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Susanna Valanne ja Mika Rimet | KATSAUS

Banaanikdrpanen — geneettisesti verraton
mallieldin tutkimukseen

Drosophila melanogaster eli tummavatsainen
kasteenrakastaja, suomeksi banaanikarpanen,
on loppukesilta tuttu vitsaus. Meidan kaiken-
laisten lentavien hyonteisten riivaamassa maas-
sa asuvien on vaikea ajatella tutkimuksen apu-
laiseksi eettisessa mielessa paremmin sopivaa
mallieldinta. Banaanikarpanen on geneettisessa
muunneltavuudessaan mainio tutkimusmalli,
jonka kayttd suomalaisessa ladketieteellisessa
tutkimuksessa on ollut 1dhinnd tottumattomuu-
den vuoksi lilan vahaista. Esimerkiksi helposti
saatavilla olevat siirtogeeniset RNAi-kannat ovat
mahdollistaneet toiminnalliset genominlaajuiset
seulonnat koko elidssa tai halutussa kudoksessa.

Banaanikdrpédnen on mahlakirpiasten hei-
moon kuuluva 2-3 mm:n pituinen ja noin
milligramman painoinen hyonteinen. Se on
kaksisiipinen, kellanruskea, raidallinen ja pu-
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nasilmiinen. Banaanikidrpiskoiraat ja -naa-
raat eroavat ulkoniéltiin muun muassa siten,
ettd koiraat ovat hieman naaraita pienempia.
Niiden takaruumis on my6s kapeampi ja sen
kirki tummempi (kuvA 1). Koiraan perdaukon
ja sukupuolielimien ympirilld on piikkimaisid
karvoja, ja sen ensimmadisessi raajaparissa si-
jaitsevat sukaskimput (sex combs) puuttuvat
naaraalta (Ashburner ym. 2005).
Banaanikirpisen suosioon malliorganismi-
na ovat vaikuttaneet erityisesti sen helppo kas-
vatettavuus, taudinkestivyys ja mutaatioiden
synnyttimisen helppous. Banaanikirpisten
kasvattaminen laboratoriossa on helppoa ja
edullista, silld kdrpaset tuottavat paljon jilke-
ldisid ja sukupolvien vili on lyhyt. Banaanikir-
pasen kehitys hedelmoityneesti munasta
aikuiseksi kirpaseksi vaihtelee jonkin verran
limpétilan mukaan kuten kaikilla vaihtolam-
poisilld eldimilld; lyhimmillddn kirpasen ke-
hitys munasta aikuiseksi vie seitsemin paivaa
28 °C:ssa. Korkeammissa limpétiloissa ke-
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KUVA 1. Banaanikarpasen kehitys hedelmoéityneestd munasta aikuiseksi karpaseksi 25 °C:ssa.
Ensimmaisen vaiheen toukka kuoriutuu noin vuorokauden kuluttua hedelmoittymisesta. Toukka
kay lapi kaksi nahanluontia ja yhteensd kolme toukkavaihetta, minka jalkeen se koteloituu.

Kotelovaihe ja muodonvaihdos kestavat noin 3-4 vrk, jonka jalkeen aikuiset karpaset kuoriutuvat.
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» Banaanikarpasta on kaytetty menestyksekkaasti

geneettisen tutkimuksen mallieldimena jo yli sa-
dan vuoden ajan.

» Banaanikarpasten yllapito on helppoa, ja niiden

kayttd nisékkaisiin verrattuna on eettisempaa.

» Vajaan kahden viikon sukupolvivali yhdistettynd

pitkélle kehitettyihin geneettisiin tykaluihin mah-
dollistaa monimutkaiset geneettiset koeasetelmat.

» Banaanikarpéselld on noin 14000 geenia, ja sel-

vasti yli puolelle ihmisen tunnetuista tautigeeneis-
ta on vastingeeni.

hitys on hitaampaa limpétilan aiheuttaman
stressin vuoksi, eik sitd tapahdu yli 33 °C:ssa
lainkaan. Alemmissa limpétiloissa kehitys
hidastuu: 25 °C:ssa se vie noin kymmenen
piivad (kuva 1), 18 °C:ssa kuluu 19 piivéi ja
12 °C:ssa kuluu yli SO péivad (Ashburner ym.
2005).

Koska banaanikirpinen on selkirangaton,
sitd pidetddn eettisesti hyviksyttiavind eldin-
mallina. Periaatteena on, etti jokaisen eldinko-
keen tulee olla perusteltu ja valitun mallieldi-
men evoluutioasteeltaan alin mahdollinen sel-
vitettdvin asian kannalta. Banaanikirpinen on
erittdin hy6dyllinen viline erilaisia biologisia
prosesseja tutkittaessa. Monet kirpasen ulkoi-
sista ominaisuuksista, kuten verkkosilmit,
siipisuonet ja selissi olevat karvat (bristle),
ovat hyvid mutaatiokohteita, silld niissd ta-
pahtuvat muutokset voidaan nihdi helposti
mikroskoopilla (St Johnston 2002).

Banaanikarpasgenetiikan tausta

Banaanikidrpastd on kiytetty laboratoriotut-
kimuksen mallieliimend 1900-luvun alusta
saakka, jolloin yhdysvaltalainen professori
Thomas Hunt Morgan alkoi kiyttdd sitd pe-
rinnéllisyystieteen tutkimuksissaan. Morgan
16ysi banaanikdrpdsmutantin, jolla oli nor-
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silmat. Han osoitti risteytysten avulla, ettd
valkosilmiisyyden aiheuttanut mutatoitunut
geeni sijaitsee sukupuolen mairaavassi X-kro-
mosomissa (Morgan 1910). Hin paitteli, ettd
geenit ylipddnsi sijaitsevat kromosomeissa.
Kyseiset tutkimukset antoivat selityksen Men-
delin perinnéllisyysteorialle ja toivat Morga-
nille Nobelin palkinnon vuonna 1933. Ba-
naanikirpisen perimi on pienikokoinen, noin
1,6 x 10® emisparia. Se on noin kahdeskym-
menesosa ihmisen tai hiiren perimin koosta
(Yamamoto 2010). Geeneji Drosophilalla on
noin 15000 (Adams ym. 2000, Graveley ym.
2011) eli noin puolet ihmisen geenien mii-
ristd. Banaanikirpdsen geeneilld on harvoin
paillekkaisid toimintoja, joten yksittdisen gee-
nin mutaatio voidaan yleensi havaita yksilon
ilmiasussa. Nisikkiilld, joiden perimissd mo-
nen geenin tuote voi hoitaa samaa tehtivia,
yhden geenin mutaatiota ei useinkaan voida
ilmiasussa havaita. Analysoimalla Drosophilan
eukromatiinisekvenssid eli genomin aktiivista
geenirikasta aluetta on havaittu, etti kirpisen
ja nisakkdan geenit ovat hyvin samanlaisia
(Adams ym. 2000, Myers ym. 2000, Rubin
ym. 2000). Tunnetuista ihmisen geneettisten
sairauksien geeneistd 75 %:lla on homologi
banaanikirpisessi (Reiter ym. 2001). Siten
banaanikirpistd voidaankin kiyttdd useiden
ihmisen tautien ja esimerkiksi solusignaloin-
nin perusmekanismien tutkimiseen. Kirpa-
sessd on menestyksekkdasti mallinnettu muun
muassa neurodegeneratiivisia sairauksia ku-
ten Parkinsonin tautia, polyglutamiinitauteja
(Myllykangas ja Heino 2006) seki Alzheime-
rin tautia (Bonner ja Boulianne 2011). Ba-
naanikirpastutkimuksissa on 16ytynyt useita
ndiden tautien patogeneesia siitelevid geene-
ja eli modulaattoreita (Myllykangas ja Heino
2006, Bonner ja Boulianne 2011).
Banaanikirpdsen kromosomisto. Ennen
molekyylibiologian tutkimusmenetelmien ke-
hitystd kromosomitutkimuksessa oli tirkeds,
ettd kromosomit pystyttiin visualisoimaan
mikroskoopilla. Banaanikirpisen toukan
sylkirauhasten polyteenikromosomien suuri
koko vaikuttikin osaltaan siihen, ettd karpa-
sestd tuli tirked mallieldin genetiikan tutki-
mukseen. Kromosomien poikkijuovakuviosta



(banding pattern) oli mahdollista tunnistaa eri
alueita ja numeroida ne. My6hemmin geenien
sijoittuminen niille kromosomien eri alueille
voitiin osoittaa (Bridges 1935). Morganin tys-
toverin Calvin Blackman Bridgesin piirtimit
sytologiset kromosomikartat ovat edelleen-
kin kiytossd ja muodostavat perustan geenien
paikantamisjirjestelmille banaanikirpisen
kromosomistossa. Sittemmin molekyylibiolo-
gian tutkimusmenetelmilld saadut tiedot on
integroitu tihdn klassiseen jirjestelmiin, ja
koko genomia voi tutkia ja selata useissa tie-
tokannoissa. Niistd paras ja kattavin on The
mutants of Drosophila melanogaster -kirjaan
(Bridges ja Brehme 1944) alun perin perus-
tuva FlyBase (www.flybase.org) (Yamamoto
2010). Banaanikirpiselld on diploidinen kro-
mosomisto, jonka kromosomiluku on 2n = 8.
Kromosomipareista yksi on sukupuolikromo-
somipari (X jaY), jota merkitdin myos nume-
rolla 1, ja kolme on autosomeja (kromosomi-
numerot 2-4). Neljis kromosomi on hyvin
pieni, ja siind on vain vihin geeneji sisiltivid
eukromatiinia (Adams ym. 2000). Geneetti-
nen rekombinaatio meioosissa eli tekijinvaih-
to (crossing over) puuttuu banaanikirpiskoi-
railta (Morgan 1914). Timi on tutkimuksen
kannalta erittdin hyodyllinen ominaisuus, silla
tuotettu mutaatio kromosomissa ei voi hivitd
rekombinoitumalla, jos se on koiraspuolella.

Geneettisen muuntelun
mahdollisuudet banaanikarpasessa

Banaanikirpésen parhaimpiin ominaisuuksiin
mallieldimeni kuuluvat monipuoliset geneetti-
sen manipulaation mahdollisuudet. Yli sadan
vuoden ajan tehty banaanikirpistutkimus on
johtanut valtavaan mdirdin geneettisen tut-
kimuksen tyokaluja (Rubin ja Lewis 2000).
Erds parhaimmista tillaisista tyokaluista on
balanserikromosomit. Niiden kaytt6d tutki-
muksessa kehitti vuonna 1946 Nobel-palkittu
Herman Joseph Muller l6ydettydan X-kro-
mosomin alleelin, jossa tekijinvaihtoa vastin-
kromosomien vililld ei tapahtunut (Muller
1918). Mydhemmin ymmirrettiin, ettd teki-
janvaihdon estyminen johtui kromosomissa
olevasta inversiosta (Sturtevant 1921). Ba-

lanserikromosomi on yleensi keinotekoises-
ti muokattu kromosomi, johon on tuotettu
useita inversioita ja duplikaatioita. Ne estdvit
kromosomin parjutumisen ja rekombinaation
vastinkromosomin kanssa. Balanseri sisil-
tad lisdksi vallitsevan markkerigeenin, jonka
avulla balanserikromosomin voi tunnistaa
heterotsygoottisessa yksilossd, sekd peittyvin
letaalin mutaation, jonka ansiosta balanserin
suhteen homotsygoottisia yksiloitd ei synny.
Niiden ominaisuuksiensa vuoksi balansereita
kaytetddn tietyn homotsygoottisena letaalin
tai steriilin alleelin yllapitimiseen seka vastin-
kromosomin mutaatioiden siilyttimiseen
(Greenspan 2004).

UAS-GAL4-menetelmd. Yhdeksi parhais-
ta ja kiytetyimmistd molekyylibiologisista
tyokaluista geeniekspression muunteluun
banaanikirpésessd on osoittautunut hiivasta
perdisin oleva kahdesta yksikostd koostuva
UAS-GAL4-menetelmid. Siind halutun gee-
nin ilmentyminen (tai vaimentuminen) akti-
voituu, kun GAL4-transkriptiotekijd sitoutuu
geenistd ylavirtaan sijaitsevaan kohdesekvens-
siin eli UAS-alueeseen (Upstream Activat-
ing Sequence). Kun kohdegeenii halutaan
ilmentii, geenin koodaava sekvenssi liitetdan
UAS-alueeseen. Jos taas kohdegeeni halutaan
vaimentaa, UAS-alueeseen liitetian sekvens-
si, joka tuottaa geenid vastaavaa kaksisiikeistd
RNA:ta (dsRNA) esimerkiksi silmukoinnilla
(Duffy 2002). Syntyvi kaksisiikeinen RNA
vaimentaa geenin ilmentymisen. UAS-GAL4-
menetelmén hienous banaanikirpisessd pe-
rustuu siihen, ettd aktivoitava UAS-sekvenssi
ja GAL4-transkriptiotekija yllapidetddn eri
banaanikirpislinjoissa: Ensimmiisessd linjas-
sa kohdegeeni ei aktivoidu, koska aktivoivaa
GALA4-proteiinia ei ole. Toisessa linjassa taas
tuotetaan GAL4-proteiinia, jolla ei ole kohde-
sekvenssid, mihin sitoutua. Siten voidaan ylla-
pitdd esimerkiksi linjoja, joiden kohdegeenien
epinormaali ilmentyminen aiheuttaisi letaalin
tai steriilin fenotyypin. Ainoastaan risteytta-
malld ndmi kaksi linjaa saadaan aikaan gee-
nin aktivaatio tai vaimentuminen (KUVA 2A)
(Brand ja Perrimon 1993, Duffy 2002).
GALA4-linjoja, jotka ilmentyvit kidrpédsen eri
kudoksissa ja eri kehitysvaiheessa, on saata-
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UAS-Geeni X + silmd-GAL4
(CyO —>EI UAS-Geeni Y RNAI)
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KUVA 2. A) UAS-GAL4-menetelma. GAL4-transkrip-
tiotekijaa tuottava banaanikarpaskanta risteytetaan
karpaskannan kanssa, jossa haluttu geeni X sijaitsee
UAS-sekvenssin alaisena. Risteytyksen jalkelaisissa on
sekd GAL4-tekija etta UAS-geeni X, jolloin GAL4:n si-
toutuessa UAS-sekvenssiin saadaan aikaan geenin X
aktivaatio. B) Esimerkkiristeytys, jolla tutkitaan gee-
nin X yliekspression aiheuttamaa silman liikakasvua
sekd geenin Y RNAi-vaimennuksen vaikutusta. Siina
kaytetaan karpasia, joilla on seka UAS-geenin X yli-

S. Valanne ja M. Ramet

ekspressiosiirtogeeni etta UAS-geenin Y RNAi-siirto-
geeni, molemmat heterotsygootteina. Molempien
siirtogeenien vastinkromosomina on balanserikro-
mosomi, jossa on nakyva markkerigeeni (toisessa
kromosomissa GFP ja kolmannessa kromosomissa
CyO). Karpaset risteytetaan silmaspesifisen homo-
tsygoottisen GAL4-kannan kanssa, jolloin saadaan
neljanlaisia jalkelaisia. Markkerigeenien avulla voi-
daan erotella kukin genotyyppi ja sen vaikutus sil-
man liikakasvuun.



villa tuhansia. Niistd voidaan valita kulloinkin
tarkoitukseen sopiva linja.

GAL4-tekniikkaa voidaan kayttdd myos
useiden UAS-sekvenssien alaisten geenien
ilmentimiseen tai vaimentamiseen saman-
aikaisesti. Kirpisen balanserikromosomeja
ja markkerigeenejd apuna kiyttien on mah-
dollista risteyttdd samaan yksilo6n useita siir-
togeenejd, joiden yhteisvaikutusta halutaan
analysoida. Esimerkkiristeytyksessi tutkitaan
geenin X yli-ilmentymisen aiheuttamaa sil-
min liikakasvufenotyyppii sekd geenin Y vai-
mentamisen vaikutusta siihen (Kuva 2a). Ris-
teytyksessd kiytetdan kirpasid, joissa on sekd
UAS-geenin X yliekspressiosiirtogeeni ettd
UAS-geenin Y RNAi-siirtogeeni, molemmat
heterotsygootteina. Kummankin siirtogeenin
vastinkromosomina on balanserikromosomi,
jossa on nikyvi markkerigeeni: toisessa kro-
mosomissa GFP (vihrei fluoresoiva proteiini)
ja kolmannessa kromosomissa CyO (kiharat
siivet). Kun nidmi kirpiset risteytetiin ho-
motsygoottisen silmispesifisen GAL4-kannan
kanssa, saadaan aikaan neljinlaisia jalkelaisid,
joista markkerigeenien avulla voidaan erotella
kukin genotyyppi ja sen vaikutus silmin liika-
kasvuun. Kokeessa voidaan siten todeta, ettid
1) geenin X yli-ilmentyminen aiheuttaa sil-
min liikakasvua, 2) geenin Y vaimentaminen
RNAi-tekniikalla ei yksin vaikuta mitenkdan
silmin kasvuun ja 3) geenin Y vaimentaminen
RNAi-tekniikalla yhtd aikaa geenin X yli-il-
mentymisen kanssa pahentaa silmén lijkakas-
vua (KUVA 28).

Suora genetiikka. Yksi tirkeimmistd vali-
neistd tutkittavalle toiminnolle valttimatto-
mien ennen tuntemattomien geenien l6ytami-
seksi on laaja geneettinen mutaatioseulonta,
joka on yksi suoran genetiikan (forward gene-
tics) menetelma. Banaanikirpisisti ja muista
malliorganismeista, kuten sukkulamadoista ja
seeprakaloista, voidaan tuottaa suuri maird
mutanttiyksil6itd, joista tunnistetaan kiinnos-
tuksen kohteena oleva muuttunut ilmiasu. Ba-
naanikirpisessd satunnaisia mutaatioita voi-
daan tuottaa esimerkiksi altistamalla kirpaset
etyylimetaanisulfonaatille (EMS) (Kuva 3) tai
rontgensiteilylle (St Johnston 2002). Vuonna
1980 Christiane Nisslein-Volhard ja Eric Wie-

TAULUKKO. Banaanikarpasen etuja ja heikkouksia malli-
eldimena.

Edut

Kasvatuksen helppous

Lyhyt sukupolvien vali

Taudinkestavyys

Selkarangattomana eettisesti hyvaksyttava mallieldin
Tehokkaasti toimiva RNAI

Useat ulkoiset ominaisuudet ovat hyvia mutaatiokohteita,
koska ne tuottavat selkean fenotyypin

Polyteenikromosomit

Geneettinen muunneltavuus
Tunnettu genomi
Pieni kromosomiluku
Balanserikromosomit
UAS/GAL4-menetelma
P-elementtien kaytto
Mahdollisuus tuottaa geneettisesti mosaiikkisia yksil6ita

Heikkoudet

Karpaskantojen jatkuva yllapito
Karpasia ei voi pakastaa luotettavasti millaan kehitys-
asteella

Jatkuvia karpassolusolulinjoja on vahan, eika kaupal-
lisia vasta-aineita ole saatavilla

Poikkeaa anatomisesti ihmisesta monilta osin, esim.
ei suljettua verenkiertoa

schaus julkaisivat kemialliseen mutageneesiin
perustuvan seulan, jossa pyrittiin [6ytimédan
ensimmdistd kertaa monisoluisessa organis-
missa kaikki tiettyyn prosessiin osallistuvat
geenit (Nusslein-Volhard ja Wieschaus 1980).
Vuonna 1995 he saivatkin Nobel-palkinnon
tistd mutaatioseulaan pohjautuneesta tyos-
tddn, jossa loydettiin lukuisia banaanikirpisen
alkion polaarisuuteen vaikuttavia geeneja. Esi-
merkiksi immunologeille hyvin tuttu Toll-gee-
ni on heiddn nimedmansi ja kuvastanee tutki-
joiden riemua onnistuneen kokeen tuloksesta
(toll = hienoa). Kuriositeettina voidaan mai-
nita, ettdi myohemmin samaisen Toll-geenin
havaittiin olevan vilttimaton banaanikarpa-
sen immuunivasteelle hiivainfektioita vastaan
(Lemaitre ym. 1996). Tami oivallus johti ih-
misen Tollin kaltaisten reseptorien (Toll-like
receptors, TLR) immunologisen merkityksen
ymmirtimiseen (Medzhitov ym. 1997, Rock
ym. 1998). Ihmisen TLR:t ovat tirkeitd hah-
montunnistusreseptoreita, jotka saitelevit
sekd synnynndistd ettd hankinnaista immuuni-

vastetta. TLR:ien toiminnan ymmartiminen 2067
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Suora geneettinen seulonta

o™

50%m/(y0

(kuolevat
toukka-asteella)

>,

KUVA 3. Suora geneettinen mutaatioseulonta. P-su-
kupolven banaanikarpasurokset altistetaan kemial-
liselle mutageenille (EMS), joka aiheuttaa genomiin
pistemutaatioita. Kukin uros, jonka siittidsoluista
osa on mutatoitunut, risteytetdaan naaraiden kanssa,
joilla on nakyvalla markkerigeenilla (CyO) merkitty
balanserikromosomi, mutta jotka ovat muuten villi-
tyyppia (+/Cy0). F1-jalkelaiskantojen CyO-urokset ris-

antaa mahdollisuuden rationaaliseen rokottei-
den suunnitteluun, jonka avulla toivottavasti
pystytdin vilttymain rokotteiden aiheuttamil-
ta haittavaikutuksilta. Tilld hetkelli TLR:ien
ligandit ovatkin keskiéssd uusia rokotteiden

2068 adjuvantteja kehitettiessd (Duthie ym. 2011).
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(Forward genetic screen)

Fenotyypin
analysointi

Mutaation paikantaminen,
geenin tunnistaminen

teytetdan uudelleen +/CyO-naaraiden kanssa, jolloin
F2-sukupolvessa saadaan mutaation suhteen balan-
soitu kanta (m/CyO). Mutaatiokannat voidaan ylla-
pitdd F2-sukupolvessa balansoituna. F3-sukupolven
karpaset, joilla ei ole markkerigeenia, ovat kunkin
mutaation suhteen homotsygoottisia yksil6ita, ja nii-
den fenotyypit voidaan analysoida.

Mutaatioita voidaan tuottaa myds niin sa-
notulla P-elementti-insertiotekniikalla (En-
gels 1983), jossa banaanikirpaselle spesifinen
transposoni eli P-elementti liittyy genomiin
hdiriten insertiokohdan geenien toimintaa.
P-elementtitekniikan yleinen strategia on



A RNAi-seulonta B Kaanteinen geneettinen seulonta
(in vitro) (Reverse genetic screen)
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Fenotyyppien analysointi
esim. lusiferaasiaktiivisuus,
vaikuttavat geenit tunnetaan

KUVA 4. RNA-hairintdan perustuva seulonta ba-
naanikarpasen viljellyissa soluissa (A) ja banaanikar-
pasessa in vivo (B). A) Banaanikarpasen soluja vil-
jellaéan monikuoppalevylla, ja kullekin kuopalle li-
sataan haluttua geenia vastaavaa dsRNA:ta. Solut
ottavat reseptorivalitteisesti sisdansa pitkat dsRNA-
juosteet suoraan elatusnesteesta ja lopettavat te-
hokkaasti ja spesifisesti kohdegeenin ilmentymisen.
Soluihin voidaan samalla transfektoida reportteri-
geeni, jonka aktiivisuutta (esim. lusiferaasi) kokeen
lopussa mitataan. N&in saadaan selville kohdegee-

kayttad seulontaan valmiita Berkeley Genome
projectissa tuotettuja banaanikirpasen P-ele-
mentti-insertiokantoja (Spradling ym. 1999),
joita on kaupallisesti saatavilla tuhansia. P-ele-
mentti-insertion hyvi puoli EMS-mutagenee-
siin tai rontgensiteilyaltistuksen aiheuttamaan
mutageneesiin verrattuna on se, etta vaikuttava
geeni on helppo tunnistaa kiyttimalld apuna
P-elementin tunnettua sekvenssii.

Vaikuttava geeni
tunnetaan

nin vaimentamisen vaikutus mitattavaan prosessiin.
B) UAS-GAL4-menetelmalld voidaan RNA-hairintaa
kayttaa myos elavissa karpasissa kohdistaen vaikutus
halutulla GAL4-promoottorilla joko koko elioon tai
haluttaessa tiettyyn kudokseen tai kehitysasteeseen.
F1-sukupolven karpasissa, joissa on sekd GAL4-trans-
kriptiotekija etta UAS-sekvenssin alainen vaimentava
RNAi-siirtogeeni (UAS-RNAI), geeni on vaimentunut
halutussa kudoksessa. Kohdegeenin vaimentamisen
vaikutus voidaan analysoida F1-kantojen fenotyy-
peista.

Kiinteinen genetiikka. Perinteisten mu-
taatioseulontojen rinnalle tutkittavaan proses-
siin osallistuvien geenien selvittimiseksi on
viime vuosikymmenind tullut useita elegant-
teja molekyylibiologisia menetelmii. Niiden
avulla voidaan muuttaa halutun geenin ilmen-
tymistasoa ja tutkia muutoksen vaikutusta
fenotyyppiin (kiinteinen genetiikka, reverse
genetics). Niiti ovat esimerkiksi ituradan
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solujen transformaatio (Rubin ja Spradling
1982), halutun geenisekvenssin muuttaminen
homologisen rekombinaation avulla (Rong
ja Golic 2000) seki RNA-hiirintdin (RNA-
interferenssi, RNAi) perustuvat menetelmit
(Carthew ja Sontheimer 2009, Hammond
ym. 2000). Geenin vaimentamiseen RNA-hi-
rintitekniikalla banaanikirpisessd kiytetdan
yleensi UAS-GAL4-menetelmaa.

RNA-hairintd — mahdollisuus
genominlaajuiseen toiminnalliseen
kartoitukseen

Pian keksimisensi jilkeen (Fire ym. 1998)
RNA-hidirintd osoittautui oivalliseksi tyoka-
luksi laaja-alaiseen geenien toiminnan seulo-
miseen banaanikirpisen viljellyissd soluissa
(Ramet ym. 2002). Banaanikirpisen solut
tunnistavat solun sisille padsseen kaksisdikei-
sen RNA:n (dsRNA, double-stranded RNA)
ja pilkkovat sen lyhyiksi siRNA:iksi (small
interfering RNA), jotka sitoutuvat sekvenssil-
tadn vastaavaan lihetti-RNA:han estden sen il-
mentymisen proteiiniksi. Ilmi6 tapahtuu seka
viljellyissd soluissa ettd eldvien banaanikirpis-
ten soluissa. Viljellyt S2-solut ottavat resep-
torivilitteisesti pitkdt, mieluiten noin 1000
emisparia sisaltivit dsRNA-siikeet suoraan
elatusnesteestd (Ulvila ym. 2006) ja lopet-
tavat kohdegeenin ilmentymisen erittdin te-
hokkaasti ja padsddntoisesti taysin spesifisesti
(Kleino ym. 2005). Menetelmin helppous
ja banaanikirpdsen genomin sekvenssin val-
mistuminen (Adams ym. 2000) ovat mah-
dollistaneet lukuisten genominlaajuisten
RNAi-seulojen tekemisen tissd tutkimusmal-
lissa (kuva 4A) (Boutros ym. 2004, Kallio ym.
2010, Valanne ym. 2010). Banaanikirpistut-
kimus on samalla pohjannut menetelmien ke-
hittdmistd my6s nisdkissoluihin, joissa RNAi-
ilmié my6s toimii. Niissd sen hyodyntiminen
on kuitenkin interferonivasteen vuoksi hanka-
lampaa ja vaatii lyhyiden siRNA-molekyylien
kiyttamista.

Hyodyntimalld aiemmin kuvattua UAS-
GAL4-menetelmdd voidaan RNA-hdirintdd
kayttdd myos elavissd kdrpasissi. Vaikutus
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joko koko elioon tai haluttaessa tiettyyn ku-
dokseen tai kehitysasteeseen (kuva 48) (Brand
ja Perrimon 1993). Tilld hetkelld on saatavil-
la koko genomin kattavia RNAi-kirjastoja
(Dietzl ym. 2007), joiden avulla pystytiin te-
kemdin genominlaajuisia RNAi-seulontoja in
vivo (Cronin ym. 2009, Pospisilik ym. 2010).
RNAi:n yhdistiminen UAS-GAL4-menetel-
main tarjoaa usein mahdollisuuden selvittad
tutkittavan geenin merkitystd, vaikka kyseinen
geenituote olisi valttimiton banaanikirpisen
kehitykselle, silli geenin ilmentyminen voi-
daan tilld menetelmailld vaimentaa esimerkiksi
vasta kriittisimmaén kehitysvaiheen jilkeen.

Lopuksi

Kun Thomas Hunt Morgan valitsi banaanikér-
pasen tutkimuksensa mallieldimeksi viime
vuosisadan alussa, hin tuskin aavisti, millai-
seksi menestystarinaksi se osoittautuisi. Ko-
lumbian yliopistosta banaanikirpiset ovat le-
vinneet Morganin oppilaiden ja ndiden peril-
listen mukana kaikkiin maailman johtaviin yli-
opistoihin, my6s tinne Pohjolaan. Eettisessid
mielessa tutkijoiden on aina muistettava kayt-
tad mahdollisimman kehittymitontd malli-
eldintd, joka kuitenkin mahdollistaa halutun
asian tutkimisen. Banaanikidrpismallilla on
lukuisia etuja, muun muassa helppo ja halpa
ylldpito sekd geneettisten menetelmien kehit-
tyneisyys. On siis selvii, ettd banaanikirpisen
kaytto ladketieteellisen tutkimuksen mallina
lisdantyy myos meilld, silld banaanikirpiselld
on varmasti vield paljon salaisuuksia paljastet-
tavanaan. B
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— Summary

Fruit fly - genetically excellent model animal for research
Drosophila melanogaster, i.e. the fruit fly is a familiar nuisance in late summer. For those living in
a country plagued by myriads of flying insects, it is difficult to think any other model animal as an
ethically more suitable research tool. Due to its genetic manipulability, the fruit fly is an excellent
research model, but mainly due to lack of experience, has been utilized only to a small extent in
medical research in Finland. For instance, the readily available transgenic RNAI strains have made
functional, genome-wide screening possible in a complete organism or in a designated tissue.
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