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Tyypin 2 diabetekseen (T2D) liittyy kasvanut luiden murtumariski, jonka syyt eivét ole tdysin selvilla.
Luukudos on eldvaid kudosta, joka uusiutuu jatkuvasti. Luuston jatkuva uusiutuminen vaatii runsaasti
energiaa, ja luusto on riippuvainen glukoosiaineenvaihdunnasta. Siten my6s veren sokeritasapainoa saé-
televilla insuliinilla on tirked merkitys luiden uusiutumisessa. T2D:n olennainen tunnusmerkki on in-
suliiniresistenssi, joka héiritsee titd glukoositasapainoa. Insuliiniresistenssin kaikkia vaikutuksia Iuun
aineenvaihduntaan ei tunneta, kuitenkin sen tiedetddn vaikuttavan alentavasti luusolujen kasvuun.
T2D:n ja luiden haurastumiseen on liitetty myos luuytimen rasvoittuminen, jonka syntymekanismeja ei
tdysin tunneta. Téssd ty0ssd haluttiin selvittdd miten puutteellinen insuliinisignalointi vaikuttaa luuyti-
men mesenkymaalisten stroomasolujen kasvuun, elinkykyyn ja erilaistumiseen. Erityisesti haluttiin sel-
vittdd erilaistuvatko yhteiset kantasolut enemmaén rasvasoluiksi eli adiposyyteiksi luusolujen eli osteo-
blastien sijaan. Insuliiniresistenssid mallinnettiin hiljentimélld siRNA-tekniikalla insuliinireseptorin ja
insuliinista riippuvaisen glukoosinkuljettimen GLUT4 toiminta yhdessé ja erikseen Sprague-Dawley
rotan luuytimesta kerétyistd multipotenteista mesenkymaalisista soluista in vitro. Solujen kasvua tutkit-
tiin eldvien solujen kuvantamisen avulla ja elinkykyd alamarBlue-testilld. Solujen erilaistumista tutkit-
tiin monipuolisesti adiposyyteille ja osteoblasteille tyypillisten geenien ilmentymisen avulla, soluvar-
jayksilld ja testaamalla mm. alkalisen fosfataasin aktiivisuutta. Puutteellinen insuliinisignalointi johti
muutoksiin solujen kasvussa, erilaistumisessa ja elinkyvyssa, silld kisitellyt solut kasvoivat heikommin
ja elinkyky oli alentunut. Insuliinisignaloinnin héiritseminen johti solujen vahentyneeseen erilaistumi-
seen luutamuodostaviksi osteoblasteiksi seké geeni- ettd proteiinitasolla. Insuliinireseptorin ja GLUT4-
glukoosinkuljettimen hiljentdminen johtivat yksil6llisiin vaikutuksiin solujen erilaistumisessa. GLUT4-
hiljennetyissi soluissa nousivat rasvasolujen merkkitekijit ja soluihin ilmaantui rasvapisaroita. Naméa
solut myds kasvoivat heikoimmin. Tdmén tutkimuksen perusteella insuliinisignaloinnin estiminen joh-
taa luuytimen mesenkymaalisten stroomasolujen alentuneeseen erilaistumiseen luutamuodostaviksi os-
teoblasteiksi. Insuliiniresistenssi ei itsesséén erilaistanut soluja rasvasolujen suuntaan, mutta insuliinivé-
litteisen glukoosinkuljetuksen héiritseminen néin teki.

Avainsanat: Insuliiniresistenssi, insuliinireseptori, GLUT4, luuytimen rasvoittuminen, siRNA, osteo-
blasti, adiposyytti
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1 JOHDANTO

Tyypin 1 ja tyypin 2 diabeetikoilla on huomattavasti kasvanut riski luunmurtumiin (Jang-
horbani ym., 2007). Vaikka tyypin 1 ja tyypin 2 diabetesta yhdistdd krooninen hyperglykemia,
eli kohonnut verensokeri, on niiden taustalla eri mekanismit, jotka vaikuttavat luun metaboli-
aan. Molemmissa tapauksissa syyt luiden haurastumisen taustalla eivdt ole tdysin selvilla.
(Picke ym., 2019.) Tutkimusten avulla on osoitettu vahva yhteys glukoositasojen ja luun ai-
neenvaihdunnan vilille, tima on nostanut uusia tutkimusndkokulmia selittdmédn diabeteksen

ja kasvaneen murtamariskin taustaa (Napoli ym., 2017).

Luukudos on elidvaa kudosta, joka uusiutuu jatkuvasti. Luuston jatkuva uusiutuminen vaatii
runsaasti energiaa, ja luusto on riippuvainen glukoosiaineenvaihdunnasta. (Lecka-Czernik,
2017.) Glukoosi onkin luuston pddasiallinen energialdhde (Srivastava ym., 2022). Siten my0s
veren sokeritasapainoa siditelevilld insuliinilla on tirked merkitys luiden uusiutumisessa
(Lecka-Czernik, 2017). Tyypin 2 diabeteksen olennainen tunnusmerkki on insuliiniresistenssi,

joka héiritsee tétd sokeritasapainoa (Konner & Briining, 2012).

Luuytimen mikroymparistdssa solujen erilaistumista ohjaavat erilaiset kasvutekijét, signaloin-
timolekyylit ja epigeneettiset tekijat (Zhu ym., 2016). Luuytimen solujen aineenvaihdunnan
mekanismit solujen erilaistumisen aikana eivét ole kuitenkaan taysin selvilld (Ning ym., 2022).
Osteoporoosissa ja tyypin 1 diabeetikoilla luuntiheys on laskenut, tyypin 2 diabeetikoilla puo-
lestaan luuntiheys on mitattaessa normaali tai jopa koholla. Korkeasta luuntiheydesti huoli-
matta luun vahvuuden on kuitenkin todettu olevan heikompi tyypin 2 diabeetikoilla. (Napoli
ym., 2017.) Témin liséksi tietokonetomografia kuvauksella on ndhty kortikaalisen luun eli
titvisluun haurastumista ja trabekulaarisen eli hohkaluun tiheyden kasvamista (Walle ym.,

2022).

Yksi selittdva tekijd tyypin 2 diabeteksen yksilolliseen vaikutukseen luiden haurastumiseen
saattaa olla insuliiniresistenssi, jonka on havaittu alentavan luun muodostumista in vivo
(Fulzele ym., 2010). Luun muodostumiseen tarvitaan osteoblasteja, jotka kehittyvat luuytimen
mesenkymaalisista kantasoluista. Tyypin 2 diabetes vaikuttaa haitallisesti osteoblasteihin, mika

edesauttaa mesenkymaalisten kantasolujen erilaistumista rasvasoluiksi eli adiposyyteiksi.



(Picke ym., 2019.) Luuytimen rasvoittuminen, yhdessd muiden tekijoiden kanssa, johtaa kas-
vaneeseen murtumariskiin ja murtumat myos paranevat hitaammin (Ma ym., 2014; Picke ym.,

2019).

1.1 Luuytimen mikroympdristo

Luu ei ole ainoastaan passiivinen tukirakenne vaan se on eldvédd kudosta, joka uusiutuu jatku-
vasti. Luuston jatkuvassa uusiutumisessa avaintekijdni on tasapainotila luuta muodostavien
osteoblastien ja luuta hajottavien osteoklastien vililld. Luu voidaan jakaa kahteen eri tyyppiin:
kortikaaliseen luukudokseen ja trabekulaariseen luukudokseen. Trabekulaarinen luu on aktiivi-
sempi aineenvaihdunnallisesti, ja suurin osa luunmuodostuksesta tapahtuu padasiassa tdssé luu-

kudoksessa. (Parfitt, 1994; Manolagas & Jilka, 1995.)

Luu on heterogeeninen materiaali, joka voidaan karkeasti jakaa epdorgaaniseen mineraaliin ja
orgaaniseen materiaaliin. Luun koostumuksesta kaksi kolmannesta on epdorgaanista mineraa-
lia. Mineraali on suurimmalta osin kalsiumista ja fosfaatista koostuvaa hydroksiapatiittia, ja
lisdksi luusta 10ytyy muun muassa kalsiumsitraattia ja kalsiumkarbonaattia. Mineralisaatioon
tarvitaan alkalista fosfataasia, kalsiumia ja fosfaattia. Luun orgaanisesta aineksesta valtaosa on
matriksia eli solunulkoista véliainetta, jonka merkittavin rakenneproteiini on osteoblastien syn-
tetisoima tyypin I kollageeni. Solumassan osuus orgaanisesta aineksesta on vain muutamia pro-

sentteja. (Boskey, 2013.)

Luuytimessd on kaksi merkittdvad multipotenttia eli monikykyistd solulinjaa; luuytimen stroo-
masolut (engl. bone marrow stromal cells, BMSC), joista kdytetiin myds nimitystd me-
senkymaaliset stroomasolut (engl. mesenchymal stromal cells, MSC), sekd hematopoieettiset
kantasolut (Manolagas & Jilka, 1995). Luuytimen stroomasolut voivat erilaistua luuta muodos-
taviksi osteoblasteiksi, luuytimen rasvasoluiksi eli adiposyyteiksi tai kondrosyyteiksi (kuva 1).
Hematopoieettisista kantasoluista saavat puolestaan alkunsa luuta hajottavat osteoklastit ja he-
matopoieettiset solut. (Manolagas & Jilka, 1995.) Osteoblasteista saavat puolestaan alkunsa os-
teosyytit, jotka ovat lukumééraltddn suurin luukudoksen solupopulaatioista, ne sdételevét os-
teoblastien seka osteoklastien toimintaa. Osteosyytit erilaistuvat osteoblasteista, jotka ovat jaa-
neet soluvéliaineen ympéroiméksi. (Bonewald, 2011.) Luuytimen mikroympéristolld on suuri
rooli luuytimen solujen toimintaan. Mesenkymaaliset ja hematopoieettiset solut reagoivat osin

samoille sytokiineille ja muille kasvutekijoille (Suda ym., 1992).
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Kuva 1. Yksinkertaistettu kuva luun muodostamisen kannalta oleellisista solutyypeista.
Hematopoieettisista kantasoluista muodostuvista soluista on esitetty vain luuta hajottavat os-
teoklastit. Mesenkymaaliset stroomasolut voivat erilaistua puolestaan osteoblasteiksi, myoblas-
teiksi, kondroblasteiksi tai adiposyyteiksi. (Muokattu Manolagas & Jilka, 1995.)

1.1.1 Luuytimen solujen erilaistuminen osteoblasteiksi ja adiposyyteiksi

Luuytimessd on toiminnallisesti erilaisia mikroymparistdjd, joiden merkitysta ei tdysin tunneta.
Multipotentit mesenkymaaliset solut ovat omissa, spesifisissd kantasolulokeroissa (engl. stem
cell niche). (Wang ym., 2018.) Multipotenttien mesenkymaalisten stroomasolujen erilaistu-
mista ohjaavat erilaiset kasvutekijit, signalointimolekyylit ja epigeneettiset tekijit. Sdételyte-
kijat aktivoivat useiden eri geenien ilmentymistd, miké lopulta méérittdd solulinjan ja fenotyy-
pin. Ei ole kuitenkaan tdysin selvilld, miten tiettyyn solutyyppiin erilaistuminen mairdytyy ja
mitka kaikki tekijdt tdhin vaikuttavat. Mekaanisen kuormituksen tiedetdén olevan yksi merkit-

tiva tekijd, joka aikaansaa muutoksia osteoklasteissa ja osteoblasteissa. (Zhu ym., 2016.)

Mesenkymaalisten solujen erilaistumista voidaan tutkia solulinjoille tyypillisilld merkkiteki-
joilld (kuva 2). Mesenkymaalisten stroomasolujen erilaistumiseen osteoblasteiksi vaikuttavat
monet niin kutsutut osteogeeniset tekijét, kuten hormonit ja kasvutekijét (Zuo ym., 2015), jotka
aktivoivat spesifisid, geenien transkriptioon vaikuttavia tekijoitd. Osteoblastilinjan keskeisid
transkriptiotekijoitd ovat Osterix ja RUNX2 (engl. runt-related transcription factor). Osterix
transkriptiotekijd edistdd luutumista lisddmalld osteokalsiinin ja tyypin I kollageenin tiarkeim-
méan komponentin COL1A1 muodostumista aktivoimalla ndiden geenien ilmentymistd. (Donat

ym. 2021.) Myds RUNX2 transkriptiotekijd vaaditaan solujen erilaistumiseen osteoblastilin-



jaksi. RUNX2 aktivoi osteoblastilinjalle tyypillisten geenien ilmentymisté ja ndiden koodaa-
mien proteiinien tuotantoa, kuten COL1A:n ja osteoblastispesifin proteiinin osteokalsiinin tuo-
tantoa. RUNX?2 aktivoi myds suoraan luusolujen viliaineen mineralisoitumisen avaintekijin eli

alkalisen fosfataasin A/pl/-geenin ilmentymisti. (Weng & Su, 2013; Donat ym., 2021.)

Luuytimen rasvasolujen esimuotojen fenotyypeistd ei ole yksimielisyyttd, mutta on kuitenkin
ehdotettu merkkitekijoitd, joiden avulla nditd esimuotoja voidaan tunnistaa (Tencerova ym.,
2019). Luuytimen rasvakudoksen adipogeneesi eli rasvasolujen erilaistuminen on tiukasti tran-
skriptiotekijoiden avulla kontrolloitu prosessi. Prosessin katsotaan olevan kaksivaiheinen; en-
sin BMP-kasvutekijét (engl. Bone morphogenetic proteins) ohjaavat kantasoluja erilaistumaan
tiettyyn solulinjaan, jolloin muotoutuu adiposyytin esimuoto eli niin sanottu preadiposyytti.
Preadiposyytti muistuttaa morfologialtaaan mesenkymaalista stroomasolua. Erilaistumisen
edetessd kohti funktionaalista adiposyyttid solun muoto muuttuu pallomaiseksi ja lipidejé ker-

tyy solun sisdén (kuva 2). (Ghaben & Scherer, 2019.)

Adiposyyttien erilaistumisessa keskeisid transkriptiotekijoitd ovat prosessin alkuvaiheessa ak-
tivoituvat PPAR-gamma (engl. peroxisome proliferator-activated receptor gamma) ja C/EBP-
geeniperheen proteiinit (engl. CCAAT/enhancer-binding protein) (Siersbaek ym., 2010).
PPAR-gamman on osoitettu olevan vélttimiton rasvakudoksen syntymiseen in vivo ja in vitro
(Rosen ym., 1999). Erilaistuva adiposyytti kerdd sisddnsé lipidejd, miké vaikuttaa rasvahappo-
jen kuljetusproteiinia koodaavan F4BP4:n (engl. Fatty acid binding protein) ilmentymisen li-
saantymiseen. Kypsé adiposyytti ilmentdi paitsi edelld mainittuja merkkitekijoitd, mutta myos

piinejd. (Ghaben & Scherer, 2019.)
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Kuva 2. Osteogeneesiin ja adipogeneesin piAivaiheita ja merkkitekijoitid. Preosteoblastit ja
preadiposyytit ovat valittuun solulinjaan sitoutuneita soluja, joiden erilaistumista voidaan tutkia
erilaisilla merkkitekijoilld. Kypsien osteoblastien merkkitekijoitd ovat solujen erittimé oste-
okalsiini ja alkalinen fosfataasi. Kypsien adiposyyttien merkkitekijoitd ovat puolestaan adi-
ponektiini, leptiini ja perilipiini. (Muokattu Ghaben & Scherer, 2019.)

1.1.2  Luuytimen rasvakudos

Rasvakudos koostuu rasvasoluista eli adiposyyteistd, jotka varastoivat energiaa triglyseredeind
solun sisélla oleviin lipidipisaroihin. Tarvittaessa lipaasit pilkkovat triglyseridejd vapaiksi ras-
vahapoiksi verenkiertoon energiaksi. (Fazeli ym., 2013.) Luuytimen rasvakudos eli MAT (engl.
marrow adipose tissue) sijaitsee luuydinontelon sisélld ja on merkittdva rasvavarasto ihmiselld,

sisdltden noin 10 % ihmisen kokonaisrasvamassasta. (Tencerova ym., 2019; Wang ym., 2018).

Luuytimen rasvakudos eli MAT voidaan jakaa kahteen selkeddn ryhméén; pysyvian, vihem-
mén aktiiviseen cMAT:n (engl. constitutive) ja metabolisesti aktiivisempaan tMAT:n (engl.
regulated). cMAT siséltdd suurempia adiposyyttejd ja sijaitsee tyypillisesti luun ulkoreunoilla,
kun taas rMAT on ldhempind muodostuvaa luuta. (Scheller & Rosen, 2014.) MAT eroaa val-
koisesta ja ruskeasta rasvakudoksesta. Histologisesti MAT muistuttaa endokriinista valkoista
rasvaa, mutta ndiden geeni-ilmentymisessi ja aineenvaihdunnassa on eroja. MAT koostuu lédhes
kokonaan triglyserideisti, ja ndiden rasvahapot voivat olla tyydyttyneitd, monotyydyttdmétto-
mid tai monityydyttiméattomid. (Fazeli ym., 2013.) MAT:n rasvahappokoostumus eroaa muista
rasvakudoksista (Griffith ym., 2009). MAT:n eroja muihin rasvakudoksiin on tutkittu mm. ja-
niksilla, joilla tehdyissd kokeissa MAT:n adiposyyttien on havaittu olevan 4—6 kertaa pienem-
pid kuin valkoisen rasvakudoksen adiposyytit. Ndin ison hypertrofiaeron voisi olettaa johtuvan

lisddntyneestd lipolyysisti tai vahentyneesti triglyseridisynteesistd. Tutkimustulokset kuitenkin



osoittavat, ettd triglyseridisynteesi on aktiivisempaa MAT:ssa kuin valkoisessa rasvakudok-

sessa. (Fazeli ym., 2013.)

Luuytimen rasvalla on merkittdva rooli luun homeostaasiin, energian varastointiin ja luuston ja
koko kehon aineenvaihduntaan. MAT:ia voidaankin pitdd endokriinisena elimend, silld sen
tuottamat hormonit vaikuttavat seka paikallisesti, ettd verenkierron vélitykselld ympaéri kehoa.
(Ghaben & Scherer, 2019.) Tutkimuksissa on osoitettu luuytimen vapaiden rasvahappojen va-
pautumisella olevan yhteys osteoblastien, osteoklastien ja verisolujen toiminnan séételyyn
(Cornish ym., 2008). MAT:n roolia luun metaboliaan ei kuitenkaan tiysin tunneta (Fazeli ym.,
2013). Luuytimen onteloissa on aktiivista hematopoieettista luuydintd, jonka tilavuus vihentyy
ikddntyessd ja korvaantuu rasvalla (Wang ym., 2018). Aikuisella luuytimestd on noin 70 %
rasvaa. Tutkimuksissa on havaittu lisdéntyneen luuytimen rasvan viahentévéan kortikaalisen luun
madrdd, luun tiheyttd ja luun kasvunopeutta. Luuytimen rasvoittuminen on myds yhdistetty os-
teoporoosiin ja osteopeniaan. On silti epdselvid, ettd onko luuytimen rasvoittumisella itsessdin
luun kasvuun ja tiheyteen negatiivinen vaikutus vai onko rasvoittuminen vain seurausta luuso-

lujen katoon. (Scheller & Rosen, 2014.)

Runsas viskeraalinen rasvan méaaré korreloi negatiivisesti luun tiheyden kanssa aikuisilla. Ter-
veilld naisilla on havaittu luuytimen rasvan ja luun tiheyden kanssa kiénteinen korrelaatio; mité
vihemman luuytimen rasvaa, sitd tithedmpi luu. Kortikaalisen luun méérdan on my0s todettu
olevan suurempaa mitd pienempi on luun rasvakudoksen méara. Lihavilla henkil6illa lisddnty-
nyt luuytimen rasvakudos korreloi osteoporoosin ja lisddntyneen murtumariskin kanssa. Luuti-
heyden on havaittu laskevan luuytimen rasvoittuessa. Luuydin rasvoittuu ikdéntyneilld ja liha-
villa henkil6illd, miki saattaa osaltaan vaikuttaa pitkien luiden osteogeenisten ja hematopoieet-

tisten tekijoiden toimintahdiridihin. (Fazeli ym. 2013.)

Luuytimen rasvoittuessa adiposyytit voivat kasvaa kokoa (hypertrofia) tai adiposyyttien maara
voi lisddntyd (hyperplasia) (Ghaben & Scherer, 2019). Rasvakudoksessa adiposyyttien hy-
pertrofia ja adipogeneesin kautta kasvanut adiposyyttien miird voi suoraan vaikuttaa aineen-
vaithduntaan. Adiposyyttien hypertrofia on yhdistetty insuliiniresistenssiin. Adiposyyttien
kasvu aiheuttaa mekaanista stressid naapurisoluissa ja soluviliaineessa. Solujen kasvanut koko
aiheuttaa hapenpuutetta eli hypoksiaa, joka voi johtaa kudoksen tulehdukseen. Isot adiposyytit
voivat lisdtd lipolyysid ja tulehdusta edistdvien sytokiinien eritystd sekd toisaalta vihentdd tu-

lehdusta hillitsevien adipokiinien eritystd. (Ghaben & Scherer, 2019.)



1.2 Glukoositasapainon sddtely

Glukoosi on ihmiselle tirked nopean energian ldhde, ja veriplasman glukoosipitoisuus onkin
tiukasti sdddelty prosessi elimistossd. Glukoosiaineenvaihduntaan vaikuttavat insuliinin ja sen
vastavaikuttajien vélinen tasapaino, glukoosin ja vaihtoehtoisten energialdhteiden saatavuus
sekd glukoosinkulutus. Haiman Langerhansin saarekkeiden B-solujen insuliinineritys sdityy so-
luvéliaineen glukoosipitoisuuden mukaan. Insuliinin tuotantoa tehostaa niin sanottu inkretiini-
vaikutus eli insuliinipitoisuus kasvaa enemmain, kun glukoosia annetaan suun kautta kuin suo-
neen annettaessa. Esimerkiksi ohutsuolen L-solujen erittdmén, insuliinin eritystd haiman -
soluista stimuloivan GLP-1 peptidin miird kasvaa suun kautta nautituista hiilihydraateista.

(Virkaméki & Niskanen, 2009.)

Haiman B-solut valmistavat, varastoivat ja erittdvét insuliinia, jota vapautuu glukoosipitoisuu-
den kasvaessa. -soluissa insuliinin esiaste preproinsuliini muokataan proinsuliiniksi. Proinsu-
liini koostuu insuliinimolekyylin A- ja B- ketjuista sekd néitd yhdistdvastd C-peptidistd. Insu-
liinin erittyessé B-soluista proinsuliini pilkkoutuu, jolloin muodostuu varsinainen insuliinimo-

lekyyli ja C-peptidi. (Guettier & Gorden, 2010; Peltola ym., 2023.)

Plasman glukoosipitoisuuden laskiessa aktivoituvat insuliinin vastavaikuttajat, erityisesti glu-
kagoni ja adrenaliini. Langerhansin saarekkeiden a-soluista vapautuva glukagoni lisdd glyko-
genolyysid eli glykogeenin hajoamista maksassa ja glukoneogeneesii eli glukoosin muodosta-
mista. Lisdmunuaisista erittyva adrenaliini puolestaan vdhentdd glukoosin kulutusta lihaksissa
jalisad lipolyysia rasvakudoksessa. Kun glukoosia ei ole saatavilla, vapaat rasvahapot tuottavat

suuren osan energian tarpeesta. (Peltola ym., 2023; Virkaméki & Niskanen, 2009.)

1.2.1 Insuliinisignalointi

Insuliini on anabolinen peptidihormoni, joka sitoutuu insuliinireseptoriin ja indusoi solunsisii-
sen insuliinisignaloinnin. Insuliini koostuu 21 aminohappoa pitkéstd A-ketjusta ja 30 amino-
happoa pitkéstd B-ketjusta (Virkaméki & Niskanen, 2009). Insuliinireseptori on hormoniresep-
tori, joka 10ytyy ldhes kaikista soluista, mutta solutyyppien vélilld on merkittavié eroja insulii-
nireseptorien médrdssd. Adiposyyteissd voi olla yli 200 000 insuliinireseptoria, kun taas puna-

soluissa néitd voi olla joitakin kymmenid. (White, 1997.)
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Insuliinireseptori on heterotetrameeri eli se koostuu kahdesta solukalvolla olevasta a- ja kah-
desta solukalvon sisdpuolisesta f-osasta. Insuliinireseptori on tyrosiinikinaasireseptori. Resep-
tori aktivoituu insuliinin sitoutuessa o-osaan, jolloin reseptori dimerisoituu, mikad puolestaan
johtaa erityisesti B-osan insuliinireseptorisubstraatti 1:n (IRS-1) tyrosiinin fosforylaatioon. In-
suliinireseptorisubstraatteja tunnetaan muitakin, mutta IRS-1 on niistd merkittdvin. IRS-1:n ty-
rosiinin fosforylaatio tehostaa insuliinisignalointia, kun taas IRS 1:n seriinin fosforylaatio estdi

sitd. (Haeusler ym., 2018; Virkamédki & Niskanen, 2009.)

IRS-1:n fosforylaatio aktivoi insuliinisignalointireitin, jonka alussa fosfatidyyli-inositoli-3-ki-
naasi (PI3K) aktivoituu. Signalointi etenee ketjureaktion tavoin johtaen monien se-
riini/treoniini-kinaasien, kuten Akt:n (seriini-treoniinikinaasi, tunnetaan myos nimelld PKB) ja
proteiinikinaasi C:n aktivoitumiseen (kuva 3). AS160, joka on erds Akt:n substraateista, yllapi-
tdd solunsisdistd vesikkelikuljetusta séditelevdat Rab-GTPaasit inaktivoituna eli GDP-
sitoutuneena Rab- muotona (Rab-GDP). Kun Akt:n aktivoituu, se poistaa AS160:n inhibito-
risen toiminnan fosforyloimalla AS160:n, miké johtaa Rab-GTPaasin aktivaatioon ja soluve-
sikkeleissd kiinni olevien, insuliinista riippuvaisten GLUT4 glukoosinkuljettajaproteiinien siir-
tymiseen solukalvolle. Tdémé mahdollistaa glukoosin tehokkaan sisdénoton soluun. Akt saa
aikaan my0s glykogeenisynteesin lisddntymisen fosforyloimalla synteesid estdvin glykogee-
nisyntaasikinaasi 3 B:n eli GSK3f:n. (Mackenzie & Elliott, 2014; Mueckler & Thorens, 2013.)
Insuliinisignaloinnin vaiheet ovat palautuvia, silld jokaisella aktivoidulla kinaasilla on useim-
miten useita fosfataaseja, jotka defosforylaatiolla inaktivoivat kinaasit (Haeusler ym., 2018;

Saltiel, 2021).

Insuliinireseptorin aktivaatio vaikuttaa myos Akt:n kautta lipogeneesiin eli veressd olevan yli-
madrdisen glukoosin muuttamiseen varastorasvaksi. Akt saa aikaan sterolien sdételyelementtiin
sitoutuvan SREBP-1c¢ transkriptiotekijan aktivaation. SREBP1-1c tehostaa kolesteroli-, rasva-
happo-, triglyseridi- ja fosfolipidisynteesiin tarvittavaien geenien ilmentymistd. Insuliini vai-
kuttaa glykoneogeneesiin ja glykogenolyysiin Akt:n kautta lisddmélld FOXO transkriptioteki-
japerheen (Engl. Forkhead family box o) geenien ilmentymistd. Insuliinireseptorin aktivaatio
vaikuttaa IRS-1 vilitteisesti myos mitogeneesiin eli solun kasvuun ja jakautumiseen. Aktivaatio
tapahtuu mitogeeniaktivoidun proteiinikinaasin eli MAPK:n signalointireittid. (Kénner & Brii-

ning, 2012.)
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Kuva 3. Insuliinisignalointireitin vélivaiheita, erityisesti glukoosiaineenvaihdunnan kan-
nalta. Insuliinireseseptorin aktivoituessa IRS fosforyloituu, mika aktivoi PI3K -kinaasin ja
AKT/PKB:n. Akt fosforyloi AS160:n, miké saa aitkaan GLUT4-glukoosinkuljettimien siirty-
misen solukalvolle. Transkriptiotekija FOXO:n kautta Akt vaikuttaa glykoneogeneesiin ja
glykogenolyysiin. Akt:n aktivaatio lisdd glykogeenisynteesid inhiboimalla GSK3p-toimintaa.
Lipidisynteesiin Akt aktivaatio vaikuttaa puolestaan SREBP-1C-transkriptiotekijin aktivaa-
tion kautta. IRS fosforylaatio vaikuttaa MAPK- signalointiin ja sitd kautta mitogeneesiin.
(Muokattu Kénner & Briining, 2012.)

Insuliini siis edistidd glukoosin sisddnottoa, mitogeneesid, lipidisynteesid, glukoosin varastoitu-
mista. Insuliini puolestaan hidastaa glukoosin muodostamista ja glykogeenin hajoamista. Insu-
liini vaikuttaa eri tavalla solutyypisté riippuen, silld insuliinireseptorin aktivaatio saa aikaan
monimuotoiset solutason vasteet, joita kaikkia ei vield edes tunneta. (Haeusler ym., 2018; Vir-

kamaiki & Niskanen, 2009.)

1.2.2  Glukoosin kuljettajaproteiinit

SLC-geeniperheen (engl. Solute Carrier) koodaamat proteiinit toimivat solukalvon kuljettaja-
proteiineina. SLC-perhe voidaan jakaa pienempiin alaluokkiin, ja yksi alaluokista on SLC2-
kuljettimet. SLC2-geeniperheen geenit koodaavat glukoosin kuljettajaproteiineja, joita kutsu-
taan myds GLUT-proteiineiksi (engl. Glucose Transporter Proteins). GLUT-proteiinit kuljetta-
vat glukoosia passiivisesti solukalvon ldpi solun sisdlle. GLUTit pystyvit kuljettamaan myos

muita monosakkarideja, kuten fruktooseja ja inositoleja. (Holman, 2020; Mueckler & Thorens,



2013.) Glukoosia kuljetetaan soluun myds aktiivisesti Na'-vilitteisilli glukoosikuljettimilla
(engl. Sodium-Glucose Cotransporter, SGLT), mutta kuljetin ei ole kuitenkaan sukua GLUT-
kuljettajaproteiineille (Mutanen ym., 2021).

Ihmiseltd on karakterisoitu 14 erilaista GLUT-proteiinia, jotka jaetaan kolmeen alakategoriaan.
Ensimmdiinen alakategoria sisdltdd glukoosin kuljettajaproteiinit 14, jotka ovat nisdkkailla
yleisimmat kuljettajaproteiinit. GLUT1-4 edesauttavat glukoosin passiivista kuljetusta konsent-
raatiogradientin suuntaan eli yleensd verenkierrosta soluihin. Kun pitoisuuserot ovat tasaantu-
neet, glukoosinkuljettajat kuljettavat glukoosia tarvittaviin elimiin plasman glukoosipitoisuu-
den pysyessa tasaisena. GLUT-kuljetusproteiinit eroavat toisistaan muun muassa siind, missi
kudoksissa ne toimivat ja milld tehokkuudella, miten herkisti ne reagoivat glukoositasojen nou-

suun ja onko toiminta riippuvainen hormonitoiminnasta. (Mueckler & Thorens, 2013.)

GLUT-proteiinien glukoosin siirtotehokkuus plasmasta soluihin riippuu glukoosipitoisuudesta,
ja se ilmaistaan Michaelis-Menten kineettisen mallin mukaisesti Km-arvolla (Michaelis-vakio).
GLUT1-kuljettaproteiinit ovat herkkid pienelle glukoosipitoisuuksien muutokselle (Km = 1
mM) ja ne varmistavat solujen jatkuvan glukoosin saannin. GLUT2, joka kuljettaa glukoosia
soluun ja solusta ulos, toimii suurilla glukoosipitoisuuksilla (Km =~17 mM). GLUT3 on tirked
kuljetin mm. hermosoluissa ja varmistaa myos solujen jatkuvaa energian saantia (Km =~1.5
mM). GLUT4-proteiini, jonka toimintaa insuliini sdételee, ilmentyy péddosin rasva-, sydéin- ja
luurankolihaskudoksissa. GLUT4 on merkittidva glukoosin poistaja verenkierrosta ja keskeinen
koko kehon glukoositasapainoa sditeleva tekijd. (Mueckler & Thorens, 2013; Thorens &
Mueckler, 2010.) James ym. karakterisoivat GLUT4 vuonna 1988, jonka jalkeen sitd on tutkittu
paljon erilaisissa koeasetelmissa. Ei kuitenkaan tdysin tunneta, mitkd solunsiséiset tekijat vaa-
ditaan GLUT4:n siirtymiseksi solukalvolle ja mitka tekijét sddtelevit GLUT4:n ilmenemisti eri

kudostyypeissé (Thorens & Mueckler, 2010).

1.2.3 Insuliiniresistenssi

Solujen heikentynyttd kykyd reagoida insuliiniin kutsutaan insuliiniresistenssiksi, jonka kehit-
tyminen on oleellinen osa tyypin 2 diabetesta. Tyypin 2 diabetesta edeltda esidiabeettinen vaihe,

jolloin haiman B-solut lisddvit insuliinin tuotantoa kompensoidakseen heikentynyttd insulii-
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nivastetta. Insuliinin ylituotanto johtaa veren korkeaan insuliinipitoisuuteen eli hyperinsuli-
nemiaan. Pitkdén jatkunut ylikompensaatio johtaa haiman -solujen toimintah&irioon, joka joh-

taa tyypin 2 diabeteksen lopulliseen kehittymiseen. (Kénner & Briining, 2012.)

Insuliiniresistenssissa insuliinin vaikutus insuliinireseptoriin on padsadntoisesti sdilynyt, mutta
solunsisdinen insuliinisignalointi on heikentynyt. Tunnetaan my0s harvinainen tyypin A-insu-
liiniresistenssi, jossa geneettisen mutaation vuoksi insuliinireseptori itsessién ei toimi. (Koen-
ner & Bruening, 2012.) Myds IRS-1 proteiinista tunnetaan geneettisid polymorfioita, jotka
johtavat alentuneeseen PI3K aktivaatioon ja edelleen insuliiniresistenssiin, hyperinsulinemi-

aan, rasvan kerddntymiseen, dyslipidemiaan ja lisdéntyneeseen sydantautiriskiin (Saltiel, 2021).

Lihavuuteen liittyvd kudostulehdus on suurin yksittdinen insuliiniresistenssin aiheuttaja. Kroo-
ninen matala-asteinen tulehdus aktivoi solunsisdisié stressitekijoitd. Yksi tdllainen stressitekijé
on JNK eli c-Jun N-terminaalinen kinaasi, joka estdd IRS-1 toimintaa fosforyloimalla sen se-
riini-aminohappoja. JNK-kinaasin yksi aktivointikanava on laskostamattomiin proteiineihin
(engl. Unfolded Protein Response, UPR) liittyvi vaste. Endoplasmisessa kalvostossa, jossa pro-
teiinit laskostuvat, syntyy UPR-vaste, jos proteiinien laskostamissa tulee hdirié esimerkiksi so-
lun rasvapitoisuuden noustessa tai jos vadrin laskostettuja proteiineja on liikaa. (Makinen ym.,

2013; Osborn & Olefsky, 2012.)

Kroonisessa matala-asteisessa tulehduksessa rasvasolujen mééran noustessa myds niiden erit-
tdmien adipokiinien méérd nousee. Adipokiinit voivat suoraan haitata insuliinisignalointia tai
ne aiheuttavat makrofagien méarén lisddntymisen, miké edistdd tulehdukseen verrattavaa tilaa
rasvakudoksessa. Makrofagit erittdvét tulehdusta edistivid sytokiineja, jotka lisddvét vapaiden
rasvahappojen mairad verenkierrossa. Vapaiden rasvahappojen mééra puolestaan lisdd insulii-

niresistenssid tulehdusvasteen seurauksena. (Siersbak ym., 2010.)

Insuliiniresistenssin kaltaiset hormoniresistenssit eivdt kehity tasaisesti, vaan vaikutukset ovat
heterogeenisié eli ne voivat olla vaikutuksiltaan erilaisia eri solutyypeissé ja elimissd. Insulii-

niresistenssin molekyylitason mekanismeja ei vield tiysin tunneta. (Kénner & Briining, 2012.)

1.3 Glukoosiaineenvaihdunta luun mikroympdristossd

Glukoosi on luuston pidasiallinen energialdhde (Srivastava ym., 2022). Luuytimen me-

senkymaaliset stroomasolut tarvitsevat luun homeostaasin ylldpitoon huomattavan méadran
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energiaa. My0Os osteoblastien erilaistuminen tarvitsee paljon energiaa. Tadmi energia saadaan
padasiallisesti glykolyysistd, joka takaa riittdvin ATP:n miérdn solun tarpeisiin (Donat ym.,
2021; Karner & Long, 2018). Luuytimen energia-aineenvaihduntaa onkin tutkittu paljon. Ge-
neettiset ja funktionaaliset kokeet ovat osoittaneet glukoosi-, rasvahappo- ja aminohappoai-
neenvaihdunnan sditelevin luuytimen solujen erilaistumista (Confavreux ym., 2009; Ghosh-

Choudhary ym., 2020).

Insuliinin on jo pitkdin tiedetty lisddvén glukoosin kulutusta luissa (Hahn ym., 1988). Vasta
viime vuosina on kuitenkin osoitettu, ettd luusoluissa GLUT4 toimii insuliinivélitteisen glu-
koosin sisddnotossa (Li ym., 2016). Insuliinireseptorin puuttumisen osteoblasteilta on puoles-
taan osoitettu heikentdvéan luun muodostamista hiirilld (Fulzele ym., 2010). Insuliinivélitteisella
glukoosinkuljetuksella on siis suora merkitys luun kasvuun, ja insuliinin tiedetddnkin olevan
keskeinen luun uudistamis- ja aineenvaihduntatekiji (Ferron ym., 2010). Li ym. (2016) tutkivat
hiiren osteoblasteja in vitro ja he huomasivat GLUT4:n ilmentymisen jopa viisinkertaistuvan
osteoblastien erilaistuessa. TyOsséd osoitettiin Glut4-ekspressio hiirelld myds in vivo. Arponen
ym. (2022) osoittivat puolestaan tutkimuksessaan, ettdi GLUT4 on vilttimaton osteoblastien

muodostukselle in vitro.

Insuliiniresistenssid luun mikroympéristdssd on mallinnettu estimalld insuliinisignalointikas-
kadin yksittdisten tekijoiden toiminta, mik& mahdollistaa insuliiniresistenssin signalointireittien
selvittimisen. Esimerkiksi Akt:n toimintaa on mallinnettu geenimuokatuilla hiirill4, joilla Akt
isoformi 2:n (AKT2) toiminta on estetty. AK72-geenin ilmentymisen hiljentdminen johti insu-
liiniresistenssiin ja glukoosin heikentyneeseen sietoon. AK72: n hiljentdminen johti myos li-
poatrofiaan eli rasvakudoksen médrin laskuun, joka johtui erityisesti muutoksista adiposyyttien

médrdssd eikd vain adiposyyttien koossa. (Garofalo ym., 2003.)

Aineenvaihdunnan héiriot luuytimen mesenkymaalisissa stroomasoluissa héiritsevét luun muo-
dostumisen ja hajottamisen tasapainoa (Ghosh-Choudhary ym., 2020). Shen ym. (2022) selvit-
tivét glykolyysin merkitystd luun aineenvaihduntaan ja he osoittivat lyhytaikaisen energian ra-
joittamisen laskevan luutamuodostavien merkkitekijoiden ilmentymistd. Lee ym. (2020) puo-
lestaan tutkivat hiirilld glykolyysid radioaktiivisella glukoosilla ja osoittivat aerobisen glyko-
lyysin tuottavan 80 % kypsien osteoblastien tarvitsemasta energiasta. Yhdessd ndmai tutkimuk-

set vahvistavat glukoosiaineenvaihdunnan suurta merkitystd osteoblastien aineenvaihduntaan.
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1.4 RNA-interferenssi

RNA-interferenssi (RNA1) on sekvenssispesifinen post-transkriptionaalisesti toimiva geenien
hiljennyskoneisto, joka toimii niin eldimilld kuin kasveillakin. RNA-interferenssin olennainen
tunnusmerkki on kaksijuosteinen-RNA, jonka sekvenssi on ainakin osittain komplementaari-
nen hiljennettdvin geenin ldhetti-RNA:n kanssa. (Fire ym., 1998.) Eukaryooteilla kaksijuostei-
nen RNA on tirked geenien ilmentymisen sditelijd. Se kdynnistia erityyppisid geeninhiljennys-
vaylid, joita kutsutaan RN A-interferenssiksi tai RNA-hiljennykseksi. (Meister & Tuschl, 2004.)
RNA-interferenssitutkimuksen ldpimurto tapahtui 90-luvulla, kun Guo ja Kemphues (1995) ha-
vaitsivat madoilla yksijuosteisten sense- ja antisense-RNA-juosteiden hiljentivin samalla ta-
valla geenien ilmentymistd. Fire ym. (1998) osoittivat tutkimuksessaan, ettd kaksijuosteisella
RNA:lla oli kymmenkertainen hiljentdvé vaikutus verrattuna yksijuosteiseen RNA:han. Artik-
kelissaan he esittelivit RNA-interferenssiteknologian, jolla voitiin kohdennetusti hiljentii gee-
nejd kaksijuosteisella RNA:1la. Ensimmadiset kokeet tehtiin Caenorhabditis elegans nemato-
dalla, mutta myohemmat tutkimukset ovat osoittaneet vastaavien mekanismien l0ytyvin muil-

takin aitotumaisilta. (Hannon, 2002.)

RNA-interferenssiin liittyvdt RNA-molekyylit voidaan funktionaalisesti jakaa kolmeen luok-
kaan: lyhyet interferenssid aitheuttavat RNA:t eli siRNA:t (engl. small interfering RNA), mik-
roRNA:t eli miRNA:t (engl. microRNA) ja PIWI-proteiineista riippuvaiset piRNA:t (PIWI-
interaction RNA). Tutkituimpia nidistd ovat siRNA ja miRNA, jotka sddtelevit geeniekspres-
siota post-transkriptionaalisesti tunnistamalla homologisia sekvenssejd 1dhetti-RNA:sta. (Tra-

ber & Yu, 2023.)

1.4.1 siRNA

Lyhyet interferenssid aiheuttavat RNA:t eli siRNA:t ovat kaksijuosteisia-RNA molekyyleja,
joita erityisesti hyodynnetdéin RNAi-teknologiassa. Kuvassa 4 on esitetty yksinkertaistettuna
siRNA-hiljennyksen periaate nisdkéssoluissa. Pitkdt kaksijuosteiset tdydellisesti komplemen-
taariset RNA-juosteet muokataan lyhyemmiksi, noin 21-23 nukleotidia pitkiksi 3'-paastd ulko-
neviksi siRNA-molekyyleiksi Dicer-RNAasi 3 -luokan endonukleaaseihin kuuluvalla entsyy-
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milld. Valmis siRNA kiinnittyy tdmén jdlkeen argonaut 2 (AGO2) proteiiniin, joka on kiinnit-
tyneend RNA indusoimaan hiljennyskompleksiin eli RISC:iin (engl. RNA induced silencing
complex). AGO2-RISC kompleksi tunnistaa antisense ja sense-juosteet, antisense-juoste jaa
kiinni kompleksiin ja sense-juoste vapautetaan tai pilkotaan. Aktivoitunut AGO2-RISC-
kompleksi etsii komplementaarisia alueita lahetti-RNA-molekyyleistd, ja jos komplementaari-
nen alue on tarpeeksi yhtendinen, niin kohde-RNA leikataan AGO2-viilitteisesti ja ldhetti-RNA
tuhoutuu. (de Fougerolles ym., 2007; Meister & Tuschl, 2004; Traber & Yu, 2023.)

AGO2-RISC-kompleksi voi timén jidlkeen etsid uuden kohteen tuhottavaksi. Kohdeldhetti-
RNA:ta tunnistettaessa erityisen tirked on ohjain-RNA:n 5'- pddn kahdeksan ensimmadisen
nukleotidin komplementaarisuus kohteen kanssa, silld mikdli komplementaarisuus ei ole tiy-
dellinen, translaatio voi estyd ilman lahetti-RNA:n tuhoutumista. (de Fougerolles ym., 2007;

Traber & Yu, 2023.)

Kaksoisjuoste-RNA

Dicer
sense-juoste
e TITTTTIIT IO T I I I I IITT T
5 siRNA
11 5'
.~ Ago2
" RISC
A%
¢ L‘:% L / f:m
" e

A%oz
5' S LIl | LLLLELLLLE A A A ”,3'

ldhetti-RNA 'f. RISC

Kuva 4. siRNA-vilitteinen geenihiljennys. Dicer pilkkoo kaksoisjuosteisen RNA:n 21-nt. pit-
kiksi molekyyliksi. AGO2-RISC-kompleksi kiinnittyy antisense-juosteeseen ja sense-juoste
vapautetaan. Aktivoitunut AGO2-RISC-koneisto 16ytdéd antisense-juosteen valitykselld komp-
lementaarisen alueen ldhetti-RNA:sta. AGO2 pilkkoo kohde-RNA:n. (Muokattu de Fougerolles
ym., 2007.)

1.42 miRNA

MikroRNA:t ovat luonnossa esiintyessd yleensd endogeenisié ja ne transkriptoidaan genomista

kuten muutkin geenit. Aitotumaisilla miRNA:t transkriptoidaan tumassa hiuspinnin muotoi-
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siksi niin kutsutuiksi primary-miRNA-molekyyleiksi (pri-miRNA). Tumassa pri-miRNA:t pil-
kotaan pienemmiksi pre-miRNA-molekyyleiksi, jotka kuljetetaan solulimaan. Solulimassa pre-
miRNA:t pilkotaan vield lyhyemmiksi, jotta ne voi kiinnittyd RNA-hiljennyksestd vastaavaan
RISC koneistoon. Hiljennyskoneisto tarttuu miRNA:n ohjaamana tyypillisesti ldhetti-RNA:n
3’-UTR eli transloimattomaan osaan ja inhiboi nédin geenin ilmentdmistd. miRNA:n kiinnitty-
minen ldhetti-RNA:han voi my0s johtaa ldhetti-RNA:n hajoamiseen. (Denli ym., 2004; Khvo-
rova ym., 2003; Traber & Yu, 2023.)

1.4.3 DSiRNA

Dicer-substraatti siRNA (engl. Dicer-substrate small interfering RNA) on synteettisesti valmis-
tettu kaksijuosteinen-RNA, joka on optimoitu dicer prosessointia varten. Kuvassa 5 on esitelty
DSiRNA, joka on suunniteltu 27 nukleotidin pituiseksi niin, ettd se kiinnittyy diceriin vain yh-
densuuntaisesti. Menetelmé varmistaa, ettd RISC-kompleksiin kiinnittyy antisense-juoste. 27
nukleotidid pitkien DSiRNA:iden on todettu soveltuvan RNAi-teknologiaan huomattavasti pa-
remmin kuin 21-nukleotidié pitkdt RNA-juosteet. (de Fougerolles ym., 2007; D.-H. Kim ym.,
2005; Setten ym., 2019.)

DSiRNA-teknologiaa hyddyntavit kaupallisesti esimerkiksi OriGene (OriGene Technologies,
2023). Koska luonnolliset siRNA-molekyylit ovat alttiina solun endo- ja eksonukleaaseille,
synteettiset siRNA-molekyylit suojataan fosfaattirungon fosforothioaatti-modifikaatiolla tai

vaihtamalla osa RNA nukleotideistd DNA:ksi (Setten ym., 2019).

siRNA DSIiRNA
2-nt. Leikkauskohta ::::?:aattttltlunko
ulkonema +
5 ) 5TT M
11 5 5
— [ — 4 —_
2-nt. Seed-sekvenssi A kkauskoh 2-nt.
ulkonema Leikkauskohta ulkonema

Kuva 5. siRNA ja DSiRNA perusrakenne. siRNA-molekyyli on 21-nt. pitké ja siind on 2-nt.
pitkdt ulkonemat. DSiRNA:n sense-juoste on 27-nt. pitkd, synteettiseen molekyyliin on ulko-
nevaan osaan muokattu fosfaattirunkoa. Antisense-juosteen 3'-pddssd on kaksi DNA-
nukleotidid estimésséd eksonukleaasiaktiivisuutta. (Muokattu Setten ym., 2019.)
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1.5 Tutkimuksen tavoite

Tyon tavoitteena on selvittdd miten puutteellinen insuliinisignalointi vaikuttaa luuytimen me-
senkymaalisten stroomasolujen erilaistumiseen. Puutteellista insuliinisignalointia mallinnetaan
solutasolla hiljentdmallé insuliinireseptorin ja insuliinista riippuvaisen GLUT4- kuljetusmole-
kyylin toiminta rotan luuytimesté eristetyissd mesenkymaalisissa soluissa. Hiljentiminen ta-
pahtuu transientisti sSiRNA-teknologiaa kédyttdmall4. Solujen erilaistumista, kasvua ja elinkykyéa
selvitetdén geeni-ilmentymisen ja proteiinitasolla, entsyymiaktiivisuuksia mittaamalla sekd ku-

vantamisen keinoin.

Hypoteesina on, etté insuliinivélitteisen signaloinnin estiminen muuttaa kantasolujen erilaistu-

mista ja saattaa suosia solujen erilaistumista rasvasoluiksi luusolujen sijaan.
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2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Tyonkulku

Tyonkulku soluviljelmin aloituksesta sen lopettamiseen on tiivistetty kuvaan 6. Soluviljelmén
aloituksesta viljelmén lopetukseen menee 15 pédivdd. Luuytimen mesenkymaalisia strooma-
soluja kasvatetaan ja rikastetaan ensin 7 pdivdn ajan kasvatusmediumissa, minkd jdlkeen
GLUT4-glukoosinkuljettimen, insuliinireseptorin ja ndiden toiminta yhdessé hiljennetdin tran-
sientisti siRNA-tekniikalla. Hiljennyksen jilkeen solut erilaistetaan osteoblasteiksi osteogeeni-

selld kasvatusmediumilla. Solujen erilaistumista ja elinkykyé tutkitaan eri menetelmilld ja eri

aikapisteissa.
Solut ikapi ikapi ikapi
MSC rikastaminen kuoppalevyille 48 h. aikapiste 96 h. aikapiste 144 h. aikapiste
" I I I | I I | I I I I I I I g
Padiva: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
I |
Osteogeeninen medium
Viljelman aloitus siRNA

transfektio

Kuva 6. Tyonkulku yksinkertaistettuna soluviljelmiin aloituksesta sen lopetukseen. Vil-
jelma aloitetaan solujen eristdmiselld luuytimesté, ja mesenkymaalisten stroomasolujen (MSC)
annetaan tarttua soluviljelypullon pohjaan kahden pdivén ajan, jonka jilkeen MSC:t rikastetaan
ja jatkokasvatetaan viisi pdivad. Solut siirrostetaan kuoppalevyille, transfektoidaan siRNA:lla
ja kasvatetaan enintédn 18 tuntia ennen kuin soluille vaihdetaan osteogeeninen medium. Solu-
jen erilaistumista, kasvua ja elinkykyé tutkitaan eri menetelmilla eri aikapisteissé.

2.2 Luuytimen mesenkymaaliset stroomasolut ja soluviljely

Priméérisolut eristettiin naaraspuolisten noin kuukauden ikéisten Sprague-Dawley rottien (Rat-
tus norvegicus) pitkistd luista. Solueristys toistettiin kolme kertaa ja jokaisella kerralla solut

eristettiin yhden rotan luista. Rotat lopetettiin hiilidioksitainnutuksella ja niskamurrolla, minka
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jalkeen rotat dissektoitiin mahdollisimman pian. Takaraajojen pitkét luut eli reisiluu (lat. femur)
ja sddriluu (lat. tibia) irrotettiin kokonaisina. Luiden metafyysit leikattiin pois ja jéljelle jdéneet
pitkédn luun varret eli diafyysit kastettiin 70 % etanoliin ja fosfaattipuskuroituun suolaliuokseen
(engl. phosphate buffered saline, PBS) (Gibco). Diafyysit laitettiin 1,5 ml Eppendorf-putkiin,
joihin oli laitettu katkaistu pipetinkdrki. Luuydin poistettiin diafyysistd sentrifugoimalla putket
15 sekuntia, 300 g. Fuugauksessa luu jdi pipetinkdrkeen ja luuydin sentrifugoitui putken poh-
jalle. Luista saadut solut yhdistettiin yhteen putkeen, sentrifugoitiin (8 minuuttia, 200 g) ja
solumééra laskettiin Burkerin-kammiolla. Solut jaettiin T75-soluviljelypulloihin (Thermo

Scientific) niin, ettd kokonaissolumééra pullossa oli 75—150 miljoonaa.

Mesenkymaalisten stroomasolujen, jotka ovat adherentteja soluja (Dominici ym., 2006), annet-
tiin tarttua soluviljelypullon pohjaan soluviljelykaapissa (Panasonic) +37 °C lampdétilassa ja 5
% CO»-pitoisuudessa kaksi pdivdd. Tdmén jdlkeen alustaan kiinnittymattdmat solut pestiin pois
PBS:114 ja medium vaihdettiin. Mesenkymaalisten stroomasolujen annettiin kasvaa viiden péi-
vén ajan. Solut kasvatettiin ensimmadiset seitsemin pdivdd cMEM-mediumissa, johon oli lisétty
inaktivoitu FBS (15 %), Hepes (10 mM), PenStrep-antibioottiseos (100 U/ml), GlutaMAX™
(2 mM), amphoterisiini B (2,5 pg/ml) ja deksametasoni (10-* M). Soluviljelymediumituotteet

olivat Gibco™-tuotteita, paitsi deksametasoni oli Sigma-Aldrighin tuote.

Soluja kasvatettiin seitsemédn pdivén ajan noin 80 % tiheyteen, mink4 jilkeen ne irrotettiin tryp-
siini-EDTA 0,05 % (Gibco) kisittelylld. Solut laskettiin Burkerin kammiolla ja jaettiin kuop-
palevyille kokeita varten. RNA:n eristystd varten solut jaettiin 6-kuoppalevyille (CytoOne®)
niin, ettd yhdessa kaivossa oli 150 000 tai 200 000 solua 1,5 ml:ssa kasvatusmediumia. Solujen
kasvu-, erilaistumis- ja muita tutkimuksia varten solut jaettiin 48-kuoppalevyille (CytoOne®)
niin, ettd yhdessi kaivossa oli 30 000—-60000 solua 400 pl:ssa kasvatusmediumia. Lisdksi trans-
fektiokontrolliksi jaettiin 150 000 tai 200 000 solua 40 mm petrimaljalle (Orange Scientific).
Edelld mainituissa kasvatuksissa kéytettiin niin sanottua 10 % aMEM-mediumia, johon oli li-
satty inaktivoitu FBS (10 %), Hepes (10 mM), PenStrep-antibioottiseos (100 U/ml) ja Gluta-
MAX™-gseos (2 mM). Soluille vaihdettiin medium kahden pdivén vélein, mutta poikkeuksena
oli solujen erilaistumisen ja kasvun seurantaan (IncuCyte-kuvaus) laitetut 48-kuoppalevyt le-
vyt, joille ei vaihdettu mediumia, vaan solut kasvatettiin alusta saakka 800 pl/kaivo kasvatus-

mediumia.
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2.3 Transfektio siRNA-molekyyleilldi

Transfektio ja Slc2a4:n (GLUT4) ja Insr:n (insuliinireseptori) geenihiljennys toistettiin kol-
melle erilliselle soluviljelmélle. Slc2a4:n (GLUT4) ja Insr:n yhdistelméhiljennys toistettiin
kaksi kertaa. siRNA-hiljennys suoritettiin 27-nukleotidid pitkilld siRNA-molekyyleilld (Ori-
Gene Technologies). Taulukossa 1 on esitetty DSiRNA:iden sekvenssit ja kauppanimet. Rotan
(Rattus norvegicus) GLUT4 ja insuliinireseptori hiljennettiin kolmella eri ldhetti-RNA alueelle
kohdennetulla siRNA:lla. Ndiden liséksi solut transfektoitiin negatiivisella kontrolli-RNA:Ila,
jolla ei ole sitoutumiskohtaa rotan genomissa (ns. Scramble, SR30004) ja punaisella fluorokro-

milla konjugoidulla RNA:1la (SR30002), joka toimi transfektiokontrollina.

Taulukko 1. Slc2a4- ja Insr-geenien seki kontrolli-siRNA-molekyylien sekvenssit. Koh-
degeenien hiljentdmiseen on kolme eri kohdealuetta A, B ja C.

siRNA:n kohdegeeni siRNA:n nimi ja sekvenssi (27 mer)

Slc2a4 SR515187A — AUUGCUUCUGGCUAUCACAGUACTC
SR515187B - GUGAUUGAACAGAGCUACAAUGCAA
SR515187C - CAGCUCUAGAAUACUUCUGUUCCCT

Insr SR511738A - GGAAGGAUGAACCUGUUUUUACAGT
SR511738B - AGUGAUAUCAUCUAUGUGCAAACAG
SR511738C - GGCAAUGCCAAGGAUAUCAUCAAGG

Solut transfektoitiin joko yksinddn Glut4 tai Insr siRNA:1la sekd molemmilla samanaikaisesti
siTran 2.0 siRNA transfection reagent —kitilld (OriGene) valmistajan ohjetta mukaillen. Liséksi
solut transfektoitiin Scramble siRNA:lla tai punaisella fluorokromilla konjugoidulla RNA:1la
(transfektiokontrolli). siRNA hiljennyksissi kéytettiin aina neljaa rinnakkaista ndytettd (N =4),

mutta transfektiokontrollilla transfektoitiin vain yksi 40 mm malja.

Hiljennysti varten solut oli jaettu levyille edellisend pdivind. Viimeistdén puoli tuntia ennen
transfektioita soluille vaihdettiin medium niin, ettd 6-kuoppalevyilld oli 10 % kasvatusme-
diumia 900 pl/kaivo ja 48-levyillda 200 pl/kaivo. Solut transfektoitiin tietyllda siRNA-konstruk-
tilla niin, ettd seoksen lopullinen siRNA pitoisuus oli aina 10 nM eli yhdistelméhiljennettyihin
tuli 5 nM molempia siRNA:ita. Transfektioseos sisdlsi konstruktien lisdksi sSiTRAN 2.0-rea-

genssia (6-kuoppalevyille 2,4 pl/kaivo ja 48-levyille 0,5 pl/kaivo) sekd 1x Transfection buffer
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—livosta siten, ettd lopputilavuus oli 100 ul/6-kuoppalevyn kaivo, 100 ul/40 mm petrimalja ja
30 ul/48-kuoppalevyn kaivo. Valmista siRNA-seosta inkuboitiin 15 minuuttia (RT), minka jal-
keen se lisdttiin kaivoille tipoittain. Seoksen annettiin vaikuttaa enimmilldén 18 tuntia, jonka
jédlkeen medium vaihdettiin osteogeeniseen mediumiin. Osteogeeninen medium sisélsi 10 %:sta
kasvatusmediumia, johon oli lisétty 70 pg/ml askorbiinihappoa (Sigma) ja 10 mM Natrium-f3-
glyserofosfaattia (Fluka BioChemika).

Transfektion onnistuminen varmistettiin kuvaamalla transfektiokontrollindyte eli 40 mm petri-
maljalla kasvaneet solut 18 tunnin kuluttua transfektiosta EVOS M5000 (Thermo Scientific) -

kuvauslaitteella (viritysaallonpituus 531 ja emissioaallonpituus 593 nm).

Tulososiossa siGlut4 tarkoittaa GLUT4-proteiinia koodaavan Slc2a4-geenin siRNA-hiljen-
nysté. Insuliinireseptori-hiljennetyistd soluista kdytetdén jatkossa silnsr-termid ja edellisten yh-
distelmilld hiljennetyistd soluista kdytetddn termid siGlut4+silnsr. Negatiivisella kontrolli-
RNA:lla transfektoiduista soluista kdytetiddn termid Scramble. Tuloksissa ilmoitetut aikapisteet
on laskettu aina transfektiosta, joten todellisuudessa solut ovat olleet transfektiomediumissa

ilmoitetun aikapisteen ajan lisdksi noin 18 tuntia.

2.4 RNA:n eristys ja RT-PCR

2.4.1 RNA:n eristys

Transfektoiduista soluista eritettiin RNA NucleoSpin RNA Plus Mini Kit -eristyskitilld
(Macherey-Nagel) valmistajan protokollaa mukaillen. Transfektion lopetuksesta laskettuna so-
lut kerittiin 48 tunnin, 96 tunnin ja 144 tunnin aikapisteissid. Kuoppalevylta poistettiin medium
ja solut hajotettiin kitin Lysis Buffer -liuokseen (350 pl/kaivo) ja solut keréttiin kaivon pohjasta
solulastalla (cell scraper). Solut pipetoitiin 1,5 ml Eppendorf-putkeen ja sdilottiin valittdmasti

pakkaseen (-80 °C).

RNA-eristystd varten ndytteet sulatettiin jdilld ennen kuin ndytteistd poistettiin genominen
DNA NucleoSpin gDNA removal —pylvéélli. Naytteet pipetoitiin pylvédédseen ja ne sentrifugoi-
tiin 30 s, 11000 g. Pylviistd 14pi menneeseen nesteeseen lisdttiin 100 pl Binding Solution -

livosta ja ndyteseos siirrettiin NucleoSpin RNA Plus —pylvédseen ja RNA eristettiin valmistajan
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ohjeen mukaan. RNA-konsentraatiot mitattiin NanoDrop One -spektrofotometrilld (Thermo

Scientific, ohjelmistoversio 1.4.2). RNA-niytteet séilytettiin pakastimessa -80 °C.

2.4.2 RNA-ndytteiden kédnteistranskriptio cDNA:ksi

RNA-néytteiden kadnteistranskriptio komplementaariseksi DNA:ksi eli cDNA:ksi (engl.
complementary deoxyribonucleic acid) tehtiin SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit (Meridian
Bioscience, Ref. BIO-65054, Yhdysvallat) -kitilld valmistajan ohjeen mukaan. cDNA-syntee-
siin kéytettiin 500 ng tai 1000 ng RNA:ta riippuen siitd, mikd oli ndytteiden alhaisin RNA pi-
toisuus. RNA-niytteet sulatettiin jdilla ja 0,2 ml putkiin pipetoitiin haluttu maard RNA:ta ja
lopputilavuus tiytettiin nukleaasivapaalla vedelld 15 pl:ksi. Putkeen liséttiin 4 pul 5XBuffer pus-
kuriaja 1 pl Reverse Transcriptase -entsyymid. cDNA-synteesi tehtiin PTC-200 (MJ. Research)
PCR-laitteessa (10 min 25 °C, jonka jdlkeen 15 min 42 °C, 5 min 85 °C ja lopuksi séilytyslam-
potilassa 8 °C). Synteesin jalkeen cDNA:ista tehtiin joko 1:10 tai 1:5 kdyttdlaimennokset nuk-
leaasivapaaseen veteen. RNA ja cDNA siilytettiin -80 °C:ssa ja cDNA-kdyttolaimennokset
-20 °C:ssa.

2.5 Kvantitatiivinen PCR

Geenihiljennyksen tehoa ja hiljennysten vaikutusta solujen geeniekspressioon tutkittiin SYBR
GREEN gPCR:1la (Higuchi ym., 1992; Holland ym., 1991). Geenihiljennyksen tehokkuutta
selvitettiin tutkimalla hiljennettyjen geenien eli Slc2a4 (GLUT4) ja Insr (insuliinireseptori)
suhteellisia ekspressiotasoja. Geenihiljennyksen toimivuus testattiin kaikista kolmesta viljel-
mistd. Osteogeenisind markkereina kaytettiin osteokalsiinia koodaavaa Bglap-geenii ja alka-
liseen fosfataasiin liittyvaa proteiinia koodaava Alp/-geenid. Adipogeenisind markkereina kiy-
tettiin adiponektiinid koodaavaa Adipog-geenid, adiposyyteistd 10ytyvédid rasvahappojen kulje-
tusproteiinia koodaavaa Fabp4-geenid, adipogeenisen solulinjan transkriptiofaktorin Pparg-
geenid ja CD36-geenid, joka koodaa rasvasolujen solukalvosta 16ytyvidd ja rasvahappojen si-
sadnottoon osallistuvaa CD36-proteiinia. Adipogeeniset ja osteogeeniset markkerianalyysit

toistettiin padosin kaksi tai kolme kertaa.
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Taulukkoon 2 on koottu kdytetyt alukkeet ja koejirjestelyssd niistd kdytetyt nimet. Lahetti-
RNA tasojen normalisoinnissa niin sanottuna housekeeping-geenind kiytettiin PPIB-geenii
(peptidylprolyl isomerase B), joka koodaa syklofiliini B-proteiinia. Pachot ym. (2004) ovat tut-
kineet PPIB soveltuvuutta kontrolligeeniksi ja esimerkiksi Kdhkonen ym. (2018) ovat hyddyn-

tdneet PPIB B-geenid mesenkymaalisiin stroomasoluihin liittyvéssi tutkimuksessaan.

Taulukko 2. qPCR:ssi kaytetyt alukkeet ja niiden sitoutumislimpotila (annealing), for-
ward- ja reverse-sekvenssit seki alukkeen valmistaja.

Geeni ja sen koo- Annealing- Forward ja reverse sekvenssit (5°-3’) Valmistaja:
daama proteiini: limpéotila

Adipoq 58°C F =CCTGGTCACAATGGGATACCG IDT
adiponektiini R = CTTAGGACCAAGAACACCTGCG

Alpl 60 °C F = TGCAGGATCGGAACGTCAAT IDT
alkalinen fosfataasi R =GGGTCTTTCTCTTTCTCTGGCA

Bglap 61 °C F =TGAGTCTGACAAAGCCTTCATGT Oligomer
osteokalsiini R = GAAGCCAATGTGGTCCGCTA

CD36 60 °C F = GGCAAGTGCAAAGAAGGAAAGC IDT
glykoproteiini R =GGCTTGACCAGTATGTTGACCT

Fabp4 58 °C F = CATAACCCTGGATGGTGGGG IDT
rasvahappoihin kiin- R =GCCTTTCATGACACATTCCACC

nittyvé proteiini

Insr 58 °C F = GGACCAGGCATCCTGTGAAA Oligomer
insuliinireseptori R = ATCCTGCCCGTCAAACTCTG

Pparg 58 °C F = AACTCTGGGAGATCCTCCTGT IDT
PPAR-gamma R =CTGTGTCAACCATGGTAATTTCTTG

Ppib 60 °C F = ACCTGTAGGACGAGTGACCT IDT
syklofiliini B R =GCTCTTTCCTCCTGTGCCAT

Slc2al 58°C F = GCCGCTTCATCATTGGAGTG Oligomer
GLUTI1 R = GAGTCTAAGCCGAACACCTGG

Slc2a3 58 °C F=GATCCTTGTGGCTCAGGTCT Oligomer
GLUT3 R =ATCTCCGTCGCTTGGTCTTC

Slc2a4 58°C F =CGCGGCCTCCTATGAGATAC Oligomer
GLUT4 R =ACTCCAAACCCAACACCTGG

Templaattina kéytettiin cDNA-laimennoksia ja jokaisesta tehtiin kaksi rinnakkaista naytettd.
PCR-ajoon liséttiin lisdksi aina negatiivinen kontrolli (engl. No Template Control, NTC). Reak-
tiovolyymi oli 10 pl, josta 5 pl oli 2x DyNAmo Flash SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, Ref. F415) -seosta, 0,6 ul nukleaasivapaata vetté, 0,2 ul forward -aluketta (25 uM),

22



0,2 pl reverse-aluketta (25 uM) ja 4 ul laimennettua niytettd (20 ng cDNA) tai nukleaasivapaata
vettd (NTC). Taulukossa 3 on esitetty kdytetty PCR-ohjelma. Ajon péitteeksi tehtiin aina sula-

miskdyrd (engl. melting curve), jolla varmistettiin monistettavien kohteiden spesifisyys.

Taulukko 3: Kéytetty PCR-ohjelma. Sitoutumislampdétila (annealing) maardytyy taulukon 2
mukaisesti.

Toistoméddrd  Vaihe Asteet Aika
1X Alkudenaturaa- 95 °C 15 min.
tio
35X Denaturaatio 94 °C 10s
Annealing Taulukon 2 30s
mukaisesti
Pidentyminen 72 °C 20s

Sulamiskdyrd (Melt curve): 95 °C - 65 °C 0,5 s/ °C

qPCR analyysit tehtiin CFX96 Opus RealTime system C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad) lait-
teella ja Bio-Rad CFX Maestro 2.3 (Bio-Rad Laboratories, versio 5.3.022.1030) ohjelmalla.
Raakadatan kynnys- eli Ct-arvoista (engl. cycle treshhold) laskettiin rinnakkaisten niytteiden
keskiarvo, keskihajonta ja variaatioprosentti. Tulokset analysoitiin AACT-metodilla (Livak &
Schmittgen, 2001), ensin laskettiin ACt-arvo vihentdmélld ndytekohtaisesti Ppib-geenin kyn-
nysarvo tutkittavan geenin kynnysarvosta. AACT-arvo saadaan vidhentdmaélld niytekohtaiset
ACT-arvot Scramble-ndytteiden ACT-keskiarvosta. Saadut tulokset korotettiin kahden potens-

siin ja nditd tuloksia verrattiin keskendan.

Kiytetyistd alukkeista ainoastaan CD36-alukkeiden spesifisyytti ja tehokkuutta ei ollut testattu
aiemmissa tutkimuksissa. Aluksi selvitettiin National Center for Biotechnology Information ja
The Human Protein Atlas Project -tietokannoista, missa kudoksissa CD36 ilmentyy. Kudoseks-
pression perusteella valittiin positiiviset ja negatiiviset ndytekontrollit kaupallisista ku-
dosspesifisistdi RNA-néytteistd (Zyagen). CD36 alukkeiden sitoutumisldmpdétila médritettiin
BLAST alukkeiden suunnitteluohjelmalla (National Library of Medicine, 2023). Alukkeiden
spesifisyys ja tehokkuus testattiin qPCR:114 kuten edelld kerrottu. Oikean kokoisen tuotteen
varmistamiseksi qPCR-nédyte ajettiin 2,5 % agaroosigeelille TAE-puskurissa (tris-asetaatti-
EDTA) 100V / 100 mA -teholla 45 minuuttia. Molekyylipainomarkkerina kdytettiin 50 bp Dna
ladder (New England Biolabs Ref. N3236, Yhdysvallat) ja viriaineena Midori Green-vériaine
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(Nippon Genetics Cat. MG06). Geeli kuvattiin FastGene FAS-Digi Pro imaging system -

kuvauslaitteella (Nippon Genetics Europe).

Kun oltiin varmoja alukkeiden spesifisyydesta eli alukkeet monistivat vain yhtd, oikeankokoista
tuotetta, alukkeiden optimaalinen sitoutumisldmpdétila selvitettiin gradientti-PCR:114. CFX
Maestro-PCR-laite mahdollistaa kahdeksan eri lampdtilan kdyton saman ohjelman aikana, joten
lampdtilaskaalaksi méariteltiin 54.5 °C — 62.5 °C. Optimaaliseksi sitoutumislampdétilaksi valit-
tiin lampotila, jossa oli alhaisin kynnysarvo ja jossa sulamiskéyréissa nédkyi vain yksi tuote. Té-
mén jdlkeen testattiin alukkeiden tehokkuus qPCR:114 kdyttdmaélla templaattina 1:1, 1:5, 1:25,
1:125, 1:625 ja 1:3125-laimennoksia. PCR tehtiin kuten edelld ja saaduista kynnysarvoista las-

kettiin regressiosuora ja alukkeiden todellinen tehokkuus alla olevalla kaavalla.

1
Tehokkuus % = <(10_kulmakerroin) — 1> * 100

2.6 Solujen erilaistumista, kasvua ja elinkykyd tutkivat menetelmdt

2.6.1 Solujen erilaistumisen ja kasvun seuranta IncuCyte-kuvauksella

IncuCyte kuvaus suoritettiin kolmelle erilliselle viljelmélle. Transfektion jdlkeen 48-kuoppale-
vylle (N = 6) pipetoitiin 800 pl osteogeenistd mediumia ja levy siirrettiin IncuCyte® Live-Cell
Analysis System S3 (Essen BioScience) -kuvauslaitteeseen, joka oli solukasvatuskaapin sisdlla
(+37 °C, 5 % COy). Kuvauslaite otti aina yhdesti kaivosta 9 kuvaa kahden tunnin vilein 10-
kertaisella objektiivilla 5-6 pdivin ajan. Kuvantaminen tapahtui Incucyte® Base Analysis
Software (Sartorius) hallintaohjelmalla. Kuvausdatan perusteella analyysiohjelma maéérittia so-

lutiheyden eli konfluenssin ja laskee konfluenssin muutoksen eri aikavilein otetuista kuvista.

2.6.2 Hiljennysten vaikutus solujen elinkykyyn

Solujen elinkyvysti eli viabiliteetista kertova testi suoritettiin viisi kertaa. Viabiliteetin maari-

tykseen kéytettiin alamarBlue™ HS Cell Viability Reagent (Invitrogen™ Ref. A50100) -kittia.

24



Reagenssin toiminta perustuu heikosti fluoresoivan resazurinin pelkistymiseen elévissa soluissa

voimakkaasti fluoresoivaksi resorufiiniksi (Invitrogen, 2019).

Solujen annettiin kasvaa 48-levyilld (N = 4-6) 5—6 pdivii transfektiosta., minké jilkeen soluilta
poistettiin medium ja kaivoihin pipetoitiin 230 pl 10 % kasvatusmediumia (207 pl) ja alamar-
Blue™ -reagenssia (23 pl) sisdltdvad seosta. Soluja inkuboitiin kasvatuskaapissa (+37 °C, 5 %
CO>) 50 minuuttia. 48-levyn jokaisesta kaivosta pipetoitiin 96-kuoppalevylle rinnakkaiset niyt-
teet sekd kahteen kaivoon pelkkdd kasvatusmedium ja alamarBlue™ -seosta. Levyltd mitattiin
flueresenssi EnSight Plate Reader (Perkin Elmer, Kaleido hallintaohjelma ohjelmistoversio:

3.0.3) lukijalla. Viritysaallonpituutena kdytettiin 560 nm ja emissioaallonpituutena 590 nm.

48-levyltd imettiin jéljelle jadnyt liuos pois ja kuoppien pohjaan kiinnittyneet solut pestiin kaksi
kertaa PBS:114, minka jdlkeen solut fiksoitiin huoneenldmmossd 4 %:1la paraformaldehydilld
(engl. Paraformaldehyde, PFA) myohempié kisittelyja varten (kts. 2.6.4 ja 2.6.5). Sdilytysta

varten solukaivot taytettiin PBS:114 ja levyt sdilytettiin jidkaapissa +8 °C:ssa.

2.6.3 Eldvien solujen kvantitoiminen levyltd kalseiini-Am menetelmélla

Eldvien solujen mairad madritettiin LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity Kit for mammalian
cells (Invitrogen Ref. L3224) kitin Calcein AM -reagenssilla. Reagenssin toiminta perustuu
eldvien solujen esteraaseihin, jotka entsymaattisesti muuttavat heikosti fluoresoivan kalseiini
Am:n voimakkaasti vihredlld aallonpituudella fluoresoivaksi kalseiiniksi (Molecular Probes,

2005).

Virjays tehtiin soluille, jotka olivat kasvaneet 48-kuoppalevyilld transfektion lopetuksesta las-
kien kuusi pdivdd. Soluilta poistettiin medium, solut pestiin kaksi kertaa PBS:114 ja kaivoihin
pipetoitiin 150 pl 10 % kasvatusmediumia ja 1 uM Calcein AM -reagenssia siséltdvid seosta.
Levy siirrettiin IncuCyte® Live-Cell Analysis System -kuvauslaitteeseen (Essence bioscience),
joka on soluviljelykaapissa (+37 °C, 5 % CO2). 45 minuutin inkubaation jélkeen soluista otet-

tiin 9 kuvaa/kaivo 470/525 nm aallonpituuksilla. Testi suoritettiin yhden kerran.
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2.6.4 Neutraalien rasvahappojen virjdaminen

Mahdollisten adiposyyttien havaitsemiseksi soluista vérjattiin neutraalit rasvahapot. Virjdys
toistettiin kaksi kertaa. Varjaykseen kéytettiin 48-levylld olevia fiksoituja soluja (N = 3—4),
solut olivat olleen 5—6 péivad kasvamassa transfektion lopetuksen jdlkeen. Vérjaykseen kaytet-
tiin BODIPY™ 493/503 (Thermo Fisher Scientific Ref. D3922) -reagenssia, joka hydrofobi-
sena sitoutuu solunsisdisiin neutraaleihin rasvahappoihin. Viritysaallonpituus BODIPY -rea-

genssille on 500 nm ja emissiopiikki on 509 nm. (Molecular Probes, 2003.)

Toisena vériaineena kéytettiin HOECHST 33258 (Sigma, B2883-100MG) -vériainetta, joka
tarttuu DNA:han vérjdten kromosomit ja ndin tehden tuman nikyvéksi. Viritysaallonpituuden
maksimi on HOECHST- reagenssin havaitsemiseksi 346 nm ja emissioaallonpituuden maksimi

on 460 nm. (Sigma-Aldrigh, 2023.)

Viriaineseos valmisteltiin niin, ettd kaivoa kohden tuli kokonaistilavuudeksi 200 ul, jossa
BODIPY konsentraatio on 1.9 uM ja HOECSHT pitoisuus on 5 png/ml. Varsinaisten néytekai-
vojen lisdksi vérjéttiin tyhjd kaivo taustan miérittdmiseksi. Fiksoidut solut oli siilytetty
PBS:ssd, joka imettiin kaivoista pois ja tilalle pipetoitiin vériaineseosta 200 pl/ kaivo. Levya
inkuboitiin valolta suojattuna huoneenldimmaossi 30 minuuttia, minka jélkeen soluilta imettiin
vdriaineseos pois ja ne pestiin kaksi kertaa PBS:114. Virjityt solut kuvattiin EVOS M5000
(Thermo Fisher Scientific) -kuvauslaitteella. Jokaisesta kaivosta otettiin useampi faasikontras-
tikuva 10-kertaisella suurennoksella 470/525 nm ja 357/447 nm aallonpituuksilla. Kuvat muo-
kattiin ImageJ (National Institutes of Health, ohjelmaversio: 1.54d) -ohjelmalla. Kuvista pois-
tettiin ensin tausta ImageJ:n taustanpoisto toiminnolla (engl. subtract background), minka jal-
keen vihreédn virin kanavalla (470/525 nm) ja sinisen vérin kanavalla (357/447 nm) otetut kuvat
yhdistettiin (merge channels). Kuvat tallennettiin (.tiff) -muodossa jéljitettivyyden varmista-

miseksi.

2.6.5 Alkalinen fosfataasi

Luustossa alkalinen fosfataasi eli ALP on osteoblastien solukalvoon kiinnittynyt entsyymi, joka
hydrolysoi fosforthapon monoestereitd eméaksisissd pH-olosuhteissa (Kaplan, 1972). ALP estda

mineralisaatiota inhiboivan pyrofosfaatin toimintaa hajottamalla pyrofosfaattia entsymaattisesti
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(Gade ym., 2011). Testasimme solujen ALP aktiivisuutta kvantitatiivisella PCR:114 (kappale

2.5), varjdmaiailla soluja ja kvantitoimalla ALP:n méérdi solulysaateista.

2.6.6 ALP-virjiys

ALP-virjdys suoritettiin kolme kertaa PFA-fiksoiduille 48-levylld oleville soluille (N = 3-6),
jotka olivat kasvaneet kuusi pdivaa transfektion lopetuksesta laskien. Virjdys suoritettiin Alka-

line Phosphatase Leukocyte Kit 86-R (Sigma-Aldrigh Ref. 86R-IKT) -reagenssikitilla.

Virjdysti varteen valmisteltiin ensin 1,5 ml Eppendorf-putkeen reagenssisekoite, johon tuli 100
ul FRV-alkaline-liuosta ja 100 pl Na-nitrite-liuosta. Putkea vorteksoitiin 30 s ja inkuboitiin 2
minuuttia huoneenldmmdssi. Inkuboinnin jilkeen reagenssisekoite pipetoitiin putkeen, jossa
oli 4,5 ml esilammitettyd (+37 °C) H2O:ta. Putkeen pipetoitiin vield 100 pl Naphtol AS-BI
Alkalinen -livosta. Fiksoiduilta soluilta imettiin PBS pois ja tilalle pipetoitiin 200 pl edelld val-
misteltua reagenssiseosta. Levyé inkuboitiin 15 minuuttia foliolla peitettynd (RT). Témain jal-
keen reagenssiseos imettiin pois ja solut pestiin PBS:114 kaksi kertaa. PBS imettiin pois ja levyn
annettiin kuivaa vetokaapissa yon yli. Levy kuvattiin Scanjet G4040 -skannerilla (Hewlett-
Packard), sekd Eclipse TS100 -inversiomikroskoopilla (Nikon), johon on liitetty DS-Fi2-
kuvauslinssi ja DS-L3-kuvauslaite (Nikon).

2.6.7 ALP-aktiivisuuden méadritys solulysaateista

Testiin kdytettiin 48-kuoppalevyid (N = 4), joka oli transfektion lopetuksesta l4htien ollut kuusi
pdivad osteogeenisessd mediumissa. Soluilta imettiin pois medium ja tilalle pipetoitiin 100
ul/kaivo lyysispuskuria (50 mM Tris-HCL, 0.1 % Triton X-100, 0.9 % NaCl, pH 7.6). Solut
sulatettiin ja pakastettiin (-80 °C) kolme kertaa, jotta solut irtoavat ja hajoavat lyysispuskuriin.
Viimeisen sulatuksen jélkeen solut sekoitettiin pipetilld, jotta seos olisi mahdollisimman ho-
mogeeninen. Jokaisesta solulysaatista pipetoitiin 10 pl kahteen 96-kuoppalevyn kaivon.
Lysaattien péélle pipetoitiin 100 pl reaktioseosta, joka sisélsi 15 pl 0.1 M PNPP (Sigma-Al-
drigh) -reagenssia ja 85 ul puskuria (0.1 M Tris, | mM MgCIl2, pH 10). Liséksi tehtiin taustan

poistamiseksi taustandytteet pelkdstd reaktioseoksesta. Naytteitd inkuboitiin pimedssd 40 mi-
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nuuttia, minka jélkeen reaktio pysdytettiin pipetoimalla 100 pul/kaivo 1M NaOH:ia. Levyltd mi-
tattiin absorbanssi Ensight Plate reader (Perkin Elmer) -lukijalla paitepistemittauksena 405 nm

aallonpituudella.

Solulysaattien proteiinipitoisuus mitattiin Bradford-testilld. Proteiinimééritystd varten valmis-
teltiin naudan seerumista kerétystd albumiinista (engl. Bovine serum albumin, BSA) laimen-
nossarja (2,0 mg/ml, 1,0 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,0125 mg/ml ja 0,0625 mg/ml). 96-
kuoppalevylle (Greiner Bio-One) pipetoitiin ensin rinnakkaiset kaivot sekd standardeista etti
solulysaateista (10 ul/kaivo). Naytteiden péélle pipetoitiin 200 pl liuosta, joka sisdlsi 40 ul Bio-
Rad Protein Assay (Bio-Rad, Ref. 500-0006) -reagenssia ja 160 pl H2O. Liséksi tehtiin tausta-
ndyte pelkisté reaktioseoksesta. Levyltd mitattiin absorbanssi Ensight Plate Reader (Perkin El-
mer) lukijalla 595 nm-aallonpituudella 5 minuutin kuluttua vérin lisdémisestd. Laimennossar-
jasta méadritettiin regressiosuora, jonka perusteella laskettiin ndytteiden proteiinikonsentraatiot.
Lopuksi ALP-tulokset suhteutettiin proteiinikonsentraatioihin, jolloin saatiin AU eli absorbans-

siyksikkod (engl. absorbance units) proteiinipitoisuudessa (mg/ml). Testi tehtiin kerran.

2.7 Tilastolliset menetelmdit

Kuvaajat ja tilastolliset analyysit tehtiin GraphPad Prism (GraphPad Software version 9.0) ana-
lyysisovelluksella, jollei muuta mainita. Tutkimusten toistoméérdt on kerrottu materiaalit ja
metodit osiossa. Tuloksissa pylvdsdiagrammi osoittaa keskiarvoa, yksittdiset tulokset ovat nih-
tivissa yksittdisind pisteind ja keskihajonta on virhepalkkina. Tuloksiin on valittu esitettaviaksi

yksittédiset edustavat tulokset ja kuvat testeittdin.

Solujen kasvua kuvaavista Incucyte-tuloksista tutkittiin ensin ovatko ne normaalisti jakautu-
neita Shapiro-Wilks-testilld (normaalisti jakautunut, jos P <0.05). Tdmin jélkeen laskettiin ku-
vaajien pinta-alat (engl. Area under the curve), joista saatujen arvojen merkitsevyytté tutkittiin
yksisuuntaisella Studentin T-testilld. Kvantitatiivisen PCR:n, viabiliteetti-testin ja Alp-aktiivi-
suustestin tuloksista médriteltiin P-arvot suhteessa késittelykontrolliin (Scramble) Studentin T-

testilla.
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Tilastollisen merkitsevyyden rajana pidettiin p-arvoa 0.05. Tilastolliset merkitsevyydet on
merkitty kuvaajiin kdyttimalld seuraavia raja-arvoja: P <0.05 (*); P<0.01 (**); P <0.001 (***)

ja P <0.0001 (****),
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3  TULOKSET

3.1 Mesenkymaalisten stroomasolujen transfektio

Solujen eristiminen, soluviljely ja geenihiljennys toistettiin kolme erillistd kertaa yhtenevin
lopputuloksin. Mesenkymaalisten stroomasolujen transfektioiden onnistuminen varmistettiin
fluoresoivalla transfektiokontrollilla. Transfektio siTRans-reagenssilla osoittautui toimivaksi
metodiksi mesenkymaalisten stroomasolujen transfektoimiseen, silld transfektion lopetuksen

jélkeen soluissa havaittiin DsRed-proteiinin ilmentyminen solujen sytoplasmassa (kuva 7).

A B

Kuva 7. Mesenkymaalisten stroomasolujen transfektio kontrolli-RNA:1la. DsRed-proteii-
nin ilmentyminen havaitaan punaisena vérind solujen sytoplasmassa. Kuvat on otettu: EVOS
mikroskoopilla (10x objektiivi). (A) Kuva on otettu punaisen fluorokromin havaitsemiseen tar-
koitetulla filtterilld ja (B) on yhdistelmikuva faasikontrastikuvan kanssa. Fluoresoivat siRNA-
molekyylit ndkyvit punaisena solujen sytoplasmassa.

3.2 Kvantitatiivinen-PCR

3.2.1 siRNA-hiljennystehokkuus

siRNA-hiljennys laski hiljennettdvien geenien ilmentymisté tehokkaasti. Geenihiljennyksen te-
hokkuutta tutkittiin qPCR-menetelméalld maarittdmélld hiljennetyisté soluista Slc2a4 (GLUT4)

ja Insr (insuliinireseptori)-tasoja. Kuten kuvasta 8 havaitaan valittu siRNA-pitoisuus (10 nM)
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osoittautui tehokkaaksi, silld ldhetti-RNA-tasolla hiljennettyjen geenien ilmentyminen oli suh-
teessa kontrolliin kaikissa soluviljelmissi alentunut 48 tuntia transfektion lopetuksesta laskien

yli 90 %. Hiljennysteho pysyi kuuden péivén ajanjaksolla yli 70 %:ssa.

siGlut4-soluissa (GLUT4 hiljennetty) Slc2a4 ekspressio oli kidsittelykontrolliin (Scramble) ver-
rattuna keskimééraisesti 0.08 kertainen (P =<0.0001) ja 144 tuntia transfektiosta 0.25 kertainen
(P =<0.0001) (kuva 8A). Vastaava hiljennystehokkuus havaittiin my0s yhdistelmé&hiljenne-
tyissd siGlut4+silnsr soluista (48 h; 0.09 kertainen, P = < 0.0001 ja 144 h; 0.28 kertainen, P =
<0.0001). Insuliinireseptorin hiljennyksen seurauksena myos GLUT4-glukoosinkuljettimen il-
mentyminen vihentyi lyhyelld aikavélilla, silld silnsr-soluissa (Insr hiljennetty) 48 tunnin aika-
pisteessd havaittiin Slc2a4 ilmentymisen vdhentyneen merkittdvasti Scrambleen verrattuna

(0.47 kertainen, P =< 0.0001) (kuva 8A).

silnsr-soluissa 48 tunnin aikapisteessd Insr ekspressio oli 0.08 kertainen (P = < 0.0001)
Scrambleen suhteutettuna ja 144 tunnin aikapisteessi 0.21 kertainen (P =< 0.0001) (kuva 8B).
Vastaava hiljennystehokkuus havaittiin myds yhdistelméhiljennetyissa siGlut4+silnsr-soluissa
(48 h; 0.01 kertainen, P =< 0.0001 ja 144 h; 0.26 kertainen, P = < 0.0001). GLUT4:n hiljenta-
minen vaikutti myds lyhytaikaisesti insuliinireseptorin ilmentymiseen, silld siGlut4-soluissa
Insr ilmentyminen oli laskenut 48 tunnin aikapisteessi (0.8 kertainen Scrambleen ndhden, P =

0.0016) (kuva 8B).
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Kuva 8. (A) Slc2a4 (Glut4) ja (B) Insr ekspressiotasojen muutos 48 ja 144 tunnin aika-
pisteissi eri siRNA:illa hiljennetyissé mesenkymaalisissa stroomasoluissa. Geeniekspres-
sio on suhteutettu kontrolli-siRNA:han (Scramble) ndhden. Ns = ei merkittdva (P > 0.05), P <
0.01 (**)ja P <0.0001 (***%*)
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3.2.2 Adipogeenisen CD36-markkerin qPCR alukkeiden testaus

Ennen varsinaisia qPCR analyysejd, CD36-geenin alukkeen spesifisyys testattiin positiivisista
kontrollikudoksista (aivokudos, syddn ja rasvakudos). Alukkeet todettiin spesifiseksi CD36-
geenille, silld agaroosigeeliltd havaittiin noin 200 emésparin (bp), kokoinen tuote (teoreettinen
koko 194 bp) eikd NTC-kontrollissa monistutut vastaavaa tuotetta (kuva 9A). qPCR- ja geeliajo
suoritettiin myds haima-, kives ja pitkien luiden RNA:sta negatiivisen kontrollikudoksen ka-
rakterisoimiseksi, mutta kaikista edelld mainituista ndytteistd monistui kvantitatiivisessa

PCR:ssi oikean kokoinen tuote (tuloksia ei esitetty).

Matalin kynnysarvo kvantitatiivisessa PCR:ssé testatuissa kudosndytteissé oli rasvakudoksessa,
ja toiseksi alin kynnysarvo oli syddnkudoksessa (tuloksia ei esitetty). Rasvakudoksen cDNA-
néytteelld tehtiin gradientti-PCR optimaalisen sitoutumisldmpotilan valitsemiseksi. Liittymis-
lampdatilaksi valikoitui 60 °C (kuva 9C). Kuvassa 9C on esitetty my0s sydédnkudoksen cDNA:n
laimennossarjan PCR-ajosta saatu sulamiskdyrd (Melt Curve). Laimennossarjan kynnysar-
voista (Amplification) mééritettiin regressiosuora (kuva 9B). qPCR:n parametrien avulla aluk-

keiden tehokkuudeksi saatiin 101 %.
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Kuva 9. CD36-geenid varten suunniteltujen alukkeiden testaus. (A) positiivisten
kontrollikudosten qPCR-tuotteiden geelielektroforeesi, (B) alukkeen tehokkuuden mairitysta
varten laskettu regressiosuora, sekd (C) tehokkuuden méérittdmiseksi tehdyn kvantitatiivisen-
PCR-ajon monistusmiskédyrit (Amplification) ja sulamiskdyrat (Melt Curves).
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3.2.3 Adipogeeniset ja osteogeeniset merkkitekijit siGlut4-soluissa

Seuraavaksi selvitettiin qPCR:114, vaikuttaako GLUT4:n hiljentdminen mesenkymaalisten
stroomasolujen erilaistumiseen. Kuten kuvasta 10 havaitaan, kaikkien tutkittujen adipogeenis-
ten markkerigeenien Fabp4, Pparg, Adipoq ja CD36 ilmentyminen lisdéntyi siGlut4-hiljenne-
tyissd soluissa. 48 tunnin aikapisteessid Fabp4 oli koholla 1.5 (P = 0.032) ja Pparg 1.6 kertai-
sesti (P = 0.040) kontrollin verrattuna. Myds Adipog ja CD36 geenien ilmentyminen oli mer-
kitsevésti koholla 48 tunnin aikapisteessd (1.6 kertaisesti (P= 0.049) ja 1.3 kertaisesti (P =
0.012). My6hemméssd, 144 tunnin aikapisteessd vain Adipog ilmentyminen oli edelleen mer-
kitsevisti koholla (2.2 kertainen (P= 0.0019). CD36 geenin ilmentyminen puolestaan viheni
144 tunnin aikapisteessé kontrolliin verrattuna 0.7 kertaiseksi (P=0.0009).
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Kuva 10. Adipogeeniset markkerit siGlut4-soluissa 48 h ja 144 h-aikapisteissi. Fabp4,
Pparg, Adipoq ja CD36-geenien ilmentyminen suhteessa kontrolliin eli Scrambleen. (P <0.05
(*); p<0.01 (**); P <0.001 (***)

Toisin kuin adipogeeniset markkerigeenit, osteogeenisten merkkitekijoiden Alpl- ja Bglap-gee-
nien ilmentyminen siGlut4-soluissa oli vahentynyt (kuva 11). A/p/:n ilmentyminen oli alentunut
kontrolliin ndhden 0.7 kertaisesti 144 tunnin aikapisteessi (P=0.0061). Bglap:n ekspressiotaso
maédritettiin ainoastaan 144 tunnin aikapisteessd, jossa se oli 0.3 kertainen Scrambleen néihden

P <0.0001).
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Kuva 11. Osteogeenisten markkereiden ilmentyminen siGLut4-soluissa Scrambleen nih-
den. Osteogeenisind markkereina toimivat A/p/- ja Bglap-geenit, joista Alpl tehtiin kahdesta eri
aikapisteesti, ja Bglap vain 144 tunnin aikapisteesti. (P< 0.01 (**); P <0.0001 (****)

3.2.4 Adipogeeniset ja osteogeeniset merkkitekijdt silnsr-soluissa

Insuliinireseptorin hiljentdmiselld ei ollut huomattavaa merkitysti adipogeenisten geenien il-
mentymiselle. Soluista, joissa oli hiljennetty insuliinireseptorin toiminta tilastollisesti merkit-
tavid eroja adipogeenisissd merkkitekijoissa tuli Pparg:ssi (kuva 12). Pparg oli alentunut suh-
teellisesti kontrolliin eli Scrambleen verrattuna 0.5 kertaiseksi 48 tunnin kohdilla (P = 0.0044).
silnsr-soluissa oli adipogeenisissd merkkitekijoissd vaihtelua eri soluviljelmien kesken, ndma

erot eivit ole kuitenkaan tilastollisesti merkitsevia.
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Kuva 12. Adipogeeniset merkKkitekijit silnsr-soluissa 48 h ja 144 h-aikapisteissi. Fabp4,

Pparg, Adipoq ja CD36-geenit toimivat adipogeenisind merkkitekijoind, tulokset ovat suhteu-
tettu Scrambleen aikapisteittidin. (P <0.01 (**))
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Insuliinireseptorin hiljentdiminen véhensi osteogeenisten geenien ilmentymistd. Osteogeenisisti
merkkitekijoistd A/pl oli 144 tunnin aikapisteesséd 0.7 kertainen (P = 0.0024) ja osteokalsiinia
koodaava Bglap 0.4 kertainen (P= 0.0004) kontrolliin verrattuna. Bglap-geenin ilmentyminen

selvitettiin vain 144 tunnin aikapisteesta.

Alpl
* % Bglap (OCN)
= =
7 B 1.5-
] @ -
= o °* =
2 1.0 g
b= . £ 404 3
7 z (e
o K=}
& 0.5 ]
2 2 0.5 .
B 5
= -
£ 2| |=] =] [= £ e -
(7] - [=] - (=] [ - (=]
8 0.0 T T T T 8 0.0 T T
R T S o <
R o o Ka
¥ E o & & &
& 5 & & S

Kuva 13. Osteogeenisten markkereiden ilmentyminen silnsr-soluissa suhteellisesti
Scrambleen nihden. Osteogeenisind markkereina toimivat Alpl ja Bglap, joista Alpl tehtiin
kahdesta eri aikapisteestd: 48 ja 144 h. Bglap puolestaan vain 144 tunnin aikapisteestd. (P <
0.01 (**); P <0.001 (***))

3.2.5 Adipogeeniset ja osteogeeniset merkkitekijat siGlut4-+silnsr-soluissa

Yhteishiljennetyissd soluissa adipogeenisissd merkkitekijoissd ei ollut selkedd erilaistumis-
suuntaa, mutta osteogeeniset merkkitekijét olivat alentuneet (kuva 14). Fabp4 ilmentymisessi
ei ollut merkittdvii eroja. Pparg oli puolestaan 48 tunnin aikapisteessd 0.5 kertainen kontrolliin
ndhden (P =0.0058) ja 144 tunnin kohdilla 0.6 kertainen (P = 0.016). Adipoq oli puolestaan 0.7
kertainen 48 tunnin aikapisteessd (P=0.013) ja samalla tasolla kontrollin kanssa myShemmaéssa

aikapisteessd. CD36 ekspressio oli koholla 1.3 kertaisesti 48 tunnin kohdilla (P =0.011).
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Kuva 14. Adipogeeniset markkerit siGlut4+silnsr-soluissa 48 h ja 144 h-aikapisteissi.
Fabp4, Pparg, Adipoq ja CD36-geenit toimivat adipogeenisind markkereina, tulokset ovat suh-
teutettu Scrambleen. (P < 0.05 (*); P<0.01 (**)
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Osteogeeniset merkkitekijit A/pl ja Bglap siGlut4+silnsr-soluissa geeni-ilmentymisen tulokset
ovat kuvassa 15. Alp/ oli 48 tunnin kohdalla 0.6 kertainen kontrolliin ndhden (P = 0.0002) ja
144 tunnin kohdilla se oli 0.7 kertainen (P = 0.0066). Bglap tehtiin vain myohemmaéstd 144

tunnin aikapisteesti, jossa geeni-ilmentyminen oli 0.5 kertaista (P = 0.0003).

Alpl Bglap (OCN)
ﬁ 15 ﬁ 1.5
o 197 a 1.9
£ . *x 2 *kk
1 ] .
E 1.0 : :g 1.04
2 7 raa
2 k)
@ r @ 3
£ 0.5- . £ 0.5+ :
7] 7]
1 -_
2 a| 1| |=f |~ 2 S 0
é 0.0 T T T 3 0.0 T T
SR N S S o ©
\zb‘-” N Kis Kis K
<) @ A 4
& & & o° F
é{'} B G i (’#& 2
& & & 2
© & o°
) o o

Kuva 15. Osteogeenisten markkereiden ilmentyminen siGlut4+silnsr-soluissa
suhteellisesti Scrambleen nihden. Osteogeenisind markkereina toimivat Alpl ja Bglap, joista
Alpl tehtiin kahdesta eri aikapisteestd: 48 ja 144 h. Bglap puolestaan vain 144 tunnin
aikapisteestd. (P < 0.01 (**); P <0.001 (***)

3.2.6 Hiljennysten vaikutus glukoosinkuljettimien GLUT1 ja GLUT3 ekspressioon

Geenihiljennyksen vaikutusta GLUT1- ja GLUT3-glukoosinkuljettajien ilmentymiseen tutkit-
tiin 48 tuntia transfektiosta (kuva 16). Hiljennetyissé soluissa nékyi merkittivda GLUT3 kom-
pensatorinen nousu, silld siGlut4-soluissa Slc2a3 (GLUT3) ekspressio nousi 1.7 kertaiseksi
kontrolliin verrattuna (P = 0.0008) ja silnsr-soluissa 1.4 kertaiseksi (P= 0.0297). Sic2al
(GLUTT) ilmentyminen nousi ainoastaan silnsr-soluissa (1.1 kertainen kontrolliin verrattuna,

P=0.0031).
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Kuva 16. Slc2al ja Slc2a3 ekspressio siGlut4 ja silnsr-soluissa suhteessa Kisittelykontrolli
Scrambleen. P < 0.05 (*); P <0.001 (**%*)

36



3.3 Hiljennysten vaikutus solujen kasvuun ja elinkykyyn

IncuCyte-kuvauslaitteella seurattiin geenihiljennysten vaikutusta solujen kasvuun. Kontrollika-
siteltyjen Scramble-solujen konfluenssi eli kasvutiheys oli alussa 37 %, ja 100 %:n konfluenssi
saavutettiin 140 tunnin kuluttua transfektion lopettamisesta (kuva 17A). Sen sijaan mik&én hil-
jennetyistd solukasvatuksista ei saavuttanut konfluenssia kokeen havaintojakson aikana (kuva
17A). Seké silnsr-, siGlut4- tai ndiden yhdistelméhiljennys johtivat merkittdvaan (P <0.0001)

laskuun solujen lisdédntymisnopeudessa.

Solujen kasvuominaisuuksien liséksi selvitettiin hiljennyksien vaikutusta solujen viabiliteettiin
eli elinkykyyn kuuden péivin kuluttua transfektion lopettamisesta. Elinkykyisyyttd mitattiin
AlamarBlue™ HS Cell Viability Reagent kitilld. Mittaustulokset suhteutettiin kontrollisolujen
(Scramble) elinkykyyn, joka merkittiin 100 %:ksi. Sek& silnsr-, siGlut4- tai ndiden yhdistel-
mihiljennys védhensi solujen elinkykyd merkittavésti (P <0.0001) 140 tunnin aikapisteessi kont-
rollisoluihin verrattuna (kuva 17B). Eniten solujen elinkykyyn vaikutti GLUT4:n hiljentdmi-
nen, silld ndiden solujen elinkyky oli vain 37 % kontrollisolujen elinkelpoisuudesta. silnsr-
solujen viabiliteetti oli 69 % ja yhdistelméhiljennettyjen solujen viabiliteetti oli 52 % kontrol-

lisolujen elinkelpoisuudesta.
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Kuva 17. Geenihiljennyksen vaikutus solujen kasvuun ja viabiliteettiin. Konfluenssin
muutos 140 tunnin aikana maédritettiin IncuCyte reaaliaikaisella kuvantamislaitteella (A).
Viivadiagrammi kuvaa vaimennettujen solujen lisddntymistd ajan funktiona (N = 6, ndytteiden
keskiarvo).(B) Suhteelliset erot 6 pdivéa transfektion lopetuksen jdlkeen kasvaneiden solujen
viabiliteetissa (N=6). (P < 0.01 (**); P <0.001 (***) ja P <0.0001 (****)
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Kuvassa 18 on kaksi esimerkkikuvaa kalseiini Am-reagenssilla tehdysti varjayksestd. Tulokset
paitettiin jattad kayttdmatta jatkoanalysointiin, silld Scramble soluissa nékyi solujen minerali-
saatiota ja tima esti vérjdytyneen pinta-alan konfluenssin laskemisen luotettavasti. Mineralisoi-
tuneissa soluissa viriaine esti solujen tdydellisen vérjdytymisen. siGlut4 esimerkkikuvassa né-

kyy solujen tiydellinen vérjdytyminen, silld mineralisaatiota ei ollut tapahtunut.

Scramble siGlutd

Kuva 18: Esimerkkikuvat Scramble ja siGlut4-soluista kalseiini Am-vérjiyksen jilkeen.
Virjdys suoritettiin 6 pédivdd transfektion lopettamisen jdlkeen, Scramble-soluissa nékyy
mineraalisaatiota ja konfluenssi on niin suuri, ettd vériaine ei virjii soluja taydellisesti.

3.4 Hiljennysten vaikutus solujen erilaistumiseen

3.4.1 ALP-virjays ja ALP-aktiivisuus

Edelld kuvatun alkalisen fosfataasin (4/p1) qPCR-analyysin liséksi osteoblastien erilaistumista
selvitettiin soluvarjayksilla ja alkalisen fosfataasin (ALP) aktiivisuusmittauksilla. ALP-varjityt
solut ovat virjaytyneet kauttaaltaan punaiseksi (kuva 19A). Kuvan 19 B-osiossa puolestaan on
10-kertaisella suurennoksella otettuja kuvia ALP-vérjdtyistd soluista. Kuvissa nikyy kaivojen
olevan hyvin tdynné ja vérid olevan kaivoilla kauttaaltaan. Eri késittelyjen vililld ei silmdmaa-

rdisesti ole havaittavissa intensiteettieroja ALP-vérjdytymisen suhteen.
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Kuva 19: Kuvia ALP-viirjityisti soluista. A-osiossa on skannattu kuva kuoppalevysti ja B-
osiossa on mikroskoopilla otettuja kuvia.

Alkalisen fosfataasin (ALP) aktiivisuus suhteessa ndytteiden kokonaisproteiinipitoisuuteen
maédritettiin solulysaateista (kuva 20). GLUT4:n hiljentdminen vdhensi merkittdvasti ALP:n ak-
titvisuutta verrattuna kontrollisoluihin (Scramble) (43%, P =< 0.0001). silnsr-soluissa tulos oli

puolestaan 82 % (P = 0.0044) ja siGlut4+silnsr-soluissa 58 % (P < 0.0001).
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Kuva 20. Hiljennettyjen solujen ALP-aktiivisuus suhteutettuna proteiinikonsentraatioon.
Solut olivat kasvaneet 6 paivéi transfektion lopetuksesta. ALP-aktiivisuus ja proteiinikonsent-
raatio mitattiin solulysaateista spektrofotometrilld ja proteiinikonsentraatio mééritettiin stan-
dardisuoran avulla. (N =4), (P <0.01 (**); P <0.0001 (****)
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3.4.2 Neutraalien rasvahappojen virjadminen

Mahdollisten adiposyyttien havaitsemiseksi neutraalit rasvahapot vérjattiin soluista Hoechst ja
Bodipy yhdistelmévarjaykselld. Kuvaan 21 on koottu edustavat yhdistelméakuvat virjayksista.
Virjdytyneiden rasvahappojen méérda ei kvantitoitu, mutta silmédmaééraisesti siGlut4-soluissa

havaittiin vérjdytyneitd rasvahappoja enemmaén kuin muissa soluissa.

Scramble siGlutd
silnsr siGlutd+silnsr

HOECHST

Kuva 21. Adiposyyttien neutraalien rasvahappojen Hoechst ja Bodipy yhdistelmavirjays
6 piivia transfektion lopetuksen jilkeen kasvaneille soluille (10x objektiivi). Hoechst var-
jaa DNA:ta (sininen signaali) ja Bodipy neutraaleja rasvahappoja (vihred signaali).
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4 TULOSTEN TARKASTELU

Tyypin 2 diabetekseen liittyy insuliiniresistenssi ja luiden haurastuminen, jonka mekanismit
eivit ole tiysin selvilld. Tassd tydssd insuliiniresistenssid mallinnettiin luuytimen soluissa hil-
jentdmailld mesenkymaalisista stroomasoluista transientisti insuliinireseptorin, insuliinista riip-
puvaisen GLUT4-kuljetusmolekyylin toiminta ja ndiden toiminta yhdessd. Tydssa selvitettiin
miten insuliinisignalointiin normaalisti osallistuvien insuliinireseptorin ja GLUT4:n puuttumi-
nen vaikuttaa luuytimen multipotenttien mesenkymaalisten stroomasolujen kasvuun, elinky-

kyyn ja erilaistumiseen.

4.1 Insuliinisignaloinnin hiljentdminen vaikutti solujen erilaistumiseen

Insuliinisignaloinnin hiljentdminen vidhensi luuytimen mesenkymaalisten stroomasolujen os-
teoblastilinjan merkkitekijoiden ilmentymistd ja solujen erilaistumista osteoblasteiksi. Os-
teogeenisten merkkitekijoiden eli alkalisen fosfataasin A/p/-geenin ja osteokalsiinin Bglap-gee-
nin ilmentymista selvitettiin RNA-tasolla. Sekd Alpl:n ettd Bglap:n ilmentyminen oli vdhenty-
nyt késittelykontrolliin verrattuna kaikissa muissa paitsi GLUT4-hiljennettyissd soluissa 48
tunnin aikapisteessd. Alkalisen fosfataasin (ALP) mahdolliset mééaralliset erot testattiin vield
tutkimalla ALP:n aktiivisuutta, joka varmisti ALP:n aktiivisuuden olevan alentunutta myds pro-

teiinitasolla.

Saatu tulos on linjassa aikaisempien tutkimuksien kanssa. Hiirilld tehdysséd in vivo tutkimuk-
sessa insuliinireseptorin poistaminen Kypsistd osteokalsiinia ilmentédvistd osteoblasteista vi-
hensi osteoblastien muodostamista ja vaikutti osteokalsiinin erittimiseen ja tdtd kautta luiden
muodostumiseen (Fulzele ym., 2010). Song ym. (2023) puolestaan mallinsivat tyypin 2 diabe-
testa hiirimallilla, jossa streptotsosiini-pistoksilla luotiin hiirid, joilla ei erittynyt insuliinia. Hii-
rien trabekulaarinen ja kortikaalinen luumassa laskivat osteoblastien aktivaation vihentymisen
myo6td. Wei ym. (2014) puolestaan mallinsivat insuliiniresistenssid hiirilld estdmalla insuliinire-
septorin toiminnan varhaisista osteoblasteilta in vivo. Tutkimuksessa havaittiin, ettd erittiin ras-
vapitoista ravintoa saaneilla insuliiniresistenteilld hiirilld aktiivisen osteokalsiinin méérit tip-

puivat normaalia ruokavaliota nauttineisiin kontrollihiiriin verrattuna.
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Li ym. (2016) tutkivat insuliinivélitteisen glukoosinkuljetuksen yhteyttd luunmuodostumiseen
sekd in vitro ettd in vivo. He osoittivat GLUT4-toiminnan estdmisen osteoblasteissa in vitro
johtavan alentuneeseen osteoblastien kehittymiseen. Samassa tutkimuksessa GLUT4-
ilmentyminen estettiin myos kudosspesifisesti osteoblasteissa in vivo. GLUT4-puutteisen hiiren
luuston koostumus oli normaali eikd mikrotietokonetomografiakuvauksessa havaittu merkitta-
vid eroja reisiluun koostumuksessa 6 ja 12 viikon ikdisilld hiirilld kontrollihiirin verrattuna.
Tutkimuksessa in vitro havaitut tulokset eiviét siis toistuneet in vivo tasolla. GLUT4-puutteisilla
hiirilld rasvakudoksen maaré kuitenkin lisddntyi ja syntyi hyperinsulinemiaa, tutkimus osoitti-

kin GLUT4 poistamisen osteoblasteista vaikuttavan koko kehon glukoosiaineenvaihduntaan.

Rasvasolujen erilaistumisprosessi on monivaiheinen, ja sitd sdételee useat eri transkriptioteki-
jat. Erittdin keskeisessé roolissa erilaistumisessa ovat muun muassa PPAR-y, joka aktivoi adi-
posyyteille spesifisid geenejd, sekd kypsien adiposyyttien muodostumiseen tarvittavat rasva-
happojen sitojaproteiini 4 (FABP 4) ja adiponektiini. Myds adipogeenisten merkkitekijoiden
ilmentymistd selvitettiin RNA-tasolla. GLUT4-hiljentdminen johti suurempiin muutoksiin adi-
pogeenisissid merkkitekijoissd geeni- ja proteiinitasolla verrattuna insuliinireseptorin ja yhteis-
hiljennyksen aikaansaamiin muutoksiin. Adipogeenisistd merkkitekijoistd Pparg ilmentyy eri-
laistumisen alkuvaiheessa, Fabp4 ja Cd36 ilmentyvit adiposyyttien muodostuessa, ja adi-
ponektiini puolestaan on kypsien adiposyyttien erittdmé. Glut4 hiljennetyissd soluissa kaikki
erilaistumisen alkuvaiheen merkkitekijiat Fabp4, Pparg ja CD36 olivat koholla 48 tunnin aika-
pisteessd. GLUT4 hiljennetyissi soluissa adiponektiinin, jota erittdvit yksinomaan kypsét ras-
vasolut, ilmentyminen oli lisdéntynyt 144 tunnin aikapisteessd, mikéd viittaisi sithen, ettd yha
useampi solu oli erilaistunut kypsiksi adiposyytiksi. Proteiinitasolla adiposyyttilinjan erilaistu-
mista tutkittiin virjddmalld neutraaleita rasvahappoja. Virjaytyneitd rasvahappoja ndytti ole-
van eniten soluissa, joista oli hiljennetty GLUT4:n toiminta. Méaéarallista arviota rasvahappojen

midrasti ei kuitenkaan tehty.

Mielenkiintoista oli, ettd soluissa, joista insuliinireseptorin toiminta oli yksindédn tai yhdessi
GLUT4:n kanssa hiljennetty, adiposyyttilinjan pdétranskriptiotekijin Pparg:n ilmentyminen oli
alentunut kontrolliin ndhden. Yhdistelm&hiljennetyissd soluissa oli myos adiponektiinin ilmen-
tyminen alentunut 48 tunnin aikapisteessd kontrolliin ndhden. Se, ettdi GLUT4:n ja insuliinire-
septorin toiminnan estdminen johtivat adipogeenisissd merkkitekijoissd pdinvastaiseen tulok-
seen ei sindnsé ole yllittdvd ottaen huomioon insuliinin moninaiset vaikutukset anabolisena

hormonina. Insuliinin vaikutus ei esimerkiksi rajoitu pelkdstdin glukoosin sisddnoton tehosta-
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miseen. Tdman vuoksi insuliinisignalointireittié ja glykolyysid tarkemmin selvittavét tutkimuk-
set ovat erityisen mielenkiintoisia. Erds mielenkiintoinen tutkimus on Songin ym. (2023) solu-
tason glukoosin kiertoa insuliinipuutteisessa ymparistossd selvittanyt tyo. He hyodynsivét tut-
kimuksessaan radioaktiivisesti leimattua '*C-glukoosia ja havaitsivat insuliinivajauksen johta-
van glykolyysin vajaatoimintaan ja edelleen kautta heikentyneeseen sitruunahappokiertoon. In-
suliinipuutteisilla hiirilld glykolyysin aktivoiminen puolestaan johti luukadon vdhenemiseen.
Vastaavasti Ji ym. (2023) havaitsivat, ettd glykolyysin aktivoiminen johti luumassan lisddnty-

miseen tyypin 1 diabetes hiirimallilla.

Insuliinireseptorin toiminnan estdminen héiritsee glykolyysia, jota pelkkd GLUT4-
hiljentdminen ei suoranaisesti tee. Insuliinireseptorihiljennetyt solut kasvoivat silti GLUT4- ja
yhdistelméhiljennettyji soluja paremmin ja myos ndiden elinkyky oli parempi. Insuliiniresep-
torihiljennetyissd soluissa sekd osteogeenisten ettd adipogeenisten merkkitekijoiden ilmentdmi-
nen vidheni. Onkin mielenkiintoista, ettd mihin solulinjaan ndma insuliinireseptorihiljennetyt
solut erilaistuivat. Néissd soluissa nikyi GLUT3-glukoosinkuljettimen nousua kompensaationa
insuliinivilitteisen vayldn estdmiselle. GLUT4 hiljennetyissa soluissa nikyi vield voimakkaam-
min GLUT3:n nousu ilmeisesti kompensatorisesti, silti GLUT4-hiljennetyt solut eivit olleet

yhtd elinkykyisié.

4.2 Insuliinisignaloinnin estamisen vaikutus GLUT-kuljettimiin, solujen kas-

vuun ja elinkykyyn

GLUTI1-glukoosinkuljetin vastaa glukoosin perustason sisdéinotosta, sen ilmentyminen voi
nousta esimerkiksi hypoglykemian yhteydessé (Pragallapati & Manyam, 2019). GLUT1 ilmen-
tymisen on tutkittu nousevan myds lihassoluissa fyysisen aktiivisuuden noustessa ja glukoosin
tarpeen kasvaessa (Barnard & Youngren, 1992). Téllaista kompensaatiota ei tdssd tapauksessa
havaittu, tosin geeni-ilmentymisté tutkittiin 48-tuntia transfektiosta ja kompensaatio olisi voi-
nut olla voimakkaampaa pidemmalld aikajénteelld. Vastaavasti GLUT4-toiminnan estimisen
hiiren osteoblasteista in vitro ei ole havaittu kompensatorisesti nostavan GLUT 1-tasoja (Li ym.,

2016).
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Slc2a3 ilmentédvan GLUT3-glukoosinkuljettimen ilmentyminen puolestaan nousi suhteellisesti
kontrolliin nihden GLUT4- ja insuliinireseptorihiljennetyissd soluissa. Kyseessd on ilmeisesti
kompensaatio glukoosin sisddnoton tehostamiseksi, kun insuliinivélitteinen véyld on estetty.
Tulos on toistoa tdssd tutkimusryhmissd aiemmin tehdylle tutkimukselle, jossa GLUT4-
hiljentdminen johti GLUT3 suhteellisten 14hetti-RNA-tasojen nousemiseen nelja péivai trans-

fektion lopettamisen jalkeen (Arponen ym., 2022).

Solujen kasvuun ja elinkykyyn suurin vaikutus oli GLUT4-hiljennykselld. IncuCyte-kuvauk-
sessa solut, joista oli hiljennetty insuliinireseptorin toiminta, kasvoivat suurempaan tiheyteen
kuin GLUT4- ja yhdistelméhiljennetyt solut. Solujen elinkykyd mittaavassa alamarBlue-tes-
tissé insuliinireseptorihiljennettyjen solujen elinkyky oli parempi kuin GLUT4- tai yhdistel-
mihiljennetyissi soluissa. Incucyte-kuvauksissa oli mukana myds kéasittelematon kontrollivil-
jelmad (tuloksia ei esitetd tissd tydssd), johon verraten my0s kasittelykontrolli Scramblen kasvu
oli heikentynyttd. Solut kuitenkin pysyivét elinkykyisini ja jatkoivat kasvuaan geenihiljennyk-
sistd huolimatta, tdhdn osaselityksend saattaa olla GLUT3:n kompensatorinen nousu. solujen
pinnalla voi olla my0s ennen geenihiljennystd muodostuneita insuliinireseptoreita ja GLUT4-
kuljettimia, jotka vaikuttavat solun glukoosinottoon vield hiljennyskasittelyn aikana. Liséksi
osa insuliinivilitteisestd glukoosinkuljetuksesta on soluissa yhi jiljelld, silld geenihiljennys-

teho oli suurimmillaan noin 90 %.

4.3 Tutkimuksen vahvuudet, tulevaisuuden tutkimusmahdollisuuksia ja hypo-

teesin taustaa

Tyo6n vahvuutena on priméérisolujen kiyttdminen, silld priméérisolut kuvastavat paremmin to-
dellista normaalien solujen tilannetta solutasolla kuin solulinjojen kayttd. Solulinjat ovat usein
syopésoluja, joilla glukoosiaineenvaihdunta poikkeaa normaalista, joten tutkimukset eivit valt-
tdmatti vastaa normaalia tilannetta. Esimerkiksi MC3T3-E1 osteoblastisolulinjaa on kéytetty
myds tutkimuksissa, mutta ndmé eivit ilmennd GLUT4-kuljetinta (Cunha ym., 2014). Tyon
vahvuutena on myos menetelmien toimivuus ja toistettavuus; priméiérisolujen luuytimesta eris-
tdminen, kasvattaminen, transfektoiminen ja merkkitekijéiden 16ytdminen ja soveltumisen var-

mistaminen ovat vaatineet aiempaa tutkimusta ja menetelmien optimointia. siRNA-menetelméa
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osoittautui tehokkaaksi menetelméksi kohdegeenien hiljentdmiseen. Geenihiljennystehokkuus
eri aikapisteissé oli samansuuntainen Rossi ym. (2005) tutkimusten kanssa, missi he selvittivét

27-mer DSiRNA:n hiljennystehoa verrattuna lyhyempiin siRNA-molekyyleihin.

Téassd tyOssd suoritettiin geenihiljennys, eikd geenien poistamista tai toiminnan estimistd ko-
konaan. Insuliiniresistenssin mallintamiseen ty0ssd kdytetty geenihiljentdminen on fysiologista
tilannetta hyvin mallintava menetelma, silld insuliiniresistenssissi solujen kyky reagoida insu-
liiniin on heikentynyt, ei kokonaan estynyt (Kénner & Briining, 2012). Insuliinisignalointikas-
kadin ndkékulmasta insuliiniresistenssin mallintaminen insuliinireseptorin ilmentymistd esta-
milld on kuitenkin ongelmallista, silld esimerkiksi thmiselld on tutkittu insuliiniresistenssin
vaikuttavan insuliinisignalointikaskadissa PI3K-aktivointireittiin, mutta ei MAPK-véyldén
(Cusi ym., 2000). Hiljentamalla koko reseptorin toiminta ja titd kautta myos MAPK-vilitteinen
signalointireitti estetdén insuliinin mitogeeniset vaikutukset, jotka normaalisti insuliiniresis-

tenssissd ei valttimattd estyisi.

Koejérjestely kesti kuusi pdivia ja erityisesti insuliinireseptorihiljennetyissé soluissa nikyi ero
kahden ja kuuden péivin vililld. Solujen lopullinen erilaistuminen ei vilttimatta ndy tutkitulla
ajanjaksolla. Kéytetty geenihiljennysmenetelma tuottaa transientin geenihiljennyksen ja kuu-
den péivén kohdilla hiljennys oli vield noin 70 % teholtaan. Tehtdessd merkittidvéasti pidempi-
aikaisia viljelmid tulisi geenihiljennys tehdd muilla keinoin tai siRNA-hiljennys tulisi toistaa
samoille soluille uudestaan viljelman aikana. Tulosten suorassa yhdistimisessd ihmisen fysio-
logiaan on otettava huomioon, etti kyseessa on rotan priméérisoluilla tehty in vitro tutkimus ja
luuytimen mikroympéristd eroaa in vitro olosuhteista merkittavésti. Monimutkaisen luuytimen
mikroympériston mallintaminen on hankalaa; havaitut aineenvaihdunnalliset muutokset in
vitro, eivit aina toistu in vivo tutkimuksessa (Ning ym., 2022). Ihmisen osteoblastien toiminnan

on kuitenkin tutkittu olevan ldhempéna rotan kuin hiiren osteoblasteja (Booth ym., 2013).

Tyo6n alkuhypoteesina toimii Arponen ym. (2022) tekemé aiempi tutkimus, jossa tutkittiin glu-
koosinkuljettajien 1, 3 ja 4 hiljennyksen vaikutusta mesenkymaalisten stroomasolujen kasva-
miseen in vitro. Hiljennetyille soluille tehtiin RNA-sekvensointi transkriptomin selvittdmiseksi
48 tuntia hiljennyksen jilkeen. Sekvenssiaineistosta ndkyy GLUT4-hiljennetyissé soluissa os-
teoblastien erilaistumisessa merkittdvén tekijin WNT-signalointiin liittyvin WISP2-proteiinia
koodaavan geenin ilmentymisen laskeminen kontrolliin ndhden. GLUT4-hiljennetyissd so-
luissa ndkyi myds mm. Fabp4- ja Pparg-tasojen nousu suhteellisesti kontrolliin ndhden, mika

viittaisi solujen erilaistumisen siirtyneen adipogeeniseen suuntaan. Namé havainnot saatiin

45



tissd tyOssd varmennettua ja toistettua. TyoOtd on jatkettu tutkimusryhméssd hiljentdmalla
GLUT4 toiminta hyperglykemisissé olosuhteissa. Hyperglykemia vastaa paremmin diabeettisia
olosuhteita, silld tyypin 2- diabeetikoista huomattavalla osalla ovat veren glukoositasot hieman

tai runsaasti koholla (McCoy ym., 2023).

4.4 Yhteenveto

Ty0ssé saatiin tutkittua miten insuliinisignaloinnin estiminen muuttaa luuytimen mesenkymaa-
listen stroomasolujen erilaistumista in vitro. Insuliinisignaloinnin hiljentdminen johti muutok-
siin solujen kasvussa, erilaistumisessa ja elinkyvyssa. Solut, joissa insuliinisignalointi oli puut-
teellista joko hiljentdmailld insuliinireseptorin tai GLUT4-kuljettimen toiminta tai ndiden yh-
distelmi johti solujen vihentyneeseen erilaistumiseen osteoblastilinjaan geeni- ja proteiinita-
solla. Insuliinisignaloinnin hdiritseminen néyttdisi siis vdhentdvén luuta muodostavien solujen
muodostumista. Tydssd ndhtiin solutason muutoksia, joita on aiemmin tutkittu 1&hinni in vivo

(Fulzele ym., 2010; Li ym., 2016; Song ym., 2023; Wei ym., 2014).

Tyon hypoteesina on, ettd puutteellinen insuliinisignalointi vaikuttaa solujen kasvuun ja erilais-
tumiseen ja, ettd solut saattavat muuttaa erilaistumista rasvasolujen suuntaan. Hypoteesi piti
paikkansa kasvun ja erilaistumisen muuttumisen osalta. Rasvasolujen suuntaan erilaistumista
nikyi GLUT4-hiljennetyilld soluilla, joissa adipogeeniset merkkitekijit nousivat, muilla solu-
linjoilla téllaista muutosta ei ndkynyt. Insuliiniresistenssi e itsessddn erilaistanut soluja rasva-

solujen suuntaan, mutta insuliinivilitteisen glukoosinkuljetuksen hiiritseminen néin teki.
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