluttua viimeisesta pistoksesta. Kallo aukaistiin nopeasti ja aivot huuhdeltiin upottamalla
ne kerran noin 1°C fosfaattipuskuroituun isotoniseen suolaliuokseen (1xPBS), jonka
jalkeen etuaivokuoren palat dissekoitiin PBS:&8n kostutetun imupaperin pdalla, jonka alla
jédmurskalla taytetty petrimalja  Kalkki dissekoinnissa kéytetyt valineet oli pyritty
puhdistamaan mahdollismman hyvin RNaas kontaminaatioiden valttamiseksi.
Kudospalat siirrettiin 1,5 ml Eppendorf putkiin, joihin valmiiksi pipetoituna RNAlater
reagenssia (Qiagen GmbH, Hilden, Saksa), joka inhiboi RNaasit ja stabiloi RNA-
molekyylin. Kudospaloja inkuboitiin yon yli RNAlater reagenssissa, jonka jalkeen neste
pipetoitiin pois ja kudokset siirrettiin odottamaan RNA:n eristysta -75°C pakastimeen.
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Kuva 6

Dissekoinnin yhteydessd tehdyt viillot. Naytteeseen otettiin mukaan vain aivokuorta vélttéen
syvempien aivo-osien mukaantuloa. T&ss tydssa kéytetty aivoal ue tummennettuna

3.3 Ribonukleiinihapon eristys
331 Eristysmenetelman kuvaus
RNA:n eristyksessa kéaytettiin  guanidiini-tiosyanaattihappo — fenoli — kloroformi

eristysmenetelméd (AGPC protokolla) (Chomczynski, P., ja Sacchi, N., 1987) TRIlzol
reagenss seoksen muodossa (Invitrogen life technologies, Carlsbad, Kalifornia,
Y hdysvallat), joka on monofaasinen liuos fenolia ja guanidiini-tiosyanaattia.

Kudospalojen péadle pipetoitin @ TRIzol reagenssia, jonka jakeen kudospalat
homogenisoitiin  Polytron homogenisaattorilla (Brinkmann, Westbury, New York,
Y hdysvallat). Jotta saataisiin samanlaisia RNA saantoja eri ndytteista on homogenisointi
erityisen térkeé vaihe. Jokaista kudospalaa tulee homogenisoida juuri sama sekuntimaara ja
ndytteen lampotilan el saisi nousta TRIzol reagenssi estéd endogeenisten RNaasien
toiminnan heti t&sta vaiheesta eteenpain.

Guanidiini-tiosyanaatti on voimakas proteiinien denaturantti; seka guanidiini-kationi etta
tiosyanaatti-anioni ovat ns. kaotrooppisia suoloja, jotka estdvét vesimolekyylien
jarjestdytymisen hydrofobisten voimien avulla proteiinien ympérille mahdollistaen néin
proteiinien suuremman rakenteellisen vapauden ja sitd kautta proteiinien denaturaation.

Kaotrooppisten suolojen seurauksesta RNaasi-entsyymit inhiboituvat, jolloin sdastytaén
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RNA:n hgjoamiselta Guanidiini-tiosyanaatti saa myds RNA:n irtoamaan proteineista
Eristyksessa kaytettavét orgaaniset liuottimet, fenoli ja kloroformi liuottavat proteinit ja
lipidit itseensa jéttéen néin hydrofiiliset nukleiinihapot vesifaasiin. Orgaaniset liuottimet
edelleen denaturoivat RNaasgja. Fenolin pitda olla RNA:n eristysta varten hapanta (pH
4,7), jolloin RNA j& vesifaasiin ja genominen-DNA saadaan sokeri-fosfaattirungon
protonaation vuoksi orgaaniseen faasiin. Eristykseen voi liséa myds pienen méaaran
isoamyylialkoholia vaahtoamisen estamiseksi.

Eristyksen jalkeen RNA puhdistetaan eristysreaktiokomponenttien jd8mista sakkaamalla se

ensin isopropanolilla ja pesemalla pellettia etanolilla

3.3.2 RNA:n eristysprotokolla

Kolme vuorokautta -75°C pakkasessa séilytetyt kudospalat punnittiin jaisina ja
kaksi palaa laitettiin samaan putkeen, jotta saataisiin eristysprotokollan mukainen
maara |ahtomateriaalia.

s Elaimen Etuaivokuoripalojen
Kasittely Lo
numero yhteispaino (mg)
- ljaZ2 99
Klotsapiini 17 paivaa
3ja4 109
Fysiologinen suolaliuos 17 5ja6 123
paivaa 7ja8 110
Taulukko 1

Kudospaloja sulatetaan TRIzol reagenssissa noin puoli minuuttia ennen
homogenisointia, silla homogenisaattorin terda el pysty jdiseen kudospalaan.
Naytteita pidetédan jailla. Kudospaojen homogenisointi 1200 mikrolitrassa TRIzol

reagenssia 2 ml Eppendorf putkissa 30 sekuntia/ putki.

Inkubaatio huoneen lampoétilassa 5 minuuttia, jonka aikana guanidiini tiosyanaatti
hajottaa nukleoproteiinikompleksit ja fenoli liuottaa lipidejd ja proteinga

orgaaniseen faasiin

Lisdtédn 240 pl kloroformia, ravistetaan voimakkaasti kasissd 15 sekuntia ja
inkuboidaan 2 minuuttia huoneenlammossi Téassa vaiheessa kloroformi edelleen



liottaa proteiingja ja lipideja orgaaniseen faasiin ja RNA-molekyylit jdavét

vesifaasiin.
15 minuutin sentrifugaatio maksimissaan 12000 x g, +4 °C.

Sentrifugaation jalkeen seos jakautuu kolmeen faasiin, joista ylimpaan kirkkaaseen
faasiin j&& RNA-molekyylit. Vesifaas, jonka tilavuus téssa vaiheessa on noin 60%
alkuperéisestd TRIzol reagenssin maardsta eli noin 720 pl pipetoidaan talteen.
protelingja. Tassa vaiheessa tulee vélttaa fenolin tulemista mukaan, silla se inhiboi
mm. kaanteiskopiointientsyymireaktiota. Jos naytteeseen on viela jaanyt ta
putkissa on RNaasga on RNA suojaton hajoamista vastaan, joten naytteita

késiteltaessa eteenpdin pidetédén niitéa mahdollisimman paljon jéilla

Vesifaasiin lisdtéan 600 pl isopropanolia ja inkuboidaan huoneenlampétilassa 10

minuuttia
Sentrifugaatio 10 minuuttia 12000 x g, +4 °C

Supernatantti pipetoidaan pois ja pelletti pestédn 75% etanolilla (~1200 pl).
Naytetta ravistetaan 20 sekuntia, jonka jalkeen pelletin kasataan sentrifugoimalla
7500 x g, +4°C, 5 minuuttia. Pelletti kuivatetaan varoen kuitenkin kuivattamatta
liikaa silla dehydroitunutta RNA:ta on vaikea saada liukenemaan veteen. Kuivaus
voidaan tehda lampoblokilla (+65°C)

Pelletti liuotetaan 30 pl vettd (DEPC késitelty). Liukenemista voi edistda
inkuboimalla ndytettd +65°C 10 minuuttia. Ta&ssa lampotilassa RNaasit eivét ole
aktiivisia, joten parempi liuottaa korkeassa lampdtilassa kuin huoneenlammaodssa
Nayte voidaan varastoida -75°C pakastimeen lyhytaikaisesti. Séilyvyytta voidaan

parantaa liséamall& ndytteeseen RNaasin inhibiittoreita.

TRIzol menetelmdlla erigtetyssa totaali-RNA-naytteessda on jonkin verran jaamia
genomisesta DNA:sta, joka voisi potentiaalisesti aiheuttaa vaaristymaa heikosti ilmenevien
geenien ilmenemistason mittauksissa toimimalla templaattina k&énteiskopiointientsyymi

reaktiossa. DNA-kontaminaatio saadaan pois kasittelemalla néyte DNaasi-entsyymilla,
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joka pilkkoo kaksoiskierteistd genomista DNA:ta pilkkomatta RNA:ta. Genomisen DNA:n
poistaminen naytteestd absoluuttisesti on léhes tulkoon mahdotonta, mutta esimerkiksi
syOpakasvaimista AGPC protokollalla eristetyssa totaali-RNA-ndytteessd saattaa olla jopa
7% genomista DNA:ta (Kitlinska, J., ja Wojcierowski, J., 1995), jolloin DNaasi-kasittelyn

merkitys on selva.

DNaasi-késittely:

Naytteeseen (25 pl) lisdtdan 2,5 pl 10xDNaasi | reaktiopuskuria ja 1 pul DNaasi |

entsyymia

Sekoitetaan varovasti (naytetta el pida sekoittaa voimakkaasti pipetoimalla RNA:n
hajoamisen valttamiseksi)

Inkuboidaan +37°C, 30 minuuttia

Sekoitetaan DNaasin inaktivaatioreagenssiseos ravistamalla putkea ja lisétdan
seosta naytteeseen 5 pl.  Sekoitetaan hyvin ja inkuboidaan huoneenlampdtilassa 2

minuuttia valilla sekoittaen.

Sentrifugoidaan sakka pohjalle, johon DNaasi | entsyymi ja kaksiarvoiset kationit
ovat kiinnittyneet. Pipetoidaan supernatantti uuteen putkeen varoen ottamasta
sakkaa mukaan, silla se saattaa inhiboida seuraavia reaktioita. Lopputulos on noin
30 pl totaali-RNA-naytetta.



Absorbanssi mittauksia ennen ja jalkeen DNaasi-kasittelyn:
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A260 nm 1+2+3+4 1.045 0.873
A260 nm 5+6+7+8 1.325 0.988
Azg0 nm 1+2+3+4 0552 0.440
A2g0 nm 5+6+7+8 0.704 0.504
Azs0/Azso-suhde 1+2+3+4  1.892 1.984 5%
Azeo/Azso-suhde 5+6+7+8 1.884 1.960 4%
Konsentraatio* ug/pl 1+2+3+4 4596 3.841 -16%
Konsentraatio* pg/pl 5+6+7+8 5.830 4.347 -25%

Taulukko 2

*) A260 x 100 laimennoskerroin X 0,044 Hg/lil muuntokerroin yksijuosteiselle lyhyelle nukleiinihapolle
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DNaasi-kasittely laimentaa naytettd, mutta Azso/Azso suhdeluku ldhestyy puhtaan RNA:n
suhdelukua 1,9 — 2,1. Kudospalan kokoon suhteutettuna totaali-RNA :ta saatiin talteen 1,3

pg / 1 mg kudosta, joka on TRIzol menetelmélla normaali saantoméara aivokudoksesta (1-

1,5 ng/mg).
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RNA:n eheys médritettynd denaturoivalla agaroosigedilla  Gedilla ndkyy selvasti ribosomaaliset-
RNA:t 28Sja 18S. Heikkona vythykkeena nakyy viela 5S ribosomaalinen-RNA ja siirtgja&RNA ta
28S vyobhyke on kummassakin ndytteessa isompi kuin 18S vythyke. Ehedn RNA-ndytteen 28S ja
18S vyohykkeiden intensiteettien suhde tulisi olla~ 1,5-2,5.

Kontrolli naytteen (kaivo 1) vythykkeiden suhde (28518S) on ~1,2 ja naytteen (kaivo 2) ~1,6.
Kummassakaan néytteessd e ndy selvédd RNA:n hagjoamista ja vaikka kontrolli néytteen suhdeuku
jéékin hieman ahaiseksi.

Gedlikuvan perusteella RNA-néyte tulkittiin kel paavaksi koettimen val mi stukseen.

34 Koettimen valmistus

Leimatun koettimen valmistuksessa voidaan joko valita menetelma, jossa cDNA-synteesin
yhteydessa jokin nukleotidi siséltéd valmiiks fluoresoivan leiman tai leimata muodostunut
cDNA-juoste jalkikéteen. Ensimmaéisessa menetelméssa huonona puolena on se, etta
k&anteiskopiointientsyymi ei pysty optimaalisesti liittdmaan kasvavaan cDNA-juosteeseen
isoja fluorokromeja siséltavid nukleotideja néin vahentéen, seké koettimen maard, etta
leman méarda. Tavallisista nukleotideista koostuva cDNA voidaan leimata, mutta
tehokkaampaa on kayttda tymidiini-nukleotidin sijasta modifioitua aminoallyyli-uridiini-

nukleotidia cDNA-synteesissd, jolloin leima saadaan Kkiinnittymdan kovalenttisesti
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aminoryhmaan. Aminorynmé& e vakuta olennaisesti kaanteiskopiointientsyymin
toimintaan. LahtOmateriaalina kaytettavan RNA:n méadra sdadetddn samaks naytteelle
sekd  kontrollindytteelle. Talla on  keskeinen  merkitys kilpailevassa
hybridisaatiokinetiikassa (ks. kappale 2.)

Leimausreaktiossa sekd kontrollindyte, etta ndyte sSitovat itseensd saman méaran
fluorokromi molekyyleja huolimatta sité, ettd eri fluorokromeilla on hiukan erilaiset
ominaisuudet ja koot. Tama siks, ettd kuhunkin aminoallyyli-uridiini-nukleotidiin

kiinnittyy potentiaalisesti yksi varimolekyyli.
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kaanteiskopiointientsyymilla
Lahetti-RNA cDNA-synteesi

RNaasi H Geenispesifinen
kasittely aluke

Aminoallyyli-dUTP,
dGTP, dATP, dCTP

Aminoallyyli-U™" / cDNA-sekvenssi
NH, NH,

NH, NH,

@ cDNA:n puhdistus: geelisuodatus (0,45um filtteri) + presipitaatio

] ] N-hydroksi-suksiini-imidi
Leimausreaktio r -aktivoitu fluorokromi

\4
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@ Koettimen puhdistus kiinnittymattomisté fluorokromeista

Kuva 8

Koettimen synteesi. 1. kdantei skopiointientsyymi muodostaa yks juosteiselle |8hetti-RNA:lle DNA-
komplementin, jossa jokainen uridiini-nuklectidi on aminoallyyli-modifioitu (uridiini korvaa
muodostuvassa cDNA:ssa normaalin tymidiini-nukleotidin). 2. poistetaan muodostuneista cDNA-
RNA-komplekseista RNA-juoste RNaasi H:lla. 3. muodostuneet cDNA-juosteet puhdistetaan
irtonaisista nuklectideista, sekd muista reaktiokomponenteista. 4. Leimaugreaktio, jossa Cy3- tai
Cy5- NHS-esteri reagoi aminoallyyli-uridiinin kanssa leimaten ndin sekvenssin jokaisen uridiini-
nuklectidin. 5. Leimattu koetin on puhdistettava huolelisesti ylimé&rdisista varimolekyyleista

taustan minimoimiseksi.
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Vamiin koettimen laatu tarkistetaan ennen lasille hybridisointia. Taulukossa 3 on esitetty
kaikkien  kahdentoista  valmistetun  koettimen  absorbanssimittaukset ~ ennen
kontrollindytteen ja ndytteen yhdistdmista.  Nuklelinihapon kokonaisméarasta kertovan
Azeo-arvon vertaus leiman (Cy3 Asso ja Cy5 Assg) arvoon antaa kasityksen leimautuneen
cDNA méérasta suhteessa kokonais- cDNA médraan. Suhdelukujen ollessa suuria voidaan
epéilla koettimen olevan huonosti leimautunut tai  fluorokromin  menetténeen
aktilvisuutensa.  Sitd vastoin pienet suhdeluvut kertovat koettimen paremmasta
leimautumisestatal siita etta naytteessa on paljon kiinnittymétonta fluorokromia. Odotetut
arvot absorbanssien suhdeluvuille olivat Cy3-leimatuille ndytteille 8-15 ja Cy5-leimatuille
naytteille 10-20 DNA-sirun valmistgjan ohjeiden mukaan. Mitatut arvot poikkeavat
odotetuista todennakdisimmin johtuen spektrofotometrin  herkkyyden tultua vastaan
laimennetuilla naytteill&

c
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Q [ @ [ <)
g > E E g g g E
0 z g S < < < ?
1 kontrollinayte Cy3 100 0.008 0.001 8.0
nayte Cy5 100 0.003 0.001 3.0
5 nayte Cy3 100 0.011 0.004 2.8
kontrollinayte Cy5 100 0.019 0.002 9.5
3 kontrollinayte Cy3 100 0.013 0.003 4.3
nayte Cy5 100 0.011 0.003 3.7
4 nayte Cy3 100 0.028 0.001 28.0
kontrollinayte Cy5 100 0.017 0.002 8.5
5 kontrollinayte Cy3 1 3.100 0.15 20.7
nayte Cy5 1 3.450 0.225 15.3
6 nayte Cy3 1 3.450 0.234 14.7
kontrollinayte Cy5 1 2.950 0.157 18.8
Taulukko 3

Koettimilla on tavalliselle spektrofotometrille siind méarin matalat absorbanss arvot, etta
mittauksissa tulisi k&yttaa laimentamatonta koetinta.

Parempi kasitys koettimen laadusta saadaan mittaamalla koko spektri 200-800 nm alueella.
Muodostuvasta kuvaagjasta voidaan ndhda naytteen puhtaus ja vertailu muihin néytteisiin
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helpottuu.  Markkinoilla on my6s laitteita (NanoDrop, NanoDrop Technologies,
Wilmingon, Delaware, Yhdysvallat), joilla mittaukset voidaan tehda erittdin pienesta
méaérasta koetinta, jolloin mahdollisesti pilaantunutta absorbanssindytetta ei tarvitse ottaa

endd mukaan itse DNA-sirun hybridisaatioon.

35 Hybridisaatio ja huuhtelut

Hybridisaatiota varten kontrollikoetin ja ndytekoetin yhdistetd8n samassa suhteessa
toisiinsa ja lisdtéén +50°C asteista hybridisaatiopuskuria niin, etta saadaan yhteensa 1800
pl hybridisaatioliuosta. Hybridisaatio tapahtuu esilammitetyssi kapselissa, jossa on tilaa
juuri 1800 pl:lle DNA-sirun pddlla. Kapseli suljetaan tiiviisti ja inkuboidaan +50°C

asteisessa uunissa vahintaan 16 tuntia.

Erilaisissa peitinlasi / kalvo systeemeissa on vaarana, etta hybridisaatioliuos el padse
tasaisesti levittdytymaan lasin pinnalla, joka nékyy epatasaisena hybridisaationa. Erityinen

valmistgjan tarjoama hybridisaatiokapseli eliminoi t&ta ongelmaa

Hybridisaation jalkeisten huuhteluiden tarkoitus on poistaa sirulta kaikki kiinnittyméton
koetin, seka irrottaa epéaspesifisesti hybridisoitunut materiaali laskemalla asteittain
suolakonsentraatiota. Lopuks lasi huuhdellaan nopeasti tislatulla vedella ja kuivataan
nopeasti vélttéen veden kuivamista lasin pinnalle ja siten muodostuvia kuivumisjalkia.
Tama voidaan suorittaa sentrifugoimalla lasia 2000xg 5 minuuttia sopivasti tuettuna (t&ssa
kokeessa kaytetty menetelmd). Sentrifugaation seurauksena laseille kuitenkin j8& helposti
valumagjalkig joten lasin kuivaus puhaltamalla lasille inerttia kaasua kuten typped, neonia
tal argonia on varteenotettava vaihtoehto. Paineilma ei valttamétta ole hyva vaihtoehto

silla fluorokromit ovat herkkié hapelle (Fare, T.L. ym., 2003).
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3.6 [lmenemistasojen lukeminen ja mittausarvojen nimeaminen

Geenien ilmenemistasot luetaan DNA-siruilta geenid edustavan tgplan fluoresenssin
voimakkuutena.  Té@pladn kiinnittyneen koettimen mé&rd on periaatteessa suoraan
verrannollinen fluoresenssin méarédn, joskin fluorokromien ominaisuudet rgoittavat
oletuksen kayttokelpoisuutta (ks. kappae 2.5.6). Lisdks konfokaalilaserskannereilla on
rgjoituksensa vahvojen intensiteettien mittauksissa. ~ Naistd syista johtuen mitatut
intensiteetit eivat valttamétta ole suoraan verrannollisia sitoutuneen koettimen madréén
(Ramdas, L. ym., 2001, Shi, L. ym., 2005), jolloin joudutaan tukeutumaan
mittausaineistoin normalisointiin (ks. kappale 3.7.1).

Kaksoisvérjaystekniikassa (ks. kuva 2 sivulla 16) yhtéaikaa hybridisoitavilla ndytteell& on
kummallakin oma leimansa, joiden emissiomaksimit selvasti eroavat toisistaan. Ennen
varsinaisia skannauksia siruista otetaan esiskannauksia alhaisemmalla resoluutiolla, joiden
avulla  tarkennetaan  optilkkka lasin  pintaan. DNA-siru  skannataan
konfokaalilaserskannerilla 10 pm resoluutiolla (ks. 2.5.7.1) kahteen kertaan enssmmaéisella
kerralla eksitoimalla toista fluorokromia ja seuraavalla kerralla toisa Kummastakin
skannauksesta tallentuu 16-bittinen mustavalkoinen kuva.

Kvantitaatio-ohjelma (ScanAlyze 2.50, Michael Eisen, Stanfordin yliopisto, Y hdysvallat)
yhdistééd kuvat ns. pseudovérikuvaks (ks. kuva 9 sivulla 46; pikkukuvat), jota kaytetdan
mitattavien alueiden ragjaamiseen. Té&plien paikantamisen yhteydessa merkitédn myos
selvasti vialliset taplét eli sellaiset joiden muodosta voidaan péétella kohdesekvenssin
applikaation epdonnistuneen (esim. kuplat aiheuttavat vain renkaan muotoisia kuvioita) tai
jossa artefaktit peittévat varsinaisen tgplan. Varsinaisen kvantitaation ohjelma kuitenkin
tekee alkuperaisista tiedostoista. Mittausarvot tallentuvat taulukkomuotoon, jossataulukon
jokainen rivi edustaa yhta geenia Tassd vaiheessa taulukkoon mittausarvot nimetaéan
Genbank-numeroilla, sekd muilla mahdollisilla késitteilla. ~ Genbank-numeroiden ja
muiden kasitteiden avulla mittausarvoihin voidaan myohemmin voi liittéa lisdinformaatiota
kuten ontologiatermejd.  Nimedmisvaiheessa on syyta tehda muutama pistotarkistus siité,
etta sirunvalmistajan tarjoama lista geeneista on samassa jarjestyksessa kuin kvantitaatio-

ohjelman tulostamassa taulukossa.
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3.7 Data-analyysi

3.7.1 Normalisaatiot

Johtuen kaytettyjen fluorokromien toisistaan poikkeavista ominaisuuksista toinen ndyte saa
yleensa keskiméarin pienempid mittausarvoja kuin toinen. Ero e ole lineaarinen vaan

heikosti ilmenevill&d geeneilld ero on suurempi kuin voimakkaasti ilmenevill& geenellla

Mittausaineisto ladattiin GeneSpring (Agilent, Palo Alto, Kalifornia, Yhdysvallat) DNA-
srudatan analyysiohjelmaan. LOWESS (locally weighted regression scatter plot
smoothing) suora sovitettiin hajontakuvioon (ks. kappale 3.8.1), jota kaytettiin jokaisen
mittauksen kontrollindytteen intensiteettiarvon normalisaatioon (Cleveland, W.S., 1979,
Yang, Y.H. ym, 2002). Kuva 9 svulla 46 kuvaa normalisaation vaikutusta
hajontakuvioon. Tulokset esitetdan naytteen fluoresenssi-intensiteetin - suhteena
kontrollindytteen fluoresenssi-intensiteettiin, jolloin yli yhden (>1) suhdeluvut kuvaavat
geenin aktivoitumista ja alle yhden (<1) geenin supressoitumista. Kaytannossa kuitenkin
suhdeluvut 18helld yhtd (0,769 < x < 1,3) kuvaavat geenejd, joiden aktiivisuudessa ei

katsota olevan muutosta.

3.7.2 Geenilistojen tulkinta

DNA-sirukokeen data-analyysin tulos on tavallisesti lista geengja (ks. liite 2), jotka
ilmenemisprofiileidensa puolesta on pystytty jakamaan homogeenisiks luokiksi
(Klusterointi). Yksinkertaisimmillaan tallainen luokittelu voidaan tehd& niihin geeneihin,
jotka ovat aktivoituneet, niihin geeneihin, joiden aktiivisuus on laskenut ja niihin joiden
ilmenemistasossa ei ole tapahtunut muutosta. Tyypillisessa DNA-sirukokeessa suurin osa
geeneistd kuuluu viimeiseksi mainittuun luokkaan ja ainoastaan pieni osa geeneista
osoittaa merkkeja muuntuneesta aktiivisuudesta. Kuvassa 10 sivulla 50 on kuvattu

klotsapiinikokeen kaikkien geenien ilmenemistason muutokset kerrannaisina kontrollista

Saatuja geenilistoja (klusterit) voidaan verrata erilaisiin geeniontologiatermeihin. Tietyn
geengjd kuvaavan kasitteen esiintyminen geenilistassa useammin kuin  mit&
todennakdisyyslaskelman perusteella olisi odotettavissa, kertoo kéasitteen rajaaman
signalointireitin, funktion tai soluorganellin merkittavyydesta koeasetelmassa. Saatavilla



on useita ohjelmia (Khatri, P., ja Draghici, S., 2005), joiden avulla voi nopeasti 10ytda
geenilistoille biologisia selityksia ilman, etta tarvitsee tuntea jokaista geenia erikseen, joka
vaatis usein pitkallista kirjallisuuteen perehtymista.

Kappaleessa 4 geenilistoja on analysoitu Onto-tools analyysiohjelmapaketin Pathway
Express osalla, joka on vapaasti kaytettavissa internetselaimen kautta (Draghici, S. ym.,
2003, Khatri, P. ym., 2002, Khatri, P. ym., 2005).

3.8 DNA-sirukokeen teknisen onnistumisen arviointi

DNA-sirukokeen tyoldin vaihe on usein mittaustulosten analysointi. Mittausarvoista
voidaan nopeasti poimia geenit, joiden ilmenemistasot ovat potentiaalisesti eniten
muuttuneita kasittelyn vaikutuksesta. Tulosten biologinen tulkinta vaatii kirjallisuuden
l[gpikdymistéa ja mittaustulosten vertaamista muihin vastaaviin kokeisiin.  Biologisen
tulkinnan pohjalla taytyy olla huolellisesti kuvattuja geenegja eli geeneista tulee keréta
kaikki mahdollinen informaatio. Mittaustulosten analysointiin on olemassa myds yha
kasvava maéra erilaisia analysointimenetelmia ja mittausvirheiden karsintaan on olemassa
hyvinkin hienostuneita algoritmeja.  Ottaen huomioon, ettd sirukokeet ovat usein
lahtokohtana jatkotutkimuksille, joissa keskitytdan mahdollisesti vain kouralliseen geenegjé,
on tehtava kaikki, jotta lopullinen data olisi mahdollisimman laadukasta ja systemaattisten

virheiden méaara on minimoitava.

3.8.1 Haontakuvio

Mittaustulokset voidaan esittda hagontakuviossa, jossa x-akselilla on esitettyna
kontrollingytteen intensiteetti arvot ja y-akselilla nédytteen intensiteetti arvot. Tavallisesti
mitta-asteikko on esitetty logaritmisena (kantalukuna 2), jolloin pystytddn helpommin
havaitsemaan epdlineaarisuudet mittausarvojen hajonnassa (Dudoit, S. ym., 2000).
Kuvaagjasta pystytdan yhdella silméyksell& katsomaan eri intensiteettiarvojen hajonta, seka
se, kuinka paljon riippuvuutta ndytteiden vélilla on. Jos samalle lasille hybridisoitaisiin
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identtiset naytteet oliss hajontakuvio teoriassa suora viiva.  Kohtisuora etéisyys
hajontakuvion |&pi piirretysta viivasta kuvaa ndytteessa tapahtuneen muutoksen suuruutta.
Kuvassa 9 sivulla 46 on esitettynd kuuden eri sirukokeen hajontakuviot.

Kuvagasta voidaan myds helposti huomata poikkeamia odotetusta hajontakuvion
muodosta, kuten esimerkiks epdjatkuvuudet mittausarvoissa kuvan 9 sivulla 46 kohdassa
1. Kuvan kohdat 2, 3, 5 ja 6 kuvaavat sirukokeita, joissa taustan ja signaalin suhdeluvut
ovat jaaneet pieniksi ainakin toisella fluorokromilla, joskin intensiteettiarvoja on saatu
nostettua lisddmalla skannauksessa kaytettavaa lasertehoa. Lasertehon kasvattaminen lisda
kuitenkin my6s epaspesifisen signaalin méarda. Sirujen 5 ja 6 kokeessa on leimaa
kiinnittynyt huomattavan paljon taustaan, mika kertoo sirun pinnoitteen blokkaukauksen
vaillinaisuudesta tai koettimen riittaméttomasta puhdistuksesta.



10000

1000

100

1000

10000

10000

1000

100

100

1000

10000

10000

1000

100

100
Kuva 9

1000

10000

10000

1000

100

100 1000

10000 N

10000

1000

100 1000

10000 N

10000

1000

100

100 1000

10000 N

46

Hajontakuviot kuudesta erillisestd sSrukokeesta (punaisella normalisoimattomat arvot ja mustalla
LOWESS normalisoidut arvot), seka pseudovarikuva suurennos osasta sirua.

K = kontrollindytteen intensiteetti arvo, N = ndytteen intensiteettiarvo.

Kohdan 1 kuvagjassa nékyy kaksi erillisté pilved. Skannattu lasi oli rikkinéinen toisesta |laidastaan,
joka aiheutti heijastuman noin kolmasosalle lasia, jolloin ndemme kaks erillistd mittausarvo
Nama joukot tulis mahdollisesti normalisoida erikseen, koska ndiden kahden
hajontakuvion 18pi e voida vetdd yhta suoraa.

Kohdassa 4 on srukoe, joka sdvasti poikkeaa muista kokeista Sing, ettd tdman sirun kuvasta (D)
pystyy silmdl& havaitsemaan selvasti enemman taplia kuin muista kuvista

joukkoa.
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3.8.2 DNA-sirukokeen laaduntarkkailu

Yhteensa kuus erillistd sirukoetta suoritettiin.  Kaikki kokeet suoritettiin samasta
koeasetelmasta. Hypotees oli, ettéd jokainen siru tuottais samansuuntaisia tuloksia ja
kuuden toiston keskiarvon laskeminen tois mittauksille tilastollista merkitsevyytta.
Tilastollisen merkitsevyyden saamiseksi hajonnan tulisi olla huomattavan vahéista
kaytettdessa kuutta sirua.  Lisaksi, jos otamme huomioon perushypoteesin Siitd, etta
geenien ilmenemisessd el todenndkoOisesti ole suuria eroja, vaatimus toistojen maérasta
vain kasvaa (Wei, C. ym.,, 2004). Toistojen alhainen maara ja kokeiden tulosten
poikkeavuus toisistaan kiinnitti huomion kokeiden tekniseen onnistumiseen, silla
laskettaessa keskiarvoja voi huonosti onnistunut sirukoe kontaminoida mittaustulokset
(Park, T. ym., 2005). Kuudesta suoritetusta DNA-sirukokeesta voidaan poimia yksi, joka

tayttda useimmat onnistuneen kokeen tunnusmerkit:

a) molemmat fluorokromit nakyvét saman vahvuisina hybridisoidulla lasilla

b) téplien intensiteetit ovat selvasti taustaa voimakkaampia

c) taplien intensiteeteissi ei ole korrelaatiota sirun eri alueiden kanssa (esim. reuna-
alueiden himmeys)

d) nayte/kontrolli-suhdeluvut geeneille jakautuvat normaalijakauman mukaisesti

e) alkuperaisissa intensiteettiarvoissa on edustettuna seka pienié etta suuria arvoja

f) hajontakuvio on muodoltaan tyypillinen DNA-sirukokeelle (Park, T. ym., 2005)
(katso kuva 9 kohta 4)

g) DNA-sirulla olevat kontrollitaplat ovat selvésti havaittavissa
(negatiivikontrollitdplét tyhjid) ja kontrollitgplissa ei havaita eroja naytteen ja

kontrollin valilla

*) Kaanteiskopiointikontrollitdpla&c Ennen ka&anteiskopiontireaktiota RNA-ndytteeseen
lisdtaan synteettista RNA:ta, joka on valmistettu spesifisesta bakteriofagi A:n DNA-
sekvenssistd ja jolle on omat alukkeensa kaanteiskopiointireaktiota varten.
Leimausreaktiokontrollitgpl&  Ka&anteiskopiointireaktion jadkeen naytteeseen lisétéén
spesifista bakteriofagi A cDNA sekvenssia jossa on jo vamiina aminoryhmét

variainesubstituutioreaktiota varten.  Nailla kontrollisekvensseilla ei ole homologiaa

mink&an rotan sekvenssin kanssa ja eivét siten hairitse muiden sekvenssien hybridisaatiota
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Normalisaatiolla saadaan useimmat mittaustulokset sovitettua haluttuun muottiin, mutta
vaarana on se, ettd tuloksia normalisoidaan liikaa, jolloin analysoitavaksi j&& vain
satunnaisvaihtelua.

Jatkoanalyysin lahtokohdaksi olen valinnut parhaimmin onnistuneen kokeen. Muissa
kokeissa jé& jokin tai useammat onnistuneen kokeen tunnusmerkit saavuttamatta. Na&in
rgjattu aineisto jais sellaisenaan tarkasteltuna epduotettaviks varsinkin kun otetaan
huomioon, etté havaitut muutokset ovat varsin pienia. Huolimatta toistojen puuttumisesta
aineisto on analysoitu kayttdmalla hyvaks tietoa geenien funktionaalisesta luokittelusta.
Tama on perusteltua, koska hyvinkin pienella toistoméaralla ja marginaalisilla geenien
ilmentymismuutoksilla voidaan saada biologisesti mielenkiintoista informaatiota
(Knuuttila, J.E.A. ym., 2004).



49

4 TULOKSET: ANTIPSYKOOTTISEN LAAKKEEN
PITKAAIKAISET VAIKUTUKSET ROTAN ETUAIVOKUORELLA DNA-
SIRUMENETELMALLA TUTKITTUNA

4.1 Yleista

Geenit jaettiin kolmeen eri Klusteriin:  Potentiaalisesti  ylos sdadeltyneet geenit,
potentiaalisesti alas sd&dellyt geenit ja geenit, joiden ilmenemistasossa el havaittu
muutosta. Raja-arvoina kéytettiin 1,3-kertaista muutosta. Néain saatiin 194 potentiaalisesti
kéasittelyssa sdadeltynytta geenia (normalisoitujen suhdelukujen 0 — 0,769 ja 1,3 — « vélille
jéavét geenit), joiden joukosta lahdettiin etsimdan korrelaatiota biologisiin systeemeihin.
1,3-kertainen muutos mitattuna DNA-sirukokeella on epédvarma tulos yksittéiselle geenille,
mutta tarkasteltaessa geenilistoja yhdessa funktionaalisten luokittelujen kanssa saattaa
aineigoista l6ytyd mielenkiintoista informaatiota. Konservatiivisemmalla rajauksella
geenilistassa olevien geenien maard laskee jyrkasti, jolloin funktionaalisten luokkien
sovittaminen aineistoon menettdd mielekkyytensd. 1,5 rgaarvolla potentiaalisesti

sé&deltyneitd geeneja on enda yhteensa 47.



50

i

E.E | | .2
|||||||||||||||||||||||||| 1 T 17
NONONON N N N N N NN NNNN X X X X X X X
NNNNNNNRRRPRRPERRPPR PP RPRPPPRP
O O~ WN B O© 0O ~NO OB WNDN N W h ol YN

Kuva 10
Geenien ilmenemistason muutokset kroonisessa klotsapiinikasittelyssd kuuden péivan jakeen

viimel sesta pistoksesta. Suurin osa geenelstd sjoittuu ldhelle lukua 1 di e muutosta ilmenemisessi.

Aktiivisuuttaan laskeneiden geenien joukossa on suurempia muutoksia kuin yldspdin menneiss,

joskin tama ilmid saattaa johtualeimojen epatasai s sta ominai suuksista.
Jokaiselle geenille voidaan antaa joukko kasitteita (annotointi), jotka kuvaavat mm. missa
geeni toimii solussa ja millaisiin molekyylibiologisiin prosesseihin geenin toiminta on
liitetty. Tarkastdlemalla mitd ké&sitteitéd esiintyy esimerkiksi kiinnostavien geenien
klusterissa, on mahdollista tehda johtopddtoksia siitd assosioituuko jokin tietty funktio
juuri  tdhadn geenilistaan (Kontkanen, O. ym.,, 2002, Toronen, P., 2004).
Molekyylibiologisissa prosesseissa toisilla geeneilla on kokonaisprosessia edistava funktio
ja toisilla saattaa olla prosessia supressoiva funktio, jolloin on perusteltua analysoida
ylipédtansa sdddeltyneet geenit yhdessa riippumatta muutoksen suunnasta.  Kappaleen
4.1.1 taulukossa tarkastellaan molekyylibiologisesta prosessista kertovien késitteiden
esintymista séédeltyneiden geenien joukossa. Kasitteistdé on haettu KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) tietokannasta, josta |0ytyy informaatio siitd mihin
biologiseen prosessiin tai signalointireittiin mikakin geeni kuuluu (Kanehisa, M., 1997,
Kanehisa, M., ja Goto, S., 2000). Toisena vaihtoehtona olisi ollut standardoidut
geeniontologia luokat (Ashburner, M. ym., 2000), jotka kertoisivat missd osassa solua
geeni toimii, millainen molekulaarinen funktio geenilla on ja siita mihin biologiseen
prosessiin geeni kuuluu. KEGG tietokannan vahvuutena on kuitenkin se, etta prosessit
voidaan esittéd kaavioina, josta ndkee missd kohdassa biologista prosessia kiinnostava

geeni toimii.

194 geenia analysoitiin Onto-Tools paketin Pathway Express (Khatri, P. ym., 2005)
analyysiohjelmalla, joka on vapaasti kaytettdvissd verkkoselaimen kautta  Geenien



51

annotointi on jatkuvasti kehittyva prosessi ja monet geenitietueet ovat vuosien varrella
poistettu virheellisten sekvenssien tai muiden epaselvyyksien vuoks. Té&sta johtuen
194:std geenista vain 170 onnistuttiin tarkasti identifioimaan. Samoin kokonaisaineistoin
1090 geenid on pienentynyt 946:teen samasta syysta.  Pathway Express kay |&pi
geenilistan ja méaarittéa 10ytyyko sellaisia biologisia prosesseja, joiden komponenttgja
listassa esintyy poikkeuksellisen paljon eli onko jokin tietty reitti rikastunut
tarkasteltavassa geenilistassa.

411 Rikastuneet biokemialliset reitit (KEGG) sdadeltyneiden geenien joukossa

Pathway Express ohjelma laskee jokaiselle geenilistan geenille niin  sanotun
muutoskertoimen  (perturbation  factor). Muutoskerroin  ottaa huomioon geenin
muutoskertoimia néilla geeneilla on. Muutoskerroin siis kertoo jokaisen saadeltyneen
geenin suhteellisesta merkittdvyydesta. ~ Seuraavakss ohjelma laskee kokonaiselle
prosessille vaikuttavuuskertoimen (impact factor), joka ottaa huomioon sdadeltyneiden
geenien madran prosessissa, seka naiden geenien muutoskertoimet. Vaikuttavuuskerrointa
kaytetaan jarjestettdessa prosessit tarkeysarjestykseen (Khatri, P. ym., 2005). Ohjelma
laskee jokaiselle prosessille myds ns. p-arvon, joka kertoo sitd kuinka suurella
mahdollisuudella saataisiin esille vastaavat prosessit valitsemalla satunnaisesti geeneja
tutkittavien geenien joukosta P-arvo e kuitenkaan ota huomioon geenien

ilmenemisinformaatiota.
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1  Kalsiumin 32,944 185 15 94 8,824 8,108 0,355
signalointireitti
2 | Fokaali adheesio 29,228 124 7 33 4,118 5,645 0,228
3 | MAPK-signalointireitti 25,685 165 12 70 7,059 7,273 0,498
4 | Neuroaktiivinen ligandi- 22,479 260 13 124 7,647 5,000 0,011
reseptori vuorovaikutus
5 | Tiivisliitos 16,821 112 6 16 3,529 5,357 0,014
6 | Sytokiini- 14,077 136 5 41 2,941 3,676 0,224
sytokiinireseptori
vuorovaikutus
7 @ Wnt-signalointireitti 12,565 @ 91 7 22 4,118 7,692 0,030

Taulukko 4

Rikastuneet prosessit 1,3/-1,3 -kertaistatai suurempaa muutosta osoittavien geenien joukossa
Ohjelma ligtasi yhteensi 16 prosessia, joista seitsemén oli sellaisia, jossa séédeltyneiden
geenien listasta I6ytyi viisi tai enemman j&senia Liitteessa 2 on jokaisen prosessin

sisdltdmien sdadeltyneiden geenien listat.
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5 TULOSTEN TARKASTELU

DNA-sirukoe antaa mahdollisuuden seuloa valtavasta joukosta geeneja sellaisia, jotka
potentiaalisesti liittyvat tutkittavaan asiaan. Olemme etsineet geengjd, jotka kertoisivat
klotsapiinin vaikutusmekanismeista siind vaiheessa kun itse |188keaine ei enda ole lasna
kuuden paivan jalkeen viimeisesta pistoksesta. Oletuksena oli se, etta emme nékisi
kovinkaan suuria poikkeavuuksia geenien ilmenemistasoissa Taméa asettaa DNA-
sirukokeen tarkkuuden koetukselle, silla perinteisesti merkittévind tuloksina on pidetty
ainoastaan kolminkertaisia ja sitd suurempia muutoksia, joskin tarkkuus on vuosien

varrella parantunut.

51 Rikastuneista prosesseista

Analyysin onnistumisen kriteerind voitaisiin pitda sitd, etta analyysissa tulee esille sellaisia
ilmidita jotka ovat jo aikaisemmin liitetty kyseiseen tutkimusasetelmaan. Téllaiset
"varmistukset” antavat lisdarvoa siten muille |6ydoksille, joita el ole raportoitu
aikaisemmin. Téllaisia antipsykoottisiin 188kkeisiin ja skitsofreniaan jo aikaisemmin
assosioituneeksi raportoituja systeemejd ovat MAP-kinaasi signalointireitti (Cussac, D.
ym., 2002, Kyosseva, S.V., 2004), Kalsiumin signalointi (Lidow, M.S., 2003) seka Wnt-
signalointireitti (Alimohamad, H. ym., 2005), jotka tassakin kokeessatulivat esille.

Rikastuneiden prosessien listasta |6ytyy myds solujen adheesioon liittyvid prosesseja, joilla
luonnollisesti on oma keskeinen merkityksensa aivojen rakenteessa. Se miten hermosolut



kiinnittyvat toisiinsa ja keskushermoston muihin soluihin on keskeistd erilaisten
hermoverkkojen rakentumisessa.  Skitsofrenigpotilailla on esimerkiksi arveltu olevan
ongelmia eri aivoalueiden valisissi kontakteissa, jolloin luonnollisesti téallaisten solu-solu
interaktioiden merkitys t&ssa kontekstissa tulee tarkedksi ja antipsykoottisella |a8kkeilla

voi olla funktio nimenomaan naiden mekanismien modifioi misessa.

51.1 MAP-kinaasi signalointireitti

MAP-kinaasi (mitogeeniaktivoituva proteiinikinaasi) signalointireitin on havaittu useissa
kokeissa olevan keskeisessa asemassa keskushermoston fysiologiassa. Toisaalta kuitenkin
on viela suhteellisen vahan tietoa siitd miten tdméa signalointireitti on yhteydessa
skitsofreniaan.  On kuitenkin tuloksia, jotka osoittavat MAP-kinaasi signalointireitin
toimivan poikkeavalla tavalla skitsofreenikkojen aivoissa (Kyosseva, S.V., 2004). Taman
lisdksi antipsykoottisilla |88kkeilla on osoitettu olevan vaikutusta MAP-kinaasin
fosforylaatioon (Cussac, D. ym., 2002). Antipsykoottisten [a&kkeiden yhden
vaikutusmekanismin on arveltu liittyvan dopamiinireseptoreihin, joiden tiedetéan olevan
yhteydessd myds MAPK-signalointireittiin. N&iden tulosten pohjalta on mielenkiintoista
huomata, etta klotsapiinikoe toi myos esille MAP-kinaasi signalointireitin.

5.1.2 Kalsiumin signalointi

Pathway Express ohjelma sijoitti kalslumin signaloinnin  ensimméiselle sijalle
mielenkiintoisten prosessien listassa. Kasiumin signaloinnin muutoksia onkin ehdotettu
tekijaksi, joka voisi olla yhteinen nimittga léhes kaikissa skitsofrenian syihin ja
antipsykoottisten ladkkeiden toimintaan viittaavissa teorioissa (Lidow, M.S., 2003).
Kalsiumin signalointi on kuitenkin valitettavasti varsin monessa signaloinnissa mukana,
joten mekanismeja miten kalsiumin signalointi todellisuudessa liittyy skitsofrenian hoitoon

jasen syntymekanismeihin on vaikea |8hestya.

5.1.3 Whnt-signalointireitti

Whnt-signalointireitti on liitetty aivokuoren kehitykseen ja plastisuuteen. Muutamat
keskeiset Wnt-signalointireitin geenit toimivat poikkeavasti skitsofreenikoilla (Beasley, C.
ym., 2002) ja myds antipsykoottisten 188kkeiden vaikutusta Wnt-signalointireitin geeneihin
on havaittu (Alimohamad, H. ym., 2005). Té&ssa kokeessa esille tulleet Wnt-
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signalointireitin geenit eivét ole samoja mita kirjallisuudessa on mainittu, muttareitin esille

tuleminen tassa yhteydessa on mielenkiintoista.

5.2 Muiden yksittéisten geenien muutokset klotsapiinikokeessa

Joskaan koeasetelma e anna mahdollisuutta tarkastella yksittéisten geenien
ilmenemismuutoksia sellaisenaan ilman tulosten liittémista suurempiin kokonaisuuksiin on
kuitenkin perusteltua mainita muutamia mielenkiintoisia geenejg, jolla on osoitettu olevan
merkitystda  antipsykoottisten  ld8kkeiden  mahdollisissa  vaikutusmekanismeissa.
Esimerkiksi kaksi dopamiinireseptorigeenia (Drd4 ja Drd2) osoittivat yli 40% lisdysta
[ahetti-RNA:n  ilmenemisessi. Kaikilla antipsykoottisilla 188kkeilla on havaittu
affiniteettia dopamiinireseptoreihin varsinkin D, reseptorityyppiin (Kapur, S., ja Mamo,
D., 2003). Klotsapiinilla on dopamiinireseptoriantagonisti aktiivisuutta sekd D, ja Dy
reseptorityyppeihin. Lé8keaine siis sitoutuu dopamiinin paikalle kuitenkaan aktivoimatta
reseptoria. Solut kuitenkin yrittavat pitda herkkyytensd ligandiin vakiona, jolloin
antagonistin ollessa Iasné solu yrittéd mahdollisesti tuottaa lisda reseptoreita solukalvolle
(sengitaatio). Dopamiinireseptoreiden  ilmenemisessd on havaittu  muutoksia
antipsykoottisten lédkkeiden vaikutuksesta (Florijn, W.J. ym., 1997, Lidow, M.S. ym.,
1998).

Skitsofrenia potilailla on arveltu olevan muutoksia synapsien toiminnassa ja onkin
mielenkiintoista huomata, etta koeasetelmassamme tuli esille useita synaptisia proteiingja,
joita jo aikaisemminkin on liitetty antipsykoottisten l88kkeiden vaikutusmekanismeihin.
Talldisia geengja ovat mm. Synaptotagmiini 3, Rab3a seka Rablla (katso liite 2)
(Kontkanen, O. ym., 2002).
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53 Tulosten varmistuksesta

Yleisesti DNA-sirukokeiden tuloksia analysoitaessa kiinnitetédn pé&dhuomio niihin
geeneihin, joiden aktiivisuus on muuttunut eniten ja lahdettédn varmistamaan tuloksia
muilla riippumattomilla menetelmilla  Kuitenkin valitettavan usein naméa geenit, joiden
kontrollin ja ndytteen valinen ero ndyttaé olevan kaikista suurin, ovat niin sanottuja vaaria
positiivisia eli tulosta e saada varmistettua jatkokokeissa. Mahdollisia syita tallaiseen ovat
esimerkiksi DNA-sirujen suunnittelussa tai tuotannossa tapahtuneet virheet. On viitteita
jopa siité ettd noin 30 % DNA-siruilla olevista kohde sekvensseista mittaavat jonkin muun
geenin toimintaa kuin mitd valmistaja kertoo niiden mittaavan (Knight, J., 2001). Jo
pelkastédn tamén vuoksi el ole mielekdsta valita vain sokeasti geengd, joiden
ilmenemistasossa nayttéd olevan suurimmat muutokset vaan yrittda ensin 10yt&a néille
eniten muuttuneille geeneille joitain yhteisid nimitt§ia  Esimerkiksi jos eniten
aktivoituneiden geenien joukosta 10ytyy paljon sellaisia geengjd, jotka kuuluvat samaan
metaboliareittiin voidaan suhteellisen yksinkertaisesti laskea todenndkoisyys sille, ettei
tama lista ole muodostunut vain sattumalta  Tallainen ldhestymistapa véahentda
varmennettavien geenien lukumaéréa ja antaa viitteita koeasetelman biologisesta taustasta.
Nén ollen jatkokokeita silmalgpitéen  tulemmekin  keskittym&an  niihin
molekyylibiologisiin prosesseihin, joiden aktiivisuudessa ndemme eniten eroja ja joiden
funktion pystymme liittdm&an hypoteesiin |88keaineiden vaikutusmekanismeista.
Tavallaan t&ssa tapauksessa DNA-sirukoetta on kaytetty siis [ahinnd sivistyneen arvauksen
tukena, mutta sellaisenaankin  on arvokas ottaen huomioon, etta mahdollisia
vaikutusmekanismeja voidaan hahmotella |dhes loputtomiin.

DNA-sirukokeiden varmistukseen on valittavana useita menetelmid. Menetelmén valinta
riippuu siitéa milta tasolta halutaan varmennusta tuloksiin saada. Kaikissa menetelmisséa on
kiinnitettéva erityistd huomiota siihen, etta ndyte ja kontrolli ovat vertalukelpoisia ja
kéyttdéd mahdollisuuksien mukaan sisdisid kontrolleja tulosten normalisaatioon.
Seuraavassa lyhyesti esiteltyné erilaisia tekniikoita.
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5.3.1 Entsyymiaktiivisuusmittaukset

Funktionaalisen tuotteen mittaamiseen tarvitaan aktiivisuusmittauksia, joka on raatalditava
jokaiselle geenille erikseen. Téllaisia ovat esimerkiksi erilaiset zymografiset mittaukset,
jossa entsyymin aktiivisuutta mitataan tarjoamalla entsyymille substasttia, jonka
hajoamista voidaan seurata vérireaktion valityksella (Snoek-van Beurden, P.A., jaVon den
Hoff, JW., 2005). Téllaiset mittaukset kertovat eniten siitd onko todella geenin
aktilvisuudessa tapahtunut muutosta vai ndemmeko vain |8hetti-RNA:n maaran
lisdantymista ilman, etté lopullista funktionaalista tuotetta ilmaantuisi yhtédn sen enempéa
tal vahempaa kuin kontrollissakaan.

5.3.2 Proteiinin maaran mittaus

Kaikille geenituotteille el voidatehda aktiivisuusmittauksia vaan on tyydyttava mittaamaan
proteiinin méarda esim. Western-blot menetelmalla (Towbin, H. ym., 1979). Proteiinin
méaéréa voidaan mitata myos kolorimetrisesti varireaktion valityksella (ELISA) (Kemeny,
D.M., ja Challacombe, S.J.,, 1988). Fosforyloituneen proteiinin méarda voidaan myos
mitata Western-blot menetelmilla kayttamalla vasta-aineita, jotka tunnistavat
fosforyloituneen pintarakenteen. Protelinin mdarén méérittaminen antaa jo varsin hyvan
kuvan sitéd onko jokin tietty prosessi aktivoitunut. Fosforylaatiotason méaarittaminen kertoo
mahdollisesti vield tarkemmin siitd onko kyseinen proteiini mahdollisesti aktivoitunut tai
inhiboitunut.

5.3.3 Léahetti-RNA:n maardn mittaus

Lahetti-RNA:n maéran tarkempaan mittaukseen on kaytettavissa myos useita menetelmi,
joista herkin on kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR-menetelma (Stahberg, A. ym., 2004).
Templaatin mé&ra PCR reaktion alussa maarittéd sen kuinka nopeasti PCR-reaktio
saavuttaa eksponentiaalisen tuotteen monistumisen. Fluoresoivien vériaineiden avulla
voidaan seurata tuotteen kiertymistd nayte-cDNA:ta tai kontrolli-cDNA:ta sisdltavassa
PCR-reaktiossa.  Tuotteen kiertymisnopeudesta voidaan ekstrapoloida se kummassa
reaktiossa (ndytteessa vai kontrollissa) on ollut enemman templaattia alussa. Menetelma
on herkka teknisille virheldhteille, joten sisdiset kontrollit ovat ehdottoman tarkeita tassa

menetel méssa.
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Tarkempaa tietoa lahetti-RNA:n lokalisaatiosta aivokudoksessa saadaan kayttamalla in situ
—hybridisaatiomenetelméaa (Wisden, W., ja Morris, B.J., 2002), jossa lasialugtalle
kiinnitettyjen kudosleikkeiden pé&élle esitell&an 18hetti-RNA:lle komplementaarinen koetin
eli cDNA-koetin tai cRNA-koetin. Koetin voi olla leimattu joko radioaktiivisesti tai
fluoresoivalla signaalimolekyylilla Kudodeikkeessa olevaan lahetti-RNA:han
hybridisoituneen koettimen maéra tietyissd kohdissa kudosleiketta voidaan sitten mitata
autoradiografisesti tai fluorometrisesti.

Lahetti-RNA mittaukset antavat hyvan kasityksen siita onko DNA-sirulla oleva sekvenssi
kysymystéa siitd onko mahdollisesti jokin tietty vaihtoehtoisen silmukoinnin tuote
lisdantynyt |188keainekasittelyssa
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6 JOHTOPAATOKSET

Tassa tyossa kaytetty DNA-sirualusta on vuodelta 2000 ja tuolloin DNA-sirujen kéytto oli
vasta alussa ja sirualustan teknisessa toteutuksessa oli viela puutteita.  Tasta huolimatta
tyoskentely DNA-sirujen parissa jo nankin varhaisessa vaiheessa on auttanut
ymmartamaan tekniikan mahdollisuudet ja haasteet DNA-sirukokeissa. Monia seikkoja,
joita el valttdmétta tulisi nykyaén ottaneeksi huomioon, on ollut helpompi havaita, kun on
pa&assyt seuraamaan DNA-siru tekniikan kehitysta.

Aineistosta sadtiin esille useita jo antipsykoottisten ladkkeiden vaikutusmekanismeihin
liitettyja piirteitd ja taman pohjata voidaan todeta, ettd menetelmé pystyy mittaamaan
|a8keaineiden vaikutusta aivokudoksen geenien ilmenemiseen. Tédllaisenaan koe ei riita
kertomaan klotsapiinin vaikutusmekanismista mitdan kiistatonta, mutta antaa hyvin pohjaa
jatkotutkimuksia varten. Antipsykoottisten lé8kkeiden vaikutusmekanismeista on
olemassa suuri kirjo erilaisia teorioita ja jd&kin ndhtavaks pystytdanko |Oytaméaéan jotain
yhteistd erityyppisten la8kkeiden vaikutusmekanismeista. On toivottavaa, etta
kumuloituvasta geenien ilmenemisaineistosta akaisi lopulta hahmottua kiistattomia
todisteita jonkin tietyn molekyylibiologisen funktion osuudesta antipsykoottisten
|a8kkeiden vaikutusmekanismeihin ja mahdollisesti téta kautta myGs skitsofrenian
etiologiakin alkaa selvita.
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L11TE 1. DNA-SIRUN TEKNISET TIEDOT

Tuote 1:

Atlas™ Glass Rat 1.0 Microarray, CLONTECH Laboratories Inc.
(markkinoille heindkuussa 2000)

Tuotenumero:

7902-1

Tuotekuvaus:

Atlas Glass Rat 1.0 Microarray sisdltéa 1081 rotan DNA-fragmenttia, yhdeksan yll&pitogeenia seké negatiivi
ja positiivi kontrollgja kiinnitettyna mikroskooppilasille. Pakkaus sisdltaa kaks identtistd Atlas lasia, sek&
sekoituksen spesifisia alukkeita CDNA-synteesid varten.

Pakkauksen sisélto:

Atlas Glass Rat 1.0 Microarray geenilista (PT3572-3)

Laatikko 1.:
2 x Atlas Glass Rat 1.0 Microarray (Atlas Glass hybridisaatio séilididen ssdll8)
50 ml GlassHyb™ hyhbridisaatioliuosta
200 ml GlassHyb™ pesuliuosta
4 Pesu sdiliota

Laatikko 2.:
25 pl GlassRat 1.0 CDSPrimer Mix (Aluke seos)

Sailytys

CDSPrimer Mix -20°C
GlassHyb hybridisaatioliuos ja pesuliuos huoneenldmmossa ja pimeéssa
Muut reagenssit huoneenldamméssa

Laadun tarkastus

Rotan avojen totaai-RNA:sta vamistetulla Cy3 lematulla cDNA-koettimella saatiin - oletettu
hybridisaatiokuvio Atlas Glass Array:lla.

Huomautus:

Kaikki mahdollinen on tehty, jotta sekvenssit jotka télle srulle on applikoitu olisvat oikeita. Perustuen
laaduntarkkailuumme alle yksi prosentti sekvensseista téllalasilla on puuttedl lisesti/véarin syntetisoituja.
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Tuote 2:

Atlas™Glass Fluorescent Labeing Kit, CLONTECH Laboratories Inc.
(markkinoille helmikuussa 2000)

Tuotenumero:

K 1037-1 (10 reaktiota)

Tuotekuvaus:

Atlas™Glass Fluorescent Labeing Kit sisiltdd reagenssit korkealaatuisen fluoresoidusti leimatun cDNA-
koettimen synteesiin ja puhdistukseen lasi DNA-sruja varten. Pakkauksen reagenssit on optimoitu
kaytettavaks Atlas™ Glass Microarray tuotteiden kanssa, mutta ovat myds soveltuvia muihin DNA-siru
systeemeihin.

Sisto:
Laatikko 1.:
25ul MMLV kéaantei skopiointientsyymié (200 yksikkoa/l)
50 pl 10xdNTP-seosta (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, aminoallyyli-dUTP)
100 pl 5xcDNA-synteesi puskuria
100 pl 2xFluoresenssileimauspuskuria
5ul RNase H (10 yksikkoa/pl)
20 ug I hmisen istukan totaali RNA-kontrolli (1 pg/pl)
10 pl cDNA-synteesikontrolli
0 01pg/ul  RNA (bakteriofagi A:n DNA:sta syntetisoitu)
o 01u™m cDNA-synteesialuke
5ul Kiinnitysreaktio kontrolli oligo (0,1 uM)
3ml Delonisoitua vetta
Laatikko 2.:
340 ul Natriumasetaatti (NaOAc; 3 M, pH 5,5)
500 pl DMSO
200 ul QuickClean puhdistus hartsia
0,45 um linkous filtteria + kerdysputket
1 Atlas NucleoSpin® eristyspakkaus

2 ml kerdysputkia

NT2 puskuria

NT3 puskuria (lisda 16 ml 95% etanolia ennen kéayttod)
NE puskuria

O O0OO0O0OOo
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L31619 1,792 Chrna7 chalinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 7 .
L34067 1,781 Gpcl glypican 1
M64797 1,769 Pfkfb4 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 4
M24105 1,729 Vamp2 vesicle-associated membrane protein 2
M83678 1,666 Rabl3 RAB13, member RAS oncogene family .
u07683 1,650 Ugt8  iUDP-glucuronosyltransferase 8
M13979 1,650 Slc2al isolute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 1
M32167 1,634 Vegf  ascular endothelial growth factor .
U17133 1,630 | Slc30al solute carrier family 30 (zinc transporter), member 1
U76379 1,613 : Slc22al solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 1
J05460 1,608 Cyp7al ccytochrome P450, family 7, subfamily a, polypeptide 1
M95058 1,588 Srd5a2 steroid 5-alpha-reductase 2
K02422 1,548 Cypla2 icytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 2
M21208 1,532 : Cypl7al ccytochrome P450, family 17, subfamily a, polypeptide 1
M17526 1,523 Gnao iguanine nucleotide binding protein, aphao
D10026 1,511 Gstt2  glutathione S-transferase, theta 2
M86389 1,503 Hspbl theat shock 27kDaprotein 1 .
M12516 1,502 Por P450 (cytochrome) oxidoreductase
U07952 1,502 Gdil guanosine diphosphate dissociation inhibitor 1
M26643 1,500 Scnda  sodium channd, voltage-gated, type 1V, a pha polypeptide
D32249 1,496 Fa2 praja2, RING-H2 motif containing
M84009 1,480 Drd4  dopamine receptor 4 .
L03554 1,479 Ppp3rl protein phospatase 3, regulatory subunit B, al phaisoform,type 1 . . .
M25890 1,460 Sst  somatostatin .
L19699 1,449 Ralb  wv-ral smianleukemiaviral oncogene homolog B
D26180 1,448 Pknl protein kinase N1
M60525 1,427 Vgf  VGF nerve growth factor inducible
K03242 1,417 Mpz  myelin protein zero
X67654 1,417 Gsttl  glutathione S-transferase theta 1
X57018 1,417 For FGR
Jo5231 1,415 Chrna5 chalinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 5
u09870 1,415 Mvp  major vault protein
U17978 1,412 Slc2a3 isolute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 3
M36831 1,409 Drd2  dopamine receptor 2 .
D83349 1,405 Cdh22 cadherin 22
M29853 1,401 Cyp4bl cytochrome P450, family 4, subfamily b, polypeptide 1
M10149 1,399 Aldob aldolase B
D37880 1,398 Tyro3 TYRO3 protein tyrosine kinase 3
L32591 1,396 @ Gadd45a growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha .
U75581 1,395 Fabp4 fatty acid binding protein 4, adipocyte
M27812 1,394 Synl  synapsinl
M83675 1,393 Mel mel transforming oncogene (derived from cell line NK14)- RAB8
J02627 1,391 Cyp2el icytochrome P450, family 2, subfamily e, polypeptide 1
U97143 1,389 Gfra2 glial cdl line derived neurotrophic factor family receptor alpha 2
D31874 1,388 Limk2 LIM motif-containing protein kinase 2

67



g
2
S 7
=
£ S S
>
2 < T 2% 7
g 8 £ Eefd I3
S 3 = © @ € ¢ :g 2
X =1 Q < e £ 3 & o
5 5 B ks 5382 ©E
= ) <= j2] S 2 %) ﬁ‘
x 3 = & £8 95 8LFE
g 5 < £ Ssxt5:s 73
g 5 3 g g E£<3z28¢
V) ¥ V) U] vy P S ZE @A =2
M35991 1,388 Fabpl fatty acid binding protein 1, liver
D30040 1,387 Aktl iv-akt murine thymomaviral oncogene homolog 1 o e .
X77933 1,386 Scnnlg sodium channe, nonvoltage-gated 1 gamma
M32748 1,377 Lif leukemia inhibitory factor .
M10072 1,373 Ptprc  protein tyrosine phosphatase, receptor type, C
U25651 1,372 Pfkm phosphofructokinase, muscle
L08227 1,372 Chrna6é chalinergic receptor, nicotinic, al pha polypeptide 6
J02791 1,371 Acadm acetyl-coenzyme A dehydrogenase, medium chain
AF019973 | 1,365 Eno2 ‘enolase2, gamma
U76205 1,365 Scarbl scavenger receptor class B, member 1
D42117 1,363 Tnfrsf8 ‘tumor necrosis factor receptor superfamily, member 8
J03145 1,356 Slc2a2 isolute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 2
X06889 1,356 Rab3a RAB3A, member RAS oncogene family
U69278 1,352 Epha3 Eph receptor A3
L46791 1,350 Ces3  ‘carboxylesterase 3
J02999 1,349 Rab2 RAB2, member RAS oncogene family
J03752 1,346 Mgstl microsomal glutathione S-transferase 1
M17525 1,346 Gnas GNAS complex locus .
M88595 1,345 Slc6a9 isolute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, glycine), member 9
M92905 1,345 | Cacnalb calcium channd, voltage-dependent, N type, alpha 1B subunit .
M31477 1,342 Tacrl tachykininreceptor 1 . .
U27201 1,341 Timp3 itissueinhibitor of metalloproteinase 3
JO5156 1,337 : Cypllal cytochrome P450, family 11, subfamily a, polypeptide 1
D13963 1,336 Grm6 glutamate receptor, metabotropic 6 .
M22412 1,333 Kcnel ipotassium voltage-gated channel, | k-related subfamily, member 1
Y 13380 1,332 Binl myc box dependent interacting protein 1
ABO000113 : 1,330 Slc7a3 isolute carrier family 7, member 3
M88751 1,325 Cacnb3 calcium channel, voltage-dependent, beta 3 subunit
X97041 1,325 Kenj11l ipotassium inwardly rectifying channel, subfamily J, member 11
M61875 1,324 Cd44  CD44 antigen
M15327 1,324 Adhl ialcohol dehydrogenase 1
D28512 1,323 Syt3  synaptotagmin 3
D90109 1,322 Acdl acyl-CoA synthetaselong-chain family member 1
M24104 1,321 Vampl vesicle-associated membrane protein 1
U09793 1,312 Kras2 Kirsten rat sarcoma vira oncogene homologue 2 (active) o e .
D28498 1,310 FIt1  FMS-iketyrosnekinase 1 . .
L31620 1,307 Chrna4 chalinergic receptor, nicotinic, al pha polypeptide 4
D83044 1,306 : Slc22a2 solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 2
AF007789 @ 1,305 Plaur  plasminogen activator, urokinase receptor
U63971 1,304 Rhok  irhodopsin kinase
M33648 1,302 | Hmges2 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2
X81193 1,300 Cap3 cysteine-rich protein 3
X52712 -1,303 Mx2  myxovirus (influenza virus) resistance 2
M63334 -1,304 : Camk4 icalcium/calmodulin-dependent protein kinase |V .
X62908 -1,306 Cfl1  cofilinl
U50194 -1,307 Tpp2 tripeptidyl peptidase |l
M64300 -1,311 Mapkl mitogen activated protein kinase 1 o e
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D82363 -1,313 Psenl  ‘presenilin 1 .
M85037 -1,313 Griad glutamate receptor, ionotropic, 4 .
M72422 © -1314 Gad2  glutamate decarboxylase 2
X71071 -1,315 Cnnl calponinl
u22424 -1,316 : Hsd11b2 hydroxysteroid 11-beta dehydrogenase 2
M23591 -1,323 | Ppp2cb protein phosphatase 2a, catalytic subunit, betaisoform . .
D29683 -1,326 Ecel iendothelin converting enzyme1
u03734 -1,326 Ace angiotensin 1 converting enzyme 1
AF010464 : -1,327 17 interleukin 7 .
X87106 -1,327 Rpl10 ribosomal protein L10
D38530 -1,327 Nrda3 ‘nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3
M80633 -1,329 Adcy4 adenylate cyclase4 .
D10763 -1,331 Epo  erythropoietin .
M19967 : -1,333 | Anxal annexin Al
L 14851 -1,334 Nrxn3 neurexin 3
U62897 -1,334 Cpd  carboxypeptidase D
U51153 -1,337 : Scl3a2 isolute carrier family 13 (sodium-dependent dicarboxylate
M83561 -1,337 Grikl glutamate receptor, ionotropic, kainate 1 .
D83598 -1,337 Abcc9  ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 9
U61696 -1,338 Rnpep iarginyl aminopeptidase (aminopeptidase B)
U57715 -1,339 Fragl FGF receptor activating protein 1
M91562 -1,347 Grin2b glutamate receptor, ionotropic, NMDA2B .
L27112 -1,348 Mapk9 stressactivated protein kinase alphall o e .
L12407 -1,348 Dbh  dopamine beta hydroxylase
uo04738 -1,359 Sstr4  'somatostatin receptor 4 .
M19007 -1,362 Prkcbl proteinkinaseC, beta 1 e e e . .
M33936 -1,365 : Cypdald icytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 14
U32990 -1,371 Lnpep :aminopeptidase Vpl65
L 12382 -1,375 Arf3  ADP-ribosylation factor 3
M84416 -1,379 Ywhae tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation
M80550 : -1,381 | Adcy2 adenylyl cyclase2 .
J03552 -1,384 Mugl apha(1)-inhibitor 3, variant |
U13368 -1,385 | Adrala :adrenergic receptor, alpha la . .
M83298 -1,386 @ Ppp2r2a protein phosphatase 2, regulatory subunit B (PR 52), alphaisoform . .
u66478 -1,388 Madhl MAD homolog 1 (Drosophila)
L 12385 -1,389 Arf6  ADP-ribosylation factor 6
U51898 -1,401 Pla2g6 iphospholipase A2, group VI
M76705 -1,401 Pcskl iproprotein convertase subtilisin/kexin type 1
U67909 -1,403 Mcpté mast cell protease 6
M88469 -1,413 Sponf  f-spondin
D64085 -1,413 Fgf5  fibroblast growth factor 5 .
M91466 -1,414 © Adora2b iadenosine A2B receptor . .
J02752 -1,427 Acoxl acyl-Coenzyme A oxidase 1, palmitoyl
J02657 -1,433 Cyp2c Cytochrome P450, subfamily 11C (mephenytoin 4-hydroxylase)
D23676 -1,449 Reg3a ‘regenerating idet-derived 3 alpha
M18335 : -1,457 | Cyp2c39 icytochrome P450, 2c39
D88752 -1,463 Ptgerl prostaglandin E receptor 1 . .
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M58593 -1,468 Psma3 proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type 3
AB004454 | -1,479 Psen2 ipresenilin-2
J02941 -1,479 Renl ireninl
L31883 -1,481 Timpl tissueinhibitor of metalloproteinase 1
M15527 -1,494 Gnrhl gonadotropin-releasing hormone 1 .
M31602 -1,497 Cpe carboxypeptidase E
L03201 -1,498 Ctss icathepsin S
M29275 -1,501 Ppp3ca ‘protein phosphatase 3, catalytic subunit, alphaisoform . . .
U09357 -1,507 Ptprzl iprotein tyrosine phosphatase, receptor-type, Z polypeptide 1
U58858 -1,540 Jup  junction plakoglobin
D63149 -1,547 © Scl5a2 isolute carrier family 15 (H+/peptide transporter), member 2
AF007775 | -1,547 Aqp8 iaquaporin 8
J02720 -1,548 Argl arginasel
M16736 -1,549 Gap43 growth associated protein 43
M85214 -1,568 Ntrk1l ineurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 1 .
M68880 -1,593 Kencl  ipotassium voltage gated channel, Shaw-related subfamily, member 1
D10666 -1,599 Vsnll wisinin-likel
L02615 -1,710 Pkia ‘protein kinaseinhibitor, alpha
Jo3754 -1,739 : Atp2b2 ATPase, Cat++ transporting, plasma membrane 2 .
X13817 -1,822 Calm3 ‘calmodulin 3 .
L12383 -1,841 Arf4  ADP-ribosylation factor 4
D13125 -1,868 Nvjp2 neural visinin-like Ca2+-binding protein type 2
D17615 -1,988 Ywhaz tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation
L02926 -2,025 1110  interleukin 10 .
D13126 -2,026 Hpcall neural visinin-like Ca2+-binding protein type 3
L27843 -2,126 Ptpdal iprotein tyrosine phosphatase 4al
U23443 -2,210 Pakl p21 (CDKN1A)-activated kinase 1 .
V01228 -2,440 Calca calcitonin/calcitonin-related polypeptide, a pha
M75153 -2454 : Rablla RAB1l1a member RAS oncogene family
D17445 -2472 : Ywhah iyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation
M31076 -2,526 Tgfa itransforming growth factor alpha

Yhteensa 15 7 12 13 6 5 7
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