N 4

JYVASKYLAN YLIOPISTO

Lilkunnan ja ruokavalion vaikutus hiiren maksa-

ja linaskudoksen hienorakenteeseen

Morfometrinen tutkimus

Sira Torvinen

Pro gradu -tutkielma
Jyvaskylan yliopisto

Bio- ja ymparistttieteiden laitos

Solubiologia



Alkusanat

Tama pro gradu -tyd tehtiin yhteistydossa Jyvaskyéiopiston ymparistotieteiden ja
likuntabiologian laitosten kanssa. Elektronimiktosppikuvat otettiin ja valmistettiin
ymparistttieteiden laitoksella ja ne analysoitiikuntabiologian laitoksella. Tutkimuksen

kokeellinen osa ja kirjoitusty6 tehtiin kevaan 2Gga2008 valisena aikana.

Haluan kiittaa ohjaajiani Heikki Kainulaista ja HKia Reunasta asiantuntevasta
opastuksesta seka kaikesta tuesta ja ajasta, fumkayttivat ohjaamiseeni. Kiitdn myos
tutkimusryhman muita jasenid; Maarit Lehted, Riikkvelad sek& Rita Rinnankoskea
avusta ja neuvoista, joita olen heiltd tyoni aikasaanut. Suurkiitos naytteiden
valmistamisesta kuuluu Raija Vassiselle ja Sunnppbaiselle. Kiitin Paavo Niutasta
héanen korvaamattomasta avustaan elektronimikrogkkopien valmistamisessa seka
perehdyttdmisessa elektronimikroskoopin ihmeellise®ailmaan. Kiitokset pro gradu -

tyoni oikolukemisesta kuuluvat Reetta Titoffille Jgrki Laitiselle. Kiitan yhteisesti myos

ymparistottieteiden laitoksen henkilokuntaa avugiaiteri vaiheissa.

Suurimmat kiitokset osoitan vanhemmilleni, jotka abv kaikella tuellaan ja

kannustuksellaan luoneet minulle vakaan pohjantajan ollut helppo ponnistaa.
Vertaistuesta kiitédn ystaviani, joiden kanssa aaanut jakaa niin hyvat kuin huonotkin

hetket opiskeluni aikana.

Asenne ratkaisee — aina.

Jyvaskylassa 10.3.2008

Sira Torvinen



Jyvaskylan yliopisto Pro gradu -tutkielman tiivistelméa
Matemaattis-luonnontieteellinen tiedekunta

Tekija: Sira Torvinen

Tutkielman nimi: Liikunnan ja ruokavalion vaikutus hiiren maksaa jlihaskudoksen
hienorakenteeseen. Morfometrinen tutkimus

English title: The effects of exercise and diet on liver and mausidsue morphology of
mice. Morphometric study

Paivamaara: 10.3.2008 Sivumaara: 69 + 3

Laitos: Bio- ja ymparistétieteiden laitos

Oppiaine: Solubiologia

Tutkielman ohjaajat: Heikki Kainulainen (prof.) ja Hilkka Reunanen (FT)

Tiivistelma:

Neuroendokriinisen jarjestelman ohella maksa- jhadkudoksilla on merkittava rooli elimiston
energiametabolian tasapainon yllapidossa. Tamaksvisuuret muutokset energiametaboliassa havaitaan
myods naiden kudosten hienorakenteessa. Rasva am esergianlahteistéd se, joka vaikuttaa olenndisest
saatuun energiamaaraan. Normaalisti ylimaarainesrgémn varastoidaan triglyserideiksi rasvakudokseen
mutta sen varastointikyvyn ylittyessa triglyseriilgjlkaa kertyd muun muassa maksa- ja lihaskudoksiin
Taman maksa- ja lihassolujen sisélle kertyvan maswa havaittu olevan yhteydessa insuliiniresistienss
syntyyn, ja sité kautta tyypin 2 diabeteksen kghitseen.

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd lilkan ja ruokavalion vaikutusta hiiren lihas- ja
maksakudoksen hienorakenteeseen, sekd saada tatéa Kesdtietoa elintapasairauksien synnysta.
Tutkimuksessa selvitettiin likunnan ja ruokavalisaikutuksia solun sisdan kertyvadn rasvan maaraan,
rasvapisaroiden kokoon seka kappalemaéaraan hiiewsan ja lihaskudoksissa. Liséksi tutkittiin liikuam ja
ruokavalion vaikutusta solukalvonalaisten mitokaokierdymien pinta-alaan lihaskudoksessa.

Tutkimus tehtiin C57BL/6J-kannan uroshiirilla. K@ssa oli mukana kuusi ruokavalion (10 % tai 60 %
ravinnon energiasta rasvoina) ja liikunnan (korittali juoksija) suhteen erilaista ryhméaa, joistékgisessa
oli viisi hiirtd (n=5). Tutkimusta varten hiiriltétettiin naytteet seké luustolihaksestal¢us) ettd maksasta.
Naytteistd valmistettin  nayteblokit, joista leikat ultramikrotomilla ensin puoliohutleikkeita.
Puoliohutleikkeet varjattiin toluidiinisiniselld jearkasteltiin valomikroskoopilla. Naytteista leftia lisaksi
ohutleikkeet elektronimikroskooppitarkastelua vartga ne varjattiin uranyyliasetaatilla ja lyijysiatilla.
Maksa- ja lihasnaytteiden ohutleikkeet kuvattiin eletonimikroskoopilla, ja kuvat analysoitiin
morfometrisesti tietokoneohjelman avulla.

Korkearasvainen ravinto odotetusti lisdsi solurisesiirasvan tilavuusosuutta ja rasvapisaroiden &aeka
maksa- ettd lihaskudoksessa. Lihaskudoksessa @il@iséat kuitenkaan olleet tilastollisesti merkitise
Véhiten solunsiséista rasvaa ja pinta-alaltaanipéepisaroina oli oletusten mukaisesti vaharasaastintoa
syoneilla hiirilla. Uutta tuloksissa oli, etté rumkalion vaihtaminen korkearasvaisesta vaharasvaig#gensi
merkitsevasti solunsisdisen rasvan maaraa, ja meeneasvapisaroiden kokoa sekd maksa- etta
lihaskudoksessa. Maksakudoksesta madritettiin diséksvapisaroiden lukumaard sytoplasman pinta-alaa
kohti, ja merkitsevésti eniten rasvapisaroita adrkearasvaisen ruokavalion juoksijaryhmalla ja teihi
vaharasvaisen ravinnon ryhmilla. Lihaskudoksestaritgityjen solukalvonalaisten mitokondriokeraymien
pinta-alojen erot eivat olleet tilastollisesti mieskva. Kaytetyissé olosuhteissa ruokavaliolla salatujen
tulosten nojalla suurempi merkitys rasvan kertyftesseké yksittéisten rasvapisaroiden koolle, kpetkalla
likunnan lisdamisella. Uutena muuttujana tarkastelokavalion vaihtaminen véaharasvaiseen sai aikaa
merkitsevia positiivisia muutoksia maksakudoksessfi@ suuntaa antavia positiivisia muutoksia libaka.
Jatkossa elintapasairauksien hoidossa ja tutkinsgksetulisikin kiinnittdd yh& enemman huomiota
ruokavalioon ja sen vaihtamisen tuomiin morfolagiga metabolisiin muutoksiin koko kehon tasolla.

Avainsanat: Energiametaboliansuliiniresistenssi, morfologia, solunsisédinenvegsnitokondriokerayma



University of Jyvaskyla Abstract of Master’s Thes
Faculty of Mathematics and Science

Author: Sira Torvinen

Title of thesis: The effects of exercise and diet on liver and maugidsue morphology of
mice. Morphometric study

Finnish title: Liilkunnan ja ruokavalion vaikutus hiiren maksaa jlihaskudoksen
hienorakenteeseen. Morfometrinen tutkimus

Date: 10.3.2008 Pages:69 + 3

Department: Department of Biological and Environmental Science

Chair: Cell Biology

Supervisors: Heikki Kainulainen (prof.) and Hilkka Reunanen (FT)

Abstract:

Liver and muscle tissues play a major role in naimbg energy balance along with the neuroendocrine
system. Consequently, major changes in energy miktabcan be seen in the morphology of these tssue
Fat, the most energy-rich fuel, affects substdgtidle amount of energy gain. Normally excess enésg
stored as triglyseride in adipose tissue. If enéntpke exceeds the storage capacity of adiposestjst leads

to fat accumulation into ectopic sites, such a®rlitissue and skeletal muscle. This intracellular f
accumulation is a factor in the development of linstesistance, which is a characteristic of typdidbetes.

The aim of this study was to examine the effectexafrcise and diet on liver and muscle tissue nmaggy

of mice and to obtain more information about thead@ment of noncommunicable diseases. We stutied t
impacts of exercise and diet on the amount of actated intracellular fat and on the average sizé an
number of intracellular fat droplets in liver andiscle tissues. In addition, we observed the effetand
exercise had on the areas of intracytoplasmic tdodria fractions in skeletal muscle.

In this research we used 30 male mice from the CBEBstrain. The mice were divided into six groups,
each group containing five individuals (n=5). Greugiffered in their opportunity to exercise (cohtop
runner) and in the amount of fat in their diet @0or 60 %). Samples were taken from both skeletedahe
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the least fat and the smallest droplets. A newiffigdvas that changing the diet from high fat to ltaw
notably decreased the amount of intracellular fat the size of fat droplets in both tissues. Trghést
number of intacellular fat droplets in the liver svBound in the high fat diet runner group and theest
number in low fat diet groups. The changes in tleas of intracytoplasmic mitochondria fractions evaot
statistically significant. The data suggest thatjer the research circumstances, diet plays arlaotein fat
accumulation and in the size of an individual fabpdet than exercise alone. The studied new vajabl
changing the diet, led to significant positive cpes in liver tissue. There were also positive cleanig
muscle, but the results were not statistically icemt. In future studies, emphasis should be gdaon
observing the effects of changing the diet on 8sswrphology and metabolism on whole body level.
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1. Johdanto

1.1 Elimiston energiametabolia

Elimistdssa tapahtuvien fysikaalisten ja kemiadiist prosessien muodostamaa
kokonaisuutta kutsutaan metaboliaksi eli aineerdiaiinaksi. Ravinnosta saatavan
energian hyodyntamisen avulla kehossa voidaan ta#tenutta kudosta kasvun tai
korjauksen tarpeisiin, yllapitdd sopivaa ruumiing@a ja elintarkeiden elinten toimintaa
sekd tehda mekaanista tyotd. Aineenvaihdunta voidhekitella anaboliseen ja
kataboliseen metaboliaan. Katabolisen aineenvaimalun tehtavdnd on hajottaa
ravintomolekyylit vapauttaen niistd energiaa. Arlaiem eli kokoava aineenvaihdunta
puolestaan hyddyntda katabolisesta toiminnastausaanergiaa uusien molekyylien

rakentamiseen.

Elimistossa tapahtuva ravinnon kasittely sisaltééimle vaihetta: ruuansulatus, ravinnon
imeytyminen ja aineenvaihdunta. Nama vaiheet agahgisia, mutta yhteydessa toisiinsa
neuroendokriinisen  eli  hormonaalisen ja hermosefli saatelyn kautta.

Neuroendokriininen jarjestelmd koostuu keskushetosts, autonomisesta hermostosta
seka endokriini- eli umpieritysrauhasista. Keskustwston tehtdvana on koota tietoa eri
kudosten tilasta ja valittaa tarvittavat muutoksetonomisen hermoston hermopaatteiden
sekd umpieritysrauhasista erittyvien hormonien laviibhdekudoksiin. N&in elimistd voi

niin solu- kuin koko kehon tasolla vastata muutivkenergian saannissa ja kaytossa.

1.1.1 Solun energiametabolia

Energiametaboliaa tapahtuu kaikissa kehon soljagkavasti. Yksittaiset solut tarvitsevat
energiaa muun muassa aineiden aktiiviseen kuljerks molekyylirakenteiden
korjaamiseen ja kasvuun sekd mekaaniseen tyOhonvitthga energia saadaan
hapettamalla ravinnosta saatavia molekyyleja jastaimalla vapautunut energia helposti
hyodynnettavaan muotoon korkeaenergisiksi fostdatisteiksi, paaosin
adenosiinitrifosfaattina (ATP). Energia on tamardigteen fosfaattisidoksissa, joista se



vapautuu pienina annoksina fosfaattitdhteiden eéssd. Nisdkkaat voivat tuottaa ATP:ta
kayttdaen energianlahteena glukoosia, rasvahappojantinohappoja. ATP:n tuottaminen

tapahtuu sytoplasmassa sijaitsevissa mitokondaoiss

Solun energiametabolia eli soluhengitys voidaanagakkolmeen paéareaktiosarjaan:
glykolyysiin ~ (kun  energianlahteenda on glukoosi), triginahappokiertoon ja
elektroninsiirtoketjuun. Glykolyysi eli glukoosinilkkominen tapahtuu anaerobisesti
solulimassa. Taméan jalkeen ATP:n tuottaminen tapafdko anaerobisten tai aerobisten
prosessien kautta. Energiantuoton kannalta hy@eayiipi on aerobinen reitti, koska siiné
vapautuu enemman energiaa. Aerobisessa reitisg@dlgygin jalkeinen reaktiosarja on
sitruunahappokierto, joka tapahtuu mitokondriondlsdvolla.  Sitruunahappokierrossa
vapautuu elektroneja ja vetyioneja, jotka oksidet@ssa fosforylaatiossa siirtyvat
valittdjaaineelta toiselle yhdistyen lopulta happelloin muodostuu vetta ja vapautuu
energiaa. Tama reaktiosarja johtaa ravinnon moleksta hapettamalla saatavan energian
varastointiin ATP:Ksi.

1.2 Energiametabolian tasapainon yllapito

Yksilon ravinnonsaanti vaihtelee eri vuorokaudeoai& suuresti. Tastéa huolimatta solujen
saatavilla tulisi olla ravinteita tasaisesti kokara Erityisen tarke&a on yllapitada sopivaa
verensokerin tasoa, silla glukoosi on soluhengiéykpadasiallinen energian- ja tarkeéa
hiilirunkojenlahde muiden orgaanisten yhdisteidemlmistamisessa. Koko kehon

energiametabolian tasapainon yllapidosta vastaasgidneuroendokriinisen jarjestelman
kanssa paasaantoisesti kolme kudosta: lihas-, rgavanaksakudos. Naiden kudosten
metabolista tilaa puolestaan saéadelldadn useiden hermonien valitykselld, joista

tarkeimpia ovat insuliini ja glukagoni. Yksittdistlwrmonin maara veressa ei ole saatelyn
kannalta olennaista, vaan eri hormonien konsemtidah valinen suhde méaaraa kehon

senhetkisen metabolisen tilan.
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1.2.1 Hormonaalinen saately

Hormonit ovat elididen tuottamia monimuotoisia \diditd, jotka vaikuttavat yksilon
fysiologiseen toimintaan ja kayttaytymiseen jo myyienina pitoisuuksina. Rakenteensa
puolesta hormonit voivat kuulua proteiineihin, r@sineisiin sekd amiineihin tai niiden
johdannaisiin. Nisakkailla hormonit erittyvat pa#moumpieritysrauhasista, joita ovat
muuan muassa aivolisake, lisdmunuaiset seka haamedaet. Hormonien paaasiallisena
tehtdvand on yhdistaa keskushermosto kudoksiinigai® jotka puolestaan sdatelevat

muun muassa kasvua, kehitysta ja aineenvaihduntaa.

Hormonit kulkeutuvat kohdekudoksiinsa veren vaktgha. Vaikka hormonit ovatkin
veren avulla lahes kaikkien solujen saatavillakwdavat ne spesifisesti vain tiettyyn
kohdekudokseen, silla hormoneilla on tietyt resaptblormoni saa siten aikaan halutun
muutoksen vain sellaisissa soluissa, joiden soudkial tai tumassa on kyseiselle
molekyylille sopiva reseptori. Hormonimolekyylinikhittyminen reseptoriinsa kaynnistaa

solussa usein signalointireitin, joka voimistuu tededaan valittajamolekyylilta toiselle.

1.2.1.1 Insuliini

Insuliini on haiman Langerhansin saarekkeiflesolujen erittama peptidinormoni, jolla on
tehtavia niin glukoosi-, proteiini- kuin lipidimdtaliassakin. Insuliini muuan muassa
edistdd glukoosin, rasva- ja aminohappojen vanmasioi samalla estden niiden
pilkkoutumista ja vapauttamista verenkiertoon (Keiskatsaus Saltiel ja Kahn., 2001).
Insuliini toimii siten solussa anabolisena sa&ial, vaikuttaen kaikkien kehon
energianlahteiden metaboliaan. Insuliinin erittyidis/ereen edistéad padosin ravinnon
nauttimisen jalkeinen veren glukoosipitoisuudenswow/eren sokeripitoisuuden laskiessa
haiman insuliinineritys  puolestaan  pienenee, jalloi glukoosin  kuljetus

insuliinisensitiivisiin kudoksiin, kuten luustolikaiin laskee.

Insuliini vaikuttaa kohdekudoksiinsa insuliinireseien kautta. Insuliinireseptori kuuluu
solukalvon l&péiseviin tyrosiinikinaaseihin (ks.eigkatsaus Joost, 1995). Se koostuu

kahdesta solukalvon ulkopuolisestalayksikdstéa ja kahdesta solukalvon lapaisevasta
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alayksikdstd muodostaen heterotetrameerisen raenténsuliinireseptori aktivoituu
insuliinin  Kkiinnittyessa sen solukalvon ulkopudiisialayksikoihin, mika saa aikaan
solukalvon lapaisevien tyrosiinikinaasialayksikgide  autofosforyloitumisen
tyrosiinitdhteista (ks. yleiskatsaus White ja Kah®94).

Insuliinin  kiinnittyminen reseptoriin kaynnistaa lgosisaisia signalointireittejda, joiden
vaikutukset on esitetty yksinkertaistettuna kaaaidmvassa 1. Insuliini edistda rasva- ja
aminohappojen sek&a glukoosin ottoa soluun. Aminohagarastoidaan solun sisalla
proteiineiksi. Glukoosi puolestaan varastoidaankgheening ja triglyserideing, tai
hyddynnetaan solun energiametaboliassa glykolyysawtta. Insuliini toimii myods
inhibiittorina, estdaen glykogeenin pilkkoutumista lukgposiksi ja triglyseridin
pilkkoutumista vapaiksi rasvahapoiksi. Aineenvaimdan liséksi insuliini sdatelee muun
muassa geenien ilmenemistd, solujen kasvua jaistuitaista seka proteiinisynteesia
(Schafer ym., 2007; Rubin ym., 2007).

% Glukoosi

Rasvahappo

Protetini
L J ¥
Rasvahappo : Triglyseridi Glukoosi
Clykolyysi / \ \
Glykogeen

Kuva 1. Insuliinin vaikutukset solun metaboliassa. Insuliinin kiinnittyminen reseptoriinsa aktivoi
solunsisdisia signalointireittejd, jotka johtavatsva- ja aminohappojen sekd glukoosin lisdantyesese
kuljetukseen solun sisaéan. Insuliini edesauttaanah@ppojen varastointia proteiineina ja glukoosin
varastointia glykogeenina ja triglyserideina. liisil edistéd myods glukoosin hyddyntamistéa solussa
glykolyysin kautta. Glykogeenin ja triglyseridien ilkkoutuminen inhiboituu insuliinihormonin
vaikutuksesta. (Mukaeltu katsausartikkelista Sigtidahn, 2001)
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Elimistdn sokeriaineenvaihdunnassa insuliinilla byvin olennainen rooli. Insuliinin
avulla plasman glukoosikonsentraatio pysyy 4 jamiali valilla (ks. yleiskatsaus Saltiel
ja Kahn, 2001), jolloin glukoosia on aina sita temevien, elintarkeiden kudosten
saatavilla. Ravinnon nauttimisen jalkeista veramkgbsikonsentraation nousua insuliinin
tiedetddn alentavan kahdella keinolla: alentamallakoosin tuotantoa maksassa ja
edistamalla glukoosin ottoa muissa kudoksissa,rkiuastolihnaksessa (Fleig ym., 1987;

Agius ym., 1990; Somwar ym., 2001).

1.2.1.2 Glukagoni

Glukagonia erittyy haiman Langerhansin saarekkeidsaluista ja se on insuliinin tavoin
peptidihormoni, jonka reseptori sijaitsee solukdéio Glukagonireseptori kuuluu G-
proteiineihin liittyviin proteiinireseptoreihin, jgiind on seitseman solukalvonlapaisevaa
alayksikk6d. Glukagonireseptorissa on havaittu amevuseita saatelykohtia, jotka
vaikuttavat reseptorin aktiivisuuteen konformaatimtosten kautta (Rodbell ym., 1971,
Lad ym., 1977). Solussa glukagonin aikaansaamaptesn aktivoitumisen on havaittu
valittyvan muun muassa G-proteiiniperheeseen kanuvG-proteiinin  kautta (ks.
yleiskatsaus Jiang ja Zhang, 2003).4rG aktivaatio johtaa adenylyylisyklaasin

aktivoitumisen avulla solunsiséaisen kalsiumin vapeniseen (Dillon ym., 1993).

Glukagonin vaikutus solun energiametabolialle omyxsstainen kuin insuliinilla ja se
toimiikin insuliinin antagonistina. Glukagoni edist veren sokeripitoisuuden nousua
edistamalla glykogeenin pilkkoutumista seka glulageneesia muuan muassa maksassa,
jolloin glukoosia vapautuu vereen muiden kudostgidignnettavéksi (Taunton ym., 1974;
Chan, 1984). Glukagoni-hormonia erittyy padsaaasiis/asteena paastonaikaiselle veren

sokeripitoisuuden laskulle.



13

1.2.2 Energiametaboliaa yllapitavat kudokset

1.2.2.1 Maksa

Maksalla on olennainen tehtava koko kehon metabdéiaapainon yllapitamisessa. Maksa
vastaa seka glukoosin varastoinnista ettd sen esyisté ja vapautuksestakin koko kehon
tasolla. Maksakudoksen tehtavana on saadella, ettein sokeripitoisuus nouse liikaa
aterian yhteydessa eika toisaalta laske liian kias ravintoa ei nautita. Kun ruokailun

yhteydessa verensokeri alkaa kohota, varastoidaamaksaan glykogeenina. Ylimaaraista
glukoosia voidaan muuttaa maksasoluissa myds ragvghloin se saadaan varastoitua

energiasisalléltaéan tehokkaampaan muotoon.

Paaston aikana veren sokeripitoisuus ja insuliméé@ra laskevat, jolloin maksakudoksesta
vapautetaan glukoosia muiden kudosten kayttoonloinalglykogenolyysi kiihtyy ja
glukoosin pilkkominen estyy. Maksan glykogeenivéogsn ehtyessa aminohappojen
muuttaminen glukoosiksi kasvaa samalla kun rasvyadjap otto jg3-oksidaatio kiihtyvat.
Maksa-, lihas- ja rasvakudokset siirtyvat paastesib kayttamaan energianléhteinaan
aminohappoja ja rasvoja, sdastden glukoosia kutmkgiille se on ainoa energianlahde.
Naiden mekanismien avulla veren glukoosipitoistasdsaan pidettya tasaisena riippumatta

glukoosin saannista ravinnon kautta.

Insuliiniresistenssi johtaa maksasolujen heikerggeen glukoosin kayttdon saaden aikaan
glykogeenin ja rasvojen kertymisen maksaan (Cho, y2006). Insuliinin toiminnan

heikkeneminen lihas- ja rasvakudoksissa puolestidmaa kohonneeseen vapaiden
rasvahappojen maaraan, silla solujen kapasiteatiitétla sekd glukoosin etta rasvojen
tuloa ylittyy. Normaalisti lisdantynyt vapaidersvahappojen kuljetus solun sisééan lisaisi
glykogeenin varastointia ja rasvojen hapetusta ped@entaisi lipidien synteesia. Kasvanut
rasvahappojen maara yhdistettynd hyperglykemiaamtago kuitenkin kudosten

varastointikyvyn ylittymiseen, mika lisdd vapaidemsvahappojen kuljetusta maksaan.
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Tama johtaa rasvojen kasvaneeseen varastointiiggerideind maksaan, mika puolestaan

heikentaa maksasolujen insuliiniherkkyytta (Sanymel, 2004).

1.2.2.2 Luustolihas

Luustolihakset ovat poikkijuovaista lihaskudostaihdssolukimput koostuvat useista
yksittaisista pitkista lihassoluista, joiden toimallinen, eli supistuva yksikkd on
sarkomeeri. Lihassolut voidaan jakaa kahteen p@gtyy riippuen niiden

aineenvaihdunta- ja  supistumisominaisuuksista. Tyyp!| lihassolut ovat

supistumisominaisuuksiltaan hitaita lihassoluja.taldta soluista koostuvaa lihasta
sanotaan myods punaiseksi lihakseksi, silla se ta#édlunsaasti myoglobiinia, joka on
hemoglobiinin kaltainen happea valittava aine. Tgylplihassolut tuottavatkin energiansa
paaosin aerobisesti, ja niissa on runsaasti mitkoia (Gauthier, 1979; Schwerzmann
ym., 1989; Philippi ja Sillau, 1994). Aerobisen enantuoton kannalta olennaisia ovat
etenkin solukalvonalaiset mitokondriot, joiden aleiivisen kapasiteetin on havaittu
olevan suurempi kuin sytosolissa sijaitsevien natakioiden (Philippi ja Shillau, 1994).

Paaosin tyypin | lihassoluja siséltava lihas omeskiksi pohkeessa sijaitsesaleus-lihas.

Tyypin Il lihassolut ovat supistumisominaisuuksltanopeita, ja ne tuottavat energiansa
paasaantoisesti anaerobisesti. Nopeita lihassddigaltavia lihaksia kutsutaan myos
valkoiseksi lihakseksi johtuen niiden alhaisesta ogigbiinipitoisuudesta. Nopeat
lihassolut voidaan luokitella aineenvaihduntaonsnaksiensa perusteella edelleen
alatyyppeihin Ila ja llIb. lla-tyypin nopeat lihagsb voivat toimia seka aerobisesti etta
anaerobisesti, kun taas llIb-tyypin lihassolut te@mildhes yksinomaan anaerobisesti (ks.
yleiskatsaus Pette, 1985).

Seka glukoosi ettd rasvahapot hapetetaan paassgstidiuustolihaksessa. Luustolihas
onkin merkittavin  glukoosia kuluttava kudos vastatenoin 70-80 %:sta
insuliiniriippuvaisesta glukoosinkulutuksesta (Defizo ym., 1981). Kun insuliinia on
veressd runsaasti, kuljetaan glukoosia lihassolujgisdaan energiantuottoon ja

glykogeenivarastoiksi (Douen ym., 1990). Kun inisiti maara veressa laskee, glukoosin
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otto ja hyddyntaminen lihassoluissa pienenevat jaasl siirtyy kayttdmaan

energianlahteenadn paasaantdisesti vapaita rapahap

Hairiot lihaskudoksen insuliiniherkkyydessa vailawvtt koko kehon glukoosimetaboliaan.
Aiemmin on huomattu rasvaisen ruokavalion aiheattavrasvojen kertymista
luustolihaksiin (de Fourmestraux ym., 2004), miléhtpa lihaksen heikentyneeseen
insuliiniherkkyyteen. Insuliiniresistenssi pieneitéaksen kykya ottaa glukoosia verestg,
edesauttaen diabetekselle tyypillisen korkean segrin kehittymista. Insuliini lisda
glukoosin ottoa lihassoluissa eli myosyyteissa limsdippuvaisten
glukoosinkuljetusproteiinien (GLUT4) avulla. Ingnin kiinnittyessa insuliinireseptori
autofosforyloituu saaden aikaan signalointiketjoka johtaa glukoosinkuljetusproteiinien
varastointivesikkelien siirtymiseen solukalvolles(lyleiskatsaus Watson ja Pessin, 2001).
Nain ollen glukoosinkuljetusproteiinien maara saliwolla kasvaa, jolloin lihas voi
vastaanottaa enemman glukoosia ja hyddyntda sengi@metaboliassaan tai varastoida
glykogeenina. Insuliinin puuttuessa suurin osa GHtKTljetusproteiineista (> 90 %)
varastoituu jalleen vesikkeleissa solukalvon aks. (yleiskatsaus Thong ym., 2005).
Insuliini  siis  vaikuttaa myosyyttien  glukoosinotonparanemiseen lisdamalla
insuliiniriippuvaisten glukoosinkuljetusproteiinielnkumaarad, eikd muuttamalla niiden
aktiivisuutta. Insuliinitason laskiessa GLUT4-kdiljeproteiinit varastoidaan jalleen

vesikkeleissa solulimaan.

1.2.2.3 Rasvakudos

Rasvakudos vastaa lipidien varastoinnista trigigeemd rasvasoluihin eli adiposyytteihin.

Triglyseridien maara adiposyyteissa riippuu raswoggsaan ja uloskuljetuksen valisesta
tasapainosta, jota saadellaan koko kehon tasoka Bermonien ettd hermoston kautta.
Kun ravintoa on vahan saatavilla, triglyseridit sapetaan hydrolyysin kautta vapaina
rasvahappoina verenkiertoon, josta ne ovat muidadosten hyoddynnettavissa. Jos
vapaiden rasvahappojen pitoisuus kuitenkin pysyské@na useamman tunnin, seuraa
insuliiniresistenssi (Randle ym., 1963; Boden yh©91). Tama on tietyissa olosuhteissa
tarkoituksenmukaista, silla talldin glukoosia séatiEin elintéarkeiden kudosten, kuten

aivojen, energiaksi. Insuliini vaikuttaa rasvakuseé&n solunsisaisten signalointireittien
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kautta estéaen triglyseridien pilkkoutumista takaisapaiksi rasvahapoiksi (Smith ym.,
1991). Kun tama saatelymekanismi ei toimi kunnolasvahappoja vapautuu vereen

normaalia enemman, mikéa johtaa rasvojen kertymiseahin kudoksiin.

1.3 Elintavat ja energiametabolia

Elintavoilla, etenkin liikunnalla ja ruokavaliollapn olennainen vaikutus yksilon
energiametabolialle ja sitd kautta terveydelle. Ysik yha suuremman uhan terveydelle
aiheuttaa liikalihavuus, jonka taustalla on usegikah energiaa sisaltdva ruokavalio ja
vahainen liikunta. Nain ollen lihavuudesta johtuwvigairauksien hoidossa avainasemassa
ovat oikeanlainen ruokavalio seka liikunnan lis&&ni Energian tuotannon lahtbaine ja
energianvapautustapa liikunnan aikana riippuvatsteseekijoista, joihin kuuluvat muuan
muassa ruokavalio, likunnan rasittavuus ja kestka fyysisen harjoittelun ja yksilon

terveyden taso (Evans ja Hughes, 1985).

1.3.1 Ruokavalio

Terveellinen ruokavalio sisaltdd sopivassa suhtedsdmea tarkeinta ravintoainetta:
hiilihydraatteja, rasvaa ja proteiineja. Viime vium@svoimakkaasti yleistynyt liikalihavuus
on usein seurausta liilan energiapitoisesta ruol@stal Rasva on energianlahteista se, joka
vaikuttaa olennaisesti saatuun energianmaaraana J@muu siita, ettd rasva sisaltaa noin
kaksi kertaa enemman energiaa kuin vastaava maatgipeja tai hiilihydraatteja. Nain
ollen vaharasvaisempaan ruokavalioon siirtyminenhew#8d paivittain saatua
energiamaarad huomattavasti. Liikalihavuuden jaesiiliittyvien sairauksien mallina on
kaytetty muun muassa C57BL/6-kannan hiiria, si&owat taipuvaisia ylipainoon etenkin

korkearasvaisen ruokavalion yhteydessa (Rebuffe«Sgm., 1993; Gregoire ym., 2002).

1.3.1.1 Hiilihydraatit

Hiilihydraatit ovat elimiston paaasiallinen energihde. Lisdksi ne ovat tarkeitd solujen

rakennus- ja tukiranka-aineita. Hiilihydraatit rakevat monosakkarideista, jotka ovat
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kiinnittyneet toisiinsa glykosidisidoksien avullaundostaen suuren polymeerin. Tietyt
elintarkeat kudokset, kuten aivot, voivat kaytta@ergianlahteenaan lahes yksinomaan

glukoosia, minka vuoksi glukoosi onkin tarkein iyildraateista saatava energianlahde.

Aerobisissa oloissa glukoosi pilkotaan ensin  kabkdekpyruvaatiksi, jotka
dekarboksyloidaan edelleen asetyylikoentsyymi-A:issetyylikoentsyymi-A voi siirtya
mitokondrion matriksiin sitruunahappokiertoon jeebelen oksidatiiviseen fosforylaatioon,
jossa se hapetetaan hiilidioksidiksi ja vedeksilitjidraatit varastoidaan eléinsoluissa
paaosin glykogeening, eli haaroittuneena glukoasirastomuotona etenkin maksa- ja
lihaskudokseen. Tata glukoosin anabolista reititsltaan glykogeneesiksi. Jos glukoosia
on hyvin runsaasti saatavilla, varastoidaan sit&gngnergiatehokkaampaan muotoon
triglyserideind.  Glukoneogeneesilla tarkoitetaan ukgbsin  valmistusta muusta
lahtbaineesta kuin hiilihydraateista, esimerkiksmiohapoista. Glukoneogeneesia
tapahtuu paaosin maksassa verensokerin laskiessa m@ksan ja lihaksen

glykogeenivarastojen ehtyessa.

Eldainmallien avulla on havaittu runsaasti hiilihgdtteja sisaltavan ruokavalion lisdavan
glukoosin hyddyntamista lihaksessa ja maksassa p@fiem Richter, 1992; Surina-
Baumgartner ym., 1996). Hyvin hiilihydraattipitorseruokavalion on my6s havaittu
indusoivan maksan rasvoittumista ja olevan yhtes@lesnetabolisen oireyhtyman
kehittymiseen, jonka tyypillisid piirteitd ovat muumuassa kohonnut verenpaine seké
insuliiniresistenssi (Ackerman ym., 2005). Hiilimgétteja yhdistettynd korkearasvaiseen
ruokavalioon kaytetadnkin yleisesti rotilla ja Hié indusoimaan painonnousua tutkittaessa
ylipainoon kytkeytyneitéd sairauksia, kuten insul@sistenssia ja tyypin 2 diabetesta
(Surwit ym., 1995; Murase ym., 2001).

1.3.1.2 Lipidit

Lipidit ovat hiilihydraattien jalkeen elimiston seksi tarkein energianlahde. Ne ovat myods
solukalvojen olennainen rakennusaine. Suurin osénman lipideistd on rasvoja eli

triglyserideja. Ne koostuvat glyserolista seka kedta siihen esterisidoksella liittyneestéa
rasvahaposta. My6s muita lipideja, kuten kolestarahonoglyserideja seka fosfolipideja

esiintyy ravinnossa pienia maaria. Yhteista kakilpidiyhdisteille on, etta ne liukenevat
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huonosti veteen. Verisuonissa lipidit kuljetetaankiproteiineihin  yhdistettying,

lipoproteiineina, jolloin ne ovat vesiliukoisia.

Koska rasvat sisaltavat runsaasti energiaa, otetadddyttoon, kun elimistdon helpommin
hyddynnettavd energia on kaytetty. Talldin rasvojeiglyseridirakenne hajotetaan
lipaasientsyymin avulla ensin glyseroliksi ja rdsapoiksi. Vapautuneet rasvahapot
siirtyvat hajotettavaksi mitokondrioihifi-oksidaatioon ja glyseroli puolestaan kuljetetaan
maksaan glykolyysin tarpeisiin. Lipidien synteetagahtuu padosin rasvakudoksessa ja
maksassa. Triglyserideja tuotetaan etenkin sillkim glukoosia on runsaasti saatavilla.
Talldin osa soluun tulevasta glukoosista voidaamasteida energiatehokkaampaan
muotoon eli triglyserideiksiDe novo -lipidisynteesilla tarkoitetaan lipidien rakentaraist

pienistd, kahden hiilen yksikoista.

Korkearasvainen ruokavalio tehostaa rasvojen katiergianlahteena. Selvin muutos on
yleensa juuri lisdantynyt kyky hyoddyntdd rasvojaergianlahteenda, mika on seurausta
Lipoproteiinilipaasi on entsyymi, joka kataboliswiglyseridien pilkkoutumista vapaiksi
rasvahapoiksi ja glyseroliksi rasvakudoksessa. N&pautuneet rasvahapot siirtyvat
verenkierron mukana energianlahteeksi muun muasskslin. Lipoproteiinilipaasin
ohella myds muiden rasvahappojen hajotukseen t@vigh entsyymien maara seka

maksassa etta lihaksissa kasvaa (Kim ym., 200feFym., 2007).

Ylipainoon liittyvia sairauksia tutkittaessa korkasvainen ruokavalio on yleinen keino
painonnousun indusointiin koe-elaimil{®scai 1982; Collins ja Surwit, 1996; Kim ym.,
2004). Kun ruokavaliosta saadaan energiaa enemmi#n étimistd ehtii sitd kuluttaa,
varastoituu ylimaarainen energia glykogeenina iglyserideina kudoksiin. C57BL/6J-
kannan hiirilla tehdyissa kokeissa on havaittu karasvaisen ruokavalion johtavan
triglyseridien kertymiseen rasvakudoksen ohella saaka lihaskudoksiin (Straczkowski
ym., 2001; Gregoire ym., 2002; Lee ym., 2006b)ahipaljon energiaa sisaltava ravinto
Voi siten paitsi muuttaa elimiston tarkeiden kudastenergiametaboliaa, myds vaikuttaa

niiden morfologiaan. Taman solunsisdisen rasvapkgsen on tutkimuksissa havaittu
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olevan yhteydessa insuliiniresistenssin kehittyems@Goodpaster ym., 2000; Samuel ym.,
2004).

1.3.1.3 Proteiinit

Proteiinit ovat solun elintarkeitéa rakenneosiadks proteiineilla on useita eri tehtavia; ne
toimivat muun muassa entsyymeind kemiallisissa tieigka, kuljetuskanavina
solukalvolla seka vasta-aineina elimiston immuualpstuksessa. Proteiinit koostuvat
peptidisidoksin toisiinsa liittyneistd aminohapaist joita esiintyy eldinsoluissa

kaksikymmenta erilaista.

Ravinnosta saatavat aminohapot kaytetaan solulésgitosin proteiinisynteesiin, mutta
jos aminohappoja on runsaasti saatavilla, voidaanhapettaa sitruunahappokierrossa
energian saamiseksi. Yleisemmat syyt aminohappkigitoon energianlahteena ovat
kuitenkin paasto tai hoitamaton diabetes, jolloimaksista vapautuu proteiineja
energiametabolian kayttéén. Nama proteiinit kulkeat veren mukana maksaan, jossa
aminohappojen hiilirungoista  vapautetaan energiaai ttuotetaan glukoosia

glukoneogeneesin avulla.

Korkean proteiinipitoisuuden vaikutuksia yksiloneegiametabolialle ei ole tutkittu yhta
kattavasti kuin hiilihydraattien ja rasvojen vailkisia. Rotilla tehdyisséa tutkimuksissa on
havaittu ruokavalion korkean proteiinipitoisuudefevan yhteydessd vahentyneeseen
kehon rasvanméaaraan, pienentyneeseen adiposyykiddoon sekd parantuneeseen
verensokerinsaatelyyn (Baum ym., 2006; Blouet y00Q6). Proteiinipitoista ruokavaliota
on myoOs kaytetty insuliiniresistenssin hoitoon giipoisilla potilailla (Farnsworth ym.,
2003). Naissa tutkimuksissa ruokavalio on kuitenkighdistetty rajoitettuun
energiansaantiin, jolloin ei voida suoraan paataetéka vaikutus itse ruokavaliolla on
yhdessa laihdutuksen ja energiametabolian muutostanssa glukoositoleranssin

paranemiseen.
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1.3.2 Liikunta

Liikunta kuluttaa ravinnosta saamaamme energiaa kekossa jo olevia energiavarastoja.
Liikunta vaikuttaa osaltaan my6s kehon siséeritysgielmaan; sen aikana adrenaliinin ja
noradrenaliinin vapautus lisémunuaisista lisdantgsteena sympaattisen hermoston
aktiivisuudelle (Richter ym., 1981; Hoelzer ym.,869. Samalla glykolyysi maksassa ja
lihaksessa lisdantyy kasvaneen energiantarpeen ampgtlipolyysi rasvakudoksessa
stimuloituu (Ahlborg ym., 1974). Nama muutokset\vedaaikaan energian vapautumisen
lisaten energiametaboliaan tarvittavien —metab@iitt mobilisaatiota. Lihaksen

supistuminen myos liséa glukoosin aktiivista ottid@assolujen sisdan, jolloin veren

sokerin hyddyntdminen lisdantyy. Tama puolestaskela hieman insuliinin maaraa

veressa alentaen vastaavasti glukagonin erittymista

Fyysisesta harjoittelusta seuraa yksilolle myosofggisia muutoksia: mitokondrioiden

maara ja energiametabolian oksidatiivisten entsgpmimaara lihaksissa kasvaa,
kapillarisaatio lisaantyy ja lihaksen rasva- ja kglgeenivarastot lisaantyvat (Holloszy,
1967; Mole ym., 1971). Nam& muutokset ovat suuranfpinaisessa lihaksessa, eli tyypin |
lihassoluissa. Harjoittelevilla yksildilla on mydsavaittu olevan enemman tyypin | eli
hitaita lihassoluja, jotka toimivat paaosin aerebts (Luginbuhl ym., 1984; Staron ym.,
1984).

Koska lihaksen ja maksan glykogeenivarastot oatlisa, taytyy kehon tuottaa energiaa
muistakin lahteista kuin glukoosista. Tata varteaksassa tapahtuu glukoneogeneesia,
jolloin glukoosia tuotetaan muista lahtbaineistankiiilinydraateista. Glukoosia voidaan
likunnan yhteydessa tuottaa esimerkiksi lihaksistpautuvista laktaatista ja pyruvaatista,
tai rasvakudoksen vapauttamasta glyserolista. Néllen maksa kierrattdd muita
metaboliitteja yllapitdadkseen sopivaa verensoker@ukoosin ohella rasvat ovat
aerobisessa liikunnassa tarkea energianlahde. Rasreat tarjota energiaa ATP:n
tuotantoon kolmesta eri lahteesta: lihaksen tarailasdoksen triglyseridivarastoista seka
seerumin  vapaista rasvahapoista. Rasvojen hyodymtdm on tehokkainta

submaksimaalisessa liikunnassa, silla rasvahapeistaida tuottaa ATP:ta anaerobisesti.
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MyOs vapaiden rasvahappojen maara veressa onimajglljoten liikunnan kannalta

olennaisin energianlahde ovat rasvakudoksesta uaturasvahapot.

Lihaksissa olevat mitokondriot voidaan jakaa kahtea ryhmaan: myofibrillien valeissa
sijaitseviin solunsisaisiin mitokondrioihin sekdd@lvonalaisiin mitokondrioihin. Naista
solukalvonalaiset tuottavat padasiassa energiaa bra@mkuljetukseen, kun taas
solunsisaiset tuottavat energian lihaksen supisteemn. Mitokondriopopulaatioilla on
havaittu olevan erilaiset morfologiset, fysiolodisga biokemialliset ominaisuudet
(Cogswell ym., 1993; Koves ym., 2005). Myofibrilievileissa sijaitsevat mitokondriot
ovat kooltaan pienid, ja ne sijaitsevat nimensaaragsti supistuvien filamenttien valeissa.
Solukalvonalaiset mitokondriot puolestaan ovat msdiooltaan suurempia ja ne
ryhmittyvat solukalvon alle tiiviiksi keraymiksi. éstavyysharjoittelun on havaittu lisdavan
mitokondrioiden biogeneesia seka oksidatiivistadsipettia (Mole ym., 1971; Gordon
ym., 2001). Mitokondriopopulaatioista solukalvonsian mitokondrioiden on havaittu
antavan suuremman vasteen liikunnalle niin mitokimidien kasvaneena pinta-alana kuin
lisdantyneena oksidatiivisena kapasiteettinakiz€Bu ym., 1998).

1.4 Energiametabolian hairitt

1.4.1 Ylipaino

Yksi nykyajan nopeimmin yleistyvista terveysriskéion ylipaino. Terveelld ihmisella
positiivinen energiatasapaino johtaa ylimaaraiseergian varastointiin triglyserideina
rasvakudokseen (ks. yleiskatsaus Savage ym., 2BQif).positiivinen energiatasapaino
jatkuu pitkaan, seuraa liikalihavuus. Maailman éssjarjestt WHO:n (World Health
Organisation) mukaan liikalihavuus maaritelladn deehrasvakudoksen lisaantyneena
kertymisend siind maarin, ettd se alkaa olla tetgly vaarallista (vuoden 2000
maaritelmd).  Ylipaino maaritelladn yleisesti kehomassaindeksilla, joka lasketaan

jakamalla paino (kg) pituuden neliélla Im
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Taulukko 1. Aikuisten luokittelu kehon massaindeksin mukaan

Kehon massaindeksi Luokittelu
> 30,0 Liikalihavuus
>25,0 Ylipaino
18,5-24,99 Normaalipaino

Ylipaino lisda riskeja sairastua muihin energiarbelian hairidista johtuviin sairauksiin,
joista hyvin yleinen on tyypin 2 diabetes. Kun kehnassaindeksin arvo nousee yli 25,0,
joka on ylipainon raja, kasvaa riski sairastuakkélkehon massaindeksi ei kuitenkaan
yksin riitd terveysriskien arvioimiseksi, vaan mg&td on myods silla, mihin rasva on
kertynyt. Tyypillistd diabeetikoille on etenkin Kegartaloon sisaelinten ymparille kertyva
rasva (Miyazaki ym., 2002), jonka on havaittu olewhteydessa insuliiniherkkyyden
alenemiseen (Gabriely ym., 2002). On arvioitu, €@ 25-35 % insuliinin toiminnan
muutoksista on yhteydessa juuri ylipainoon (ks.iskatsaus Reaven ym., 2004).
Keskivartaloon kertynyt vatsaontelon sisdinen rasagauttaa verenkiertoon muita
rasvakudoksia enemman vapaita rasvahappoja, silléi ®le herkka insuliinin lipidien
pilkkoutumista estavalle vaikutukselle (ks. yleitsdeaus Bjorntorp, 1991). Nain syntyvaa,
diabetekselle tyypillistd kohonnutta vapaiden rasygojen maaraa kutsutaan
hyperlipidemiaksi.

1.4.2 Insuliiniresistenssi

Insuliiniresistenssi maaritelladn siten, ettéd yiethaara insuliinia aiheuttaa normaalia
pienemman biologisen vasteen (ks. yleiskatsausggaym., 2007). Pienentynyt insuliinin
eritys tai sen heikentyneet vaikutukset kohdekudsksvahentéavat insuliinin stimuloimaa
glukoosinottoa, mikd puolestaan johtaa veren spkeisuuden nousuun. Tama kehon

energiametabolian hairid on myos yksi tyypin 2 étafxsen tyypillisimmista piirteista.
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1.4.2.1 Rasvahappojen indusoima insuliiniresisteniss

Vuonna 1963 kiinnitettin ensimmaisen kerran hudmiovapaiden rasvahappojen
merkitykseen insuliiniresistenssin synnyssé (Ragdie 1963).Normaalisti ylimaarainen
energia varastoidaan rasvakudokseen triglyserideikkopulta rasvakudoksen
varastointikyky voi ylittyd, jolloin triglyserideja alkaa kertyd muualle kuin
rasvakudokseen, esimerkiksi maksaan ja luustolitmkks. yleiskatsaus Unger, 2003).
Ylimaaraisten lipidien kertyminen muualle kuin rakudokseen voi johtua paasaantdisesti
kolmesta eri syysta:

1) rasvahappojen lisdantynyt kuljetus solujen sisaan

2) rasvahappojen kasvanut tuottaminen kudoksessa

3) rasvahappojen vahentyndoksidaatio tai kulutus (ks. yleiskatsaus Shuln290)

Solunsisaisen rasvan kertyminen muualle kuin rasdekseen voi johtaa rasvahappojen

aiheuttamaan insuliiniresistenssiin (ks. yleiskass&hullman, 2000).

Luustolihas

Luustolihas on kehon merkittéavin glukoosia kulugtakudos (DeFronzo ym., 1981).
Taman vuoksi sen heikentynyt insuliiniherkkyys wdtka koko kehon

glukoosimetaboliaan. Aiemmin on huomattu rasvaisgrkavalion aiheuttavan rasvojen
kertymistd luustolihaksiin (de Fourmestraux ym.,020 Goodpaster ym. (2000)
havaitsivat lisaksi, ettd lihassolujen triglysemdiara oli lisaantynyt erityisesti
ylipainoisilla tyypin 2 diabetestd sairastavilla nk#édilla. Yksinkertaistettu kaavio

rasvahappojen indusoiman insuliiniresistenssin tidsta signalointireitista lihaksessa on

esitetty kuvassa 2.

Kohonnut pikaketjuisten rasvahappojen maara on assta joko lisdaantyneesta
rasvahappojen otosta soluun, pienentyneestd ras\WjEksidaatiosta tai molemmista.
Tama lisaa diasyyliglyserolin (DAG) maaraa solugéBa johtaen tietyn proteiinikinaasi
C:n (PKC©) aktivointiin ja insuliinireseptorin substraatti:nl (IRS-1) seriini- ja

treoniinifosforylaatioon. Tama estaa IRS-1:n tymugdsforylaatiota, joka normaalisti
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tapahtuisi vasteena insuliinin kiinnittymiselle.SR.:n seriini-treoniinifosforylaatio inhiboi
fosfatidyyli-inositoli 3-kinaasin (Pl 3-kinaasi) itnintaa. Pl 3-kinaasin toiminnan lasku
puolestaan estda solukalvolla olevan fosfatidyydisitoli-4,5-bisfosfaatin  (PHP
muuttumista fosfatidyyli-inositoli-3,4,5-trisfosftlsi (PIP), jolloin myds proteiinikinaasi
B:n (PKB) aktivaatio laskee. PKB:n aktivaation laskhiboi glukoosinkuljetusproteiinien
varastointivesikkelien siirtymistd solukalvolle. gBalointiketju johtaa lopulta siihen,
etteivat glukoosinkuljettajaproteiinit siirry solakolle vasteena insuliinille, jolloin
lihaksen glukoosinottokyky pienenee (ks. yleiskass&avage ym., 2007).

Insuliini.
resepiori

Rasvahappo

/—

HBetTre kitaasi

3

Pitkdketjuinen 1
rasvahappo-Cod

4

Gluko osinkuljetusproteiinien
B-oksidaatio l varastointivesikkeli
GLUT4

Kuva 2. Yksinkertaistettu kaavio rasvahappojen indusoimastainsuliiniresistenssista luustolihaksessa.
Rasvahappojen kertyminen solun sisdan yhdessaintap-oksidaation kanssa lisdavéat koentsyymi A:han
(CoA) liittyneiden pitkaketjuisten rasvahappojen ggasyyliglyserolin (DAG) maaria. Tama laukaisee
reaktioketjun, jossa aktivoitunut proteiinikinaasi (PKC-©) fosforyloi insuliinireseptorin substraatti 1:n
(IRS-1) seriini- ja treoniinikohdista. Tama est&SH1:n tyrosiinifosforylaatiota johtaen fosfatidisiositoli
3-kinaasin (Pl 3-kinaasi) aktivaation laskuun. Né&tien fosfatidyyli-inositoli-4,5-bisfosfaatin (PP
muuttuminen fosfatidyyli-inositoli-3,4,5-trisfosfaksi (PIP;) estyy saaden aikaan proteiinikinaasi B:n (PKB)
aktivaation laskun. Reaktioketju johtaa siihengigtit glukoosireseptorien varastointivesikkelitrgi enaa
solukalvolle, jolloin insuliinin stimuloima glukoasotto heikkenee. (Mukaeltu katsausartikkelista iMor
ym., 2006)
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Maksa

Maksa vastaa glukoosin varastoinnista, synteegistapautuksesta koko elimistdn tasolla
pitden veren sokeripitoisuuden tasaisena. Kun veo&rripitoisuus on korkea, kuljetetaan
glukoosia maksasoluihin eli hepatosyytteihin glukio&uljetusproteiini 2:n (GLUT2)
kautta. Glukoosin kuljettaminen maksasoluissa omlooaalisesti sdéadeltyd, mutta toisin
kuin luustolihaksissa olevat GLUTA4-kuljetusprotéiin GLUT2-proteiinit eivat ole
suoranaisesti insuliinisensitiivisia (Nevado ym.p08). Kun ruokailun yhteydessa
verensokeri alkaa kohota, varastoidaan se makdglanggenina. Kun glukoosia on hyvin
runsaasti, hyoddynnetddn glukoosista saatava as@ggtsyymi-A lipogeneesissa
varastoiden osa glukoosista soluun rasvoina. Ylesialstettu kaavio rasvahappojen
indusoiman insuliiniresistenssin ehdotetusta signéfeitista maksassa on esitetty
kuvassa 3.

Pitkéketjuisten rasvahappojen ylim&arainen kertgminmaksasolujen sisdan johtuu
lisdantyneesta rasvahappojen kuljetuksesta sohiltohonneesta lipidisynteesista. Kuten
lihaskudoksessakin, syyksi on arveltu myds mitockmiden pienentynyttd rasvojes
oksidaatiota. Kohonnut pitkéketjuisten rasvahappojmaarda johtaa kohonneeseen
diasyyliglyserolin (DAG) konsentraatioon, joka pestaan aktivoi tietyn proteiinikinaasi
C:n alatyypin, joka on maksassa PKC-PKC< Kkiinnittyy solukalvolla olevaan
insuliinireseptiin inaktivoiden sen. Tama johtaauhinireseptorin substraatti 2:n (IRS-2)
vahentyneeseen tyrosiinifosforylaatioon, jolloinsfitidyyli-inositoli 3-kinaasin (Pl 3-
kinaasi) toiminta estyy (ks. yleiskatsaus Savage 2007).

PI3-kinaasin aktivaation lasku on yhteydessd prokenaasi B:n (PKB) toiminnan
estymiseen solukalvolla olevien BiR ja PIP;:n kautta, mik& voi puolestaan johtaa
glykogeenin synteesiin laskuun glykogeenisyntaasisi-3:n (GSK3) kautta. PKB:n
inhibiition arvellaan olevan myos yhteydessa glid@myeneesin nousuun tumassa olevan
FOXO-proteiinin ("forkhead box protein O”) toiminnanoustessa. Glukoneogeneesin
noustessa kuljetetaan sokeria yhd enemman solusta 8solukalvolla olevan
glukoosinkuljetusproteiinin (GLUT2) kautta (ks. idkatsaus Savage ym., 2007).
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Solukalvo Glukoosi

Rasvahappo

/

e §

Bet/Tre kitaasi

3

Pitkiketininen 1
ragvahappo-Cod

4

Lipidisyntes sit

Kuva 3. Yksinkertaistettu kaavio rasvahappojen indusoimasta insuliiniresistenssista
maksakudoksessa.Rasvahappojen kertyminen solun sisdén yhdesséntigigen lipidisynteesin kanssa
lisdavat koentsyymi A:han (CoA) liittyneiden pitlétjuisten rasvahappojen ja diasyyliglyserolin (DAG)
konsentraatioita. TAma laukaisee signaalireitissgotietty aktivoitunut proteiinikinaasi C (PKgL-inhiboi
insuliinireseptoria ja estéa insuliinireseptorinbswaatti 2:n tyrosiinifosforylointia (IRS-2). Tamahtaa
fosfatidyyli-inositoli 3-kinaasin (Pl 3-kinaasi) aktivointiin, mik& puolestaan estda solukalvollawain
fosfatidyyli-inositoli-4,5-bisfosfaatin (PHP muuttumista fosfatidyyli-inositoli-3,4,5-trisfasétiksi (PIR).
Nain ollen proteiinikinaasi B:n (PKB) aktivaatioskee. PKB:n toiminnan inhibointi johtaa vahentyresss
glykogeenisyntaasi-kinaasi-3:n (GSK3) aktivaatigarsitéd kautta glykogeenin synteesin laskuun. RPKB:
aktivaation laskun uskotaan myds johtavan FOXO:forkhead box protein O”) aktivaation nousuun
tumassa, joka johtaa lopulta glukoneogeneesin kasgeka glukoosin vapauttamiseen solun ulkopuolelle
(Mukaeltu katsausartikkelista Morino ym., 2006)

Glykogeenin ‘

p-oksidaatio? 'l aynteesi

Tuma

1.4.3 Metabolinen oireyhtyma

Tyypin 2 diabeteksen puhkeaminen seké sydan- jsuanitaudit ovat usein yhteydessa
metaboliseen oireyhtymaan. Oireyhtyma kuvattiin 3820-luvulla mutta diabeteksen
yhteydessé se otettiin ensimmaisen kerran esilbeva 1988 (ks. yleiskatsaukset Alberti
ym., 2005; Reaven, 1988). Metabolinen oireyhtymaskau useista eri oireista, eika sita
voida yksiselitteisesti maaritelld. Taudista onéllut kédytdsséa useita eri nimityksid; muun
muassa syndrooma X, dysmetabolinen syndrooma ydiimeesistenssioireyhtyma (WHO,
1999). Kaikkien naiden nimitysten taustalla ovat itdokin samat sydan- ja
verisuonitautien riskitekijat. Nykyisin kaytt6oén owakiintunut termi metabolinen

oireyhtyma.
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Metabolinen oireyhtyma on eras esimerkki useidein sairauksien ja riskitekijoiden
kertymisesta samalle henkil6lle. Tallaisia riskijgka ovat esimerkiksi muuttuneet veren
rasva-arvot, korkea verenpaine, ylipaino ja insufsistenssi (ks. yleiskatsaus Laaksonen
ja Niskanen, 2006). Useilla eri jarjestoilla on dreaosituksensa metabolisen oireyhtyméan
maarittelemiseksi. Naista tunnetuimpia ovat Maafnnmerveysjarjeston (WHO, 1999) ja
International Diabetes Federationin (IDF) kritegls. yleiskatsaus Alberti ym., 2005).
Talla hetkella yksi kaytetyimmista on IDF:n madaré, joka on esitetty taulukossa 2.
Tassd maaritelmadssa ensimmainen merkki metabalisesireyhtyméasta on
keskivartalolihavuus, jonka lisdksi potilaalla w®leolla vahintdan kaksi seuraavista
kriteereista: alentunut HDL-kolesterolipitoisuus H = high-density lipoprotein, yksi
veren lipoproteiinityyppi) tai kohonnut triglysenmitoisuus, verenpaine tai plasman
glukoosipitoisuuden paastoarvo. Tiettyja veren aaswojen muutoksia, kuten edella
mainittuja triglyseridipitoisuuden nousua ja HDLHsterolipitousuuden laskua,

nimitetdan yhdessa dyslipidemiaksi.

Taulukko 2. Metabolisen oireyhtyman kriteerit International Bées Federationin (IDF) mukaan.
Keskivartalolihavuus
Vyoétardn ymparysmitta Naisilla80 cm
Miehilla> 94 cm

Lisaksi kaksi seuraavista kriteereista:

HDL-kolesterolipitoisuus Naisilla < 1,29 mmol/l
Miehilla < 1,03 mmol/l
tai pieneen HDL-kolesterolipitoisuuteen kohdistlé&@kehoito

Triglyseridipitoisuus > 1,7 mmol/l
tai suureen triglyseridipitoisuuteen kohdistuvekitioito

Kohonnut verenpaine systolinen > 130 mmHg
diastoliner> 85 mmHg
tai aikaisemmin todetun korkean verenpaineen |&gikeh

Plasman glukoosipitoisuuden > 5,6 mmol/l
paastoarvo tai aikaisemmin todettu tyypin 2 diabetes

Keskivartalolihavuuden ohella tyypillistd metabells oireyhtymalle on triglyseridien
epanormaali kertyminen muun muassa luustolihaksitaksaan ja jopa verisuonten
seinamiin. Ylimaaraisen rasvan kertyminen lihaksigikentdd niiden glukoosinottoa ja
lipidien kuljetus maksakudokseen puolestaan he#léentaksan insuliiniherkkyyttad. Kehon

energiametabolian muutokset johtavat lopulta mydgngntyneeseen HDL -
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kolesterolipitoisuuteen sek&a verenpaineen nousublima veriarvojen muutokset
yhdistettynd verisuonten seinamiin kertyvan rasvikanssa altistavat sydan- ja

verisuonitaudeille.

Keskivartalolihavuus ja siihen liittyva metabolineireyhtyméa ovat Suomessa hyvin
yleisia. Suomessa aikuisvaestdsta tautia esiindyty 89 %:lla miehista ja 22 %:lla naisista
(Narinne-Parikka ym., 2004). IDF:n maéarittelemapotarén ymparysmitan perusteella
jopa noin 69-76 % suomalaisista on metabolisenyliyenan riskiryhméassa (Peltonen
ym., 2006). Viiden vuoden seurantatutkimuksessa avaittu, ettd metabolista
oireyhtymaa sairastavilla on noin 3,5-kertainekirgairastua tyypin 2 diabetekseen (ks.
yleiskatsaus Laakso, 2005). Terveysriskeiltdan bwoditeen oireyhtyma on hyvin

samankaltainen kuin tyypin 2 diabetes, mink& vuo&en aikainen diagnosointi ja

hoitaminen ovat tarkeassa asemassa lisasairaudsi@msemisen kannalta.

1.4.4 Diabetes

Diabetes mellitus eli sokeritauti on aineenvaihdsatraus, joka voidaan jakaa paaasiassa
tyypin 1 ja tyypin 2 diabetekseen. Tyypin 1 dialseheutuu haiman Langerhansin
saarekkeiden insuliinia erittavieprsolujen autoimmuuniohjatusta tuhoutumisesta, joka
johtaa kykenemattomyyteen tuottaa insuliinia. Tyypl diabetesta nimitetadan myos
nuoruusian diabetekseksi, silla tauti kehittyy s#ssti lapsuudessa tai nuoruusiassa. Tyypin
2 diabeteksessa haimfirsolut eivat ole tuhoutuneet, mutta niiden kykyttaa insuliinia

on pienentynyt samalla kun insuliinin vaikutuksethBekudoksissa ovat heikentyneet.
Tyypin 2 diabetes kehittyy usein vasta aikuisiatsavanhuudessa, minka vuoksi sita
kutsutaankin aikuisidn diabetekseksi. Insuliinintyssen tai toiminnan hairiintyminen
johtaa diabetekselle tyypilliseen veren sokerigiioiden nousuun. Seka tyypin 1 etta 2
diabeteksessa hoitona on ruokavalion muuttaminka wevittaessa likkunnan liséaminen.
Nuoruusién diabeteksen hoidossa tarvitaan lisdssiliinipistoksia korvaamagsolujen
toimintaa.
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Maksa- ja lihaskudoksilla on tarkea rooli elimisténergiametaboliassa. Maksa vastaa
muun muassa glukoosin varastoinnista ja tuotanngkipitden energiatasapainoa koko
kehon tasolla. Luustolihakset puolestaan ovat wastu glukoosin ja lipidien kulutuksesta
mekaanisen tyon kautta. Molemmissa naissa kudaksies havaittu tapahtuvan

aineenvaihdunnan muutoksia tyypin 2 diabetekseittigahisen yhteydessa.

Ylipaino ja vahainen liikunta ovat tyypin 2 diableten yleistymisen suurimpia geeneista
rippumattomia aiheuttajia (ks. yleiskatsaus Zimmé&®©99). Rasvaisen ruokavalion
ailkaansaama positiivinen energiantasapaino johtaatoksiin lipidimetaboliassa, mika

havaitaan muun muassa rasvojen kertymisend makséihgskudoksiin. Ylimaaraisen

rasvan kertymisen muualle kuin rasvakudokseen owaitta olevan yhteydessa

insuliiniresistenssiin, joka on yksi diabeteksejtgpillinen piirre (ks. yleiskatsaus Kovacs
ja Stumvoll, 2005). Taudin syntymekanismien sedwitinen on tarkeaa, silla tyypin 2

diabetes aiheuttaa useita lisdsairauksia, joidetarh;nen on hankalaa ja yhteiskunnalle
kallista.

1.4.4.1 Tyypin 2 diabetes

Tyypin 2 diabetes on talla hetkella yksi maailmaropgimmin yleistyvista
elintapasairauksista. On arvioitu, ettd vuoteen520#nnessa tautia sairastaisi jopa 300
miljoonaa ihmistd ympari maailman (ks. yleiskatsadimmet ym., 2001). Tyypin 2
diabetes on hyvin yleinen Suomessa ja se onkin k&ssantaudeistamme. Suomessa on
talla hetkella hoidossa arviolta 300 000 diabeet#kkoista noin 250 000 sairastaa tyypin 2
diabetesta. On arvioitu, ettd laskettaessa mukdabet@sta tietdméttdan sairastavat
suomalaiset, nousisi sairastavien kokonaismaargpuydilen miljoonan (ks. yleiskatsaus
Reunanen 2004).

Tyypin 2 diabeteksen tarkeimpia riskitekijoitéa taudehittymiselle ovat perinndéllinen
taipumus, vahainen liikkunta sekd ylipaino. Epéateliset elintavat ja yleistynyt
likalihavuus ovat lisanneet tyypin 2 diabeteksesiintymistd jopa siind maarin, etta
nykyisin tautia tavataan myds lapsilla ja nuor{lagot-Campagna ym., 2001). Diabetes

on monisyinen aineenvaihduntasairaus, joka vailuttko elimistoon. Taudille tyypillista
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ovat ongelmat niin hiilihydraatti-, rasva- kuin pEoniaineenvaihdunnassakin. Tyypin 2
diabeteksen peruspiirre on kuitenkin veren sokimigiiuden nousu eli hyperglykemia,
joka on seurausta joko lilan vahaisesta insuliieiityksesta tai sen tehottomuudesta
kohdekudoksissa. Insuliinin tehottomuus kohdekudsks voidaan havaita veren
kohonneesta insuliinimaarastd, eli hyperinsulinstaia kun keho tuottaa ylim&arin

insuliinia kompensoidakseen sen toimimattomuuttade&kudoksissa.

Tyypin 2 diabetes diagnosoidaan plasman glukoosmperusteella taulukon 3 mukaisesti.
Taulukon arvot perustuvat Maailman terveysjarjesttvHO:n diabeteskriteereihin
vuodelta 1999. Paastoglukoosiarvo maaritetdan yorkestaneesta paastosta. Kahden
tunnin glukoosiarvo mitataan glukoositoleranssiésst antamalla yon yli paastonneelle
koehenkilolle 75 g glukoosia liuoksena suun kautta.

Taulukko 3Glukoosinsietokyvyn diagnoosit plasman glukoosigen perusteella

Diagnoosi Paastoglukoosi 2 tunnin arvo
(mmol/l) (mmol/l)
Normaali <6,1 <78
Kohonnut paastoglukoosi 6,1-6,9 <78
Heikentynyt glukoosinsieto <70 78-11,0
Tyypin 2 diabetes >7,0 >11,0

Tyypin 2 diabeteksessa paastoglukoosiarvon on altdiv7,0 mmol/l ja kahden tunnin

glukoositoleranssitestin arvon yli 11,0 mmol/l. béeksen toteamisen lisaksi on ryhdytty
Kiinnittdamaan yhad enemman huomiota myds lievempgilukoosiaineenvaihdunnan

hairiéihin,  kuten  kohonneeseen paastoglukoosiarvosekd heikentyneeseen
glukoosinsietoon glukoositoleranssitestissa (tékdul). Sekd kohonnut paastoglukoosi
ettd heikentynyt glukoosinsieto altistavat diabe&k kehittymiselle sekd sydan- ja
verisuonitaudeille. Hoitamattomana noin joka kolmelie ihmisistd, joilla on todettu

heikentynyt glukoosinsieto, kehittyy aikuisian diétés 5-10 vuoden sisalla (Vaccaro ym.,
1999).
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2. Tutkimuksen tarkoitus

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli selvittéda Iiikan ja ruokavalion vaikutusta hiiren
lihas- ja maksakudoksen hienorakenteeseen sekéa saath kautta lisétietoa

elintapasairauksien synnysta. Tutkimuksen tarksiuia oli:

1) Selvittda liikunnan ja ruokavalion vaikutuksia golwsiséan kertyvan rasvan
maaraan maksa- ja lihaskudoksessa.

2) Tutkia ruokavalion ja liikunnan yhteytta solunsgén rasvapisaroiden kokoon
seka kappalemaaraan.

3) Selvittda likunnan ja ruokavalion vaikutusta sallvonalaisten

mitokondriokeraymien pinta-alaan lihaskudoksessa.
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3. Materiaali ja menetelmat

3.1 Koeasetelma

Tutkimuksen koesarja tehtiin C57BL/6J-hiirikannaroshiirilla (Jyvaskylan yliopiston
koe-eldintoimikunta, lupanumero 55/12.12.2005). Bh&k oli kuusi ruokavalion ja
likunnan suhteen erilaista ryhmaa, joista jokasesli viisi hiirtd (n = 5). Koeryhmat

olivat seuraavat:

1) Kontrollil0 on hiiri, joka on saanut 10 % energasst rasvoista

2) Kontrolli60 on hiiri, jonka on saanut 60 % energgas rasvoista

3) Juoksijal0 on hiiri, joka on saanut 10 % energastasvoista, ja sen hakissa on
ollut juoksupyora

4) Juoksija60 on hiiri, jonka on saanut 60 % energ@strasvoista, ja sen hakissa on
ollut juoksupyora

5) Kontrolli/kontrolli on hiiri, joka on aloittanut gymalla 60 % rasvaa sisaltanytta
ruokaa ja myéhemmin vaihtanut vaharasvaiseen ruokaa

6) Kontrolli/juoksija on hiiri, joka on aloittanut sy@lla 60 % rasvaa sisaltanytta
ruokaa ja myohemmin siirtynyt vaharasvaiseen ruok@a saanut hakkiinsa

juoksupyodran

Kontrolliryhmien hiiret elivat tavallisissa hiiritk&issa. Juoksijahiirilla oli h&keiss&an
lisdksi juoksupyodrét vapaaehtoista juoksuharjaitievarten. Hiiret aloittivat ruokavalion
noudattamisen ja mahdollisen juoksuharjoittelun gi€on ikaisind. Hiiret elivat hékeissa
yksin. Molempien ruokavalioiden ravinto annettiinekeldimille pelletteind (Purina Mills
TestDiet®, PMI® Nutrition International, Richmontl\). Ravinto ja vesi olivat hdkeissa
vapaasti saatavilla. Tutkimuksen ajan eldimet pidetkoe-eldinhuoneessa, jonka

kosteusprosentti oli noin 50 ja lampdétila + 20 Y@lo/pimea-rytmi oli 12 /12 tuntia.
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Koe kesti 19 viikkoa. Ruokavaliota vaihtaneet hiiséirtyvat vaharasvaiseen ravintoon
yhdeksan viikon kuluttua kokeen alkamisesta. Ryhrkantrolli/juoksija hiiret saivat

hakkeihinsa juoksupyorat ruokavalion vaihdon yhesgé. Hiiret punnittiin ja lopetettiin
kolmen tunnin paaston jalkeen kello 9-11 valiseiléarea aamupaivalla. Preparoinnin

yhteydessa hiirten maksat punnittiin kokonaisina.

3.2 Insuliinitoleranssikoe

Hiirille tehtiin insuliinitoleranssikoe 17 viikon Wuttua kokeen aloittamisesta (Heikki
Kainulaisen tutkimusryhma). Hiiret olivat paastoahekuusi tuntia ennen kokeen
aloittamista. Kokeen alussa koe-eldimet punnitf@annsuliinia injektoitiin vatsaonteloon 1
U hiiren painokiloa kohti (Novo Nordisk A/S,Espo8uomi; 100 IU/ml). Verinaytteet

otettiin takaraajan jalkavarren iholaskimostsapfienous), ja niistd analysoitiin B-

glukoosin paastoarvo ennen insuliinin injektoins@ka B-glukoosin arvot 15, 30 ja 60
minuutin jalkeen insuliinin injektoinnista (HemoCA8, Ruotsi; B-Glucose Analyzer).

3.3 Naytteiden valmistus elektronimikroskopointia \arten

Hiirilta otettiin naytteet seka luustolihaksestsoléus) ettd maksasta ja ne leikattiin
partakoneen teralla pieniksi paloiksi (1 x 1 x 1 )nN&ytteet fiksoitiin glutaraldehydilla (3
%, 2—-2,5 h) ja osmiumtetroksidilla (1 %, 1 h) fegfgpuskurissa (0,1 M, pH 7,4, + 4 °C).

Naytteista poistettiin vesi nousevalla alkoholiahaj, ja ne valettiin Eponiin (LX-112).

Nayteblokeista leikattiin ultramikrotomilla ensinugiohutleikkeitda, ja ne varjattin
toluidiinisiniselld. Puoliohutleikkeet tarkasteftivalomikroskoopilla, ja niiden perusteella
naytteistd valittin edustavat kohdat ohutleikkeitégarten. Lihasnaytteet pyrittiin
leikkaamaan poikkisyin. Ohutleikkeet asetettiinoliié ja varjattiin uranyyliasetaatilla ja

lyijysitraatilla.

Maksanaytteet ja osa lihasnaytteista leikattin a¥kylan yliopiston bio- ja
ympaéristotieteiden laitoksella (Raija Vassinen).uBu osa lihasnaytteista leikattiin

Kuopion yliopiston BioMater-keskuksessa (Sunna lzdgipen).
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3.4 Naytteiden mikroskopointi ja kuvaus

Puoliohutleikkeet tarkasteltiin ja kuvat otettiimlemikroskoopilla (LEITZ DM RBJ/E -

tutkimusmikroskooppi). Maksakudoksesta arvioitiinimémaaraisesti solunsisaisten
rasvapisaroiden maaraa ja kokoa. Lihaskudoksestaolegiaan tarkasteltiin
solukalvonalaisia mitokondriokerdymia. Molempiendikaten puoliohutleikkeista otettiin

esimerkkikuvia kayttéden 40 kertaa suurentavaa objek

Ohutleikkeet tutkittiin [&paisyelektronimikroskodipi (JEOL JEM-1200 EX) kayttaen 60
kV:n kiihdytysjannitetta. Parhaat leikkeet valittikuvattaviksi ja kuvat otettiin hilalta
valitusta ohutleikkeesta satunnaisesti, eikd saoha saanut esiintyd useammassa kuin

yhdessa kuvassa.

Maksanaytteet  kuvattin 4 000-kertaisella ja liniagieet 2 500-kertaisella
priméarisuurennoksella. Lihaskuvat pyrittiin ottamnalihassolun reunalta, jotta kuvaan
saataisiin mahdollisimman paljon solukalvoa. Lopuksivat siirrettiin digitaaliseen

muotoon (Paavo Niutanen) ja analysoitiin morfonsesti.

3.5 Kuvien morfometrinen analysointi

Maksa- ja lihasnaytteiden kuvat analysoitiin Jywd&k yliopiston liikuntabiologian
laitoksella morfometrisiin  maarityksiin kehitetynetokoneohjelman avulla (Olympus:
AnalySIS). Maarityksia varten kuvat Kkalibroitin tt@janalla. Yhdesta leikkeesta

analysoitiin 10-13 kuvaa.

Maksandaytteista maaritettiin solunsiséaisten rasaapiden lukumaard ja keskimaarainen
pinta-ala (urf) seka rasvapisaroiden tilavuusosuus sytoplasmgéia Rasvapisarat

tunnistettin muodon ja varin perusteella. Sytoplas pinta-alaa maaritettdessa kuvista
rajattiin pois tumat, Kuppferin solut, sappikapaliad sekéa verisuonet. Maksanaytteista

analysoitiin yhteensa 358 kuvaa.
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Lihasnaytteistd maaritettin ~ solukalvonalaisten akd@ndrioiden pinta-ala  (ufp
suhteutettuna solukalvon pituuteen (um), rasvapidan keskimaarainen pinta-ala seka
rasvapisaroiden tilavuusosuus sytoplasmasta (%)svdpesarat ja mitokondriot
tunnistettiin kuvista muodon, vérin ja sijainninrpsteella. Mitokondrioiden pinta-alaa
mitattaessa otettiin huomioon vain solukalvonalars@éonkondriokeraymat. Keraymaksi
katsottiin viiden tai useamman mitokondrion muodos ryhma ja siihen liittyneet,
solukalvon alla yhtendisend nauhana jatkuvat mitdkojonot. Lihasnaytteista

analysoitiin kaikkiaan 343 kuvaa.

Tulokset kasiteltiin  tilastollisesti SPSS-ohjelmanvulla kayttaen yksisuuntaista

varianssianalyysia (One-Way ANOVA) ja Post Hoc L&i3tia.
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4. Tulokset

4.1 Hiirten punnitustulokset ja maksojen massat

Hiiret punnittiin ennen lopetusta ja saadut maesatsitetty ryhmakohtaisina keskiarvoina
litteissa (lite 1). Massaltaan suurimmat hiirdivat ryhmissa kontolli60 ja juoksija60.
Ryhman juoksijalO-hiiret olivat puolestaan massaltapienimpia. Lahella ryhman
juoksijal0 keskiarvoa olivat myos ryhmien kontrbitintrolli ja kontrolli/juoksija
massojen keskiarvot. Ryhman kontrollil0-hiirten sm@sn keskiarvo sijoittui massaltaan

suurimpien ja pienimpien ryhmien valille.

My6s hiirten  maksat punnittin  kokonaisina lopeteiks yhteydessa. Maksojen
keskimaaraiset massat on esitetty liitteissa (Riye Massaltaan pienimméat maksat olivat
ryhman juoksijalO-hiirilla. Massaltaan suurimmat ket olivat ryhman kontrolli60-
hiirilla, ja toisiksi suurimmat ryhman juoksija6Oufila. Ryhmien kontrollil0,
kontrolli/kontrolli ja kontrolli/juoksija-hiirilla maksojen keskimaaraiset massat sijoittuvat

korkearasvaista ravintoa syoneiden ryhmien ja jij@k8-ryhman valille.

4.2 Insuliinitoleranssikokeen tulokset

Hiirille tehtiin insuliinitoleranssikoe viikolla 17tutkimuksen aloittamisesta. Kokeen
tulokset on esitetty liitteissé (lite 3). Heikowaste insuliinille oli ryhméan kontrolli60-
hiirilla. Ryhmilla kontrollilO, juoksijalO, kontrélkontrolli ja kontrolli/juoksija vaste
insuliinille oli nopea, ja ryhmien glukoosiarvotosivat toisistaan havaittavasti vasta
viimeisen aikapisteen kohdalla. Juoksija60-hiirtesuliinivaste oli hitaampi kuin edella

mainituissa ryhmissa, mutta nopeampi verrattaggsadaan kontrolli6O.
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4.3 Puoliohutleikkeiden tarkastelu

4.3.1 Maksa

Maksanaytteiden puoliohutleikkeista  maaritettiin Imgimaaraisesti  solunsisaisten
rasvapisaroiden maaraa ja kokoa. Rasvapisaratstettiin varin ja muodon perusteella, ja

niita arvioitiin asteikolla 1-5 taulukon 4 mukaisies

Taulukko 4. Solunsiséisten rasvapisaroiden arviointiasteikko

Lukuarvo 1 2 3 4 5
Rasvapisaroiden maara Hyvin vahan Vahan Kohtakhises Paljon Hyvin paljon
Rasvapisaroiden koko Hyvin pieni Pieni Keskikokaine  Suuri Hyvin suuri

Arvioinnin perusteella jokaiselle ryhmalle maatiietkeskiarvot, jotka on esitetty kuvassa
4. Ryhmien juoksija60 ja kontrolli60 leikkeet sii&t eniten solunsiséista rasvaa ja rasva
esiintyi suurina pisaroina. Ryhman juoksijal0-Haripuolestaan oli véahiten rasvaa ja
rasvapisarat olivat kooltaan pienia. Ryhmilla kofhitkontrolli ja kontrolli/juoksija
solusisdiset rasvapisarat olivat kooltaan pienidttanmaarallisesti niitd oli enemman kuin
ryhmalla juoksijal0. KontrollilO-hiirilla solunsisden rasvapisaroiden maara oli selvasti
korkeampi seka niiden koko suurempi kuin vastaavjibksijaryhmalla, mutta rasvaa oli

vahemman kuin korkearasvaista ravintoa syoneiltél#i
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@ Rasvapisaroiden maara

Rasvapisaroiden koko

4 A
04
Kontrolli-  Kontrolli-  Juoksija-  Juolg-  Kontrolli/  Kontrolli/

10 60 10 60 kontrolli  juoksija

Kuva 4. Maksanaytteiden puoliohutleikkeiden tarkastelun tubkset Kuvassa on esitetty pylvain ryhmien
solunsisdisten rasvapisaroiden maaran ja koon&esiti Eniten solunsisaista rasvaa oli ryhmissgijac0

ja kontrolli0. Nailla ryhmilla my6s rasvapisaroidekeskimaardinen koko oli suuri. Myds ryhmassa
kontrollil0 rasvapisaroita oli runsaasti. Ryhmigsgatrolli/kontrolli ja kontrolli/juoksija rasvapisat olivat
pienid, ja niitéd oli solulimassa suhteellisen vaiayphman juoksijal0 hiirilla oli vahiten solunsisi rasvaa,
ja rasva esiintyi pienikokoisina pisaroina.

Puoliohutleikkeiden valomikroskooppikuvista on Esil esimerkkikuvat ryhmista

kontrolli10, juoksija60 ja juoksijalO (kuvat 5, @ j7). Ryhman juoksija60 kuvassa on
nakyvissd runsaasti solunsisaisid rasvapisaroiw&a(l6), joista osa on kooltaan hyvin
suuria. Ryhmien kontrollil0 (kuva 5) ja juoksija@uva 7) esimerkkikuvissa rasvapisarat

ovat kooltaan pienia ja maarallisesti niitd on vah@&n kuin ryhmalla juoksija60.
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Kuva 5. Kontrollil0. Valomikroskooppikuva
hiiren maksakudoksesta. Kuvassa yksittaisten
solujen rajat ja tummarajaiset tumat erottuvat
selvasti. Nakyvissa on myds hieman pienia
solunsisdisia rasvapisaroita vaaleina pisteina.
Mittajana 20 pm.

Kuva 6. Juoksija60. Maksakudoksesta otetussa
valomikroskooppikuvassa on hyvin runsaasti
vaaleanharmaina nakyvid solunsisaisia rasva-
pisaroita. Kooltaan rasvapisarat ovat vaihtelevan
suuruisia. Kuvassa olevat tummarajaiset tumat
erottuvat hyvin. Mittajana 20 pm.

Kuva 7. Juoksijal0. Valomikroskoopilla maksa-
kudoksesta otetussa kuvassa tumat ja yksittéiset
solut erottuvat hyvin. Solunsisdiset rasvapisarat
nakyvat pienind vaaleanharmaina pisteina. Liséaksi
kuvassa on useita soluvaleissa sijaitsevia,
tummanharmaana nakyviad verisuonia. Mittajana
20 pm.
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Lihasnaytteista tarkasteltiin silm&maaraisesti lsalonalaisten mitokondrioiden maaraa.

Mitokondriokeraymat tunnistettiin sijainnin ja variavulla. Mitokondrioiden maaraa ei

kuitenkaan voitu luokitella, silla kaytetty suuresnei riittdnyt mahdollisten tumien

erottamiseen mitokondrioiden joukosta. Lihaksendadla mydskaan solunsisaisen rasvan

arviointia ei voitu tehda, silla rasva oli lihaskikdessa niin pieniné pisaroina, ettei niita

voitu havaita.

Lihaksen puoliohutleikkeiden valomikroskooppikueisin esilla esimerkkikuvat ryhmista

kontrolli10 ja juoksija60 (kuvat 8 ja 9). Kuvissahdaan yksittaisten lihassolujen reunoilla

nakyvida tummia mitokondriokerdymia. Sytoplasmaskavia rasvapisaroita ei kaytetylla

suurennoksella havaita.

Kuva 8. Kontrollil0. Lihaskudoksesta otetussa
valomikroskooppikuvassa on harmaana néakyvia
erillisid lihassoluja, joiden reunoilla nahdaén
tummia solukalvonalaisia mitokondriokeraymia.
Solujen véleissd havaitaan myds verisuonia.
Mittajana 30 pm.

Kuva 9. Juoksija60. Valomikroskooppikuvassa
nakyy useita erillisia lihassoluja, joiden reureill
havaitaan runsaasti solukalvonalaisia tummia
mitokondriokerdymié. Solujen véleissd on myds
useita verisuonia. Mittajana 30 pm.
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4.4 Ohutleikkeiden morfometrinen analysointi

4.4.1 Maksanéaytteet

Maksanaytteistd maadritettiin rasvapisaroiden tilesasuus sytoplasmasta (kuva 10),
rasvapisaran keskimaarainen pinta-ala (kuva 11)a sedsvapisaroiden lukumaaran

keskiarvo sytoplasman pinta-alaa kohti (kuva 12).

Rasvan tilavuusosuudet sytoplasmasta on esitdtiyitiain kuvassa 10. Suurimmat arvot
havaittiin korkearasvaisen ravinnon hiirilla, elyhmissa juoksija60 ja kontrolli6O.
Kyseisissd ryhmissa havaittin merkitsevat erotragaessa niitd ryhmaan kontrollil0
(LSD: P < 0,001). Tilastollisesti merkitsevat etéydettin myds ryhmista juoksija60
(LSD: P < 0,05), kontrolli/kontrolli ja kontrollijoksija (LSD: P < 0,001) kaytettaessa
vertailukohteena ryhmaa kontrolli60. Pienin rassappiden tilavuusosuus oli
vahéarasvaista ravintoa syoneilla juoksijalO-hérill Verrattaessa ryhmaa kontrollil0

ryhma&an juoksijal0 oli tulos lahella merkitseva®[: P = 0,094).
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Kuva 10. Solunsiséisen rasvan tilavuusosuus sytoglaasta (%). Ryhmien keskiarvot on esitetty pylvain
ja janat ilmaisevat ryhméakohtaiset keskihajonnaturh solunsisdisen rasvan tilavuusosuus havaittiin
ryhmassa juoksija60. Myds ryhméassa kontrolli60 ssisdistd rasvaa oli runsaasti. Pienimmat
rasvapisaroiden tilavuusosuudet olivat ryhmiss&giyal0, kontrolli/juoksija ja kontrolli/kontrolli***P <
0,001; vertailukohteena ryhma kontrollifB.< 0,057°P < 0,001; vertailukohteena ryhmé kontrollic0.
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Rasvapisaroiden keskimaaraiset pinta-alat on gsketvassa 11. Suurimmat rasvapisarat
olivat ryhmissa kontrolli60 ja juoksija60. Naissdnmissa oli merkitsevat erot kaytettdessa
vertailukohteena ryhmaa kontrollil0 (LSD: P < 0,0%pinta-alaltaan pienimmat
rasvapisarat havaittiin ruokavaliota vaihtaneetiatkolli/juoksija-ryhmalla. My6s ryhmien
juoksijal0 ja kontrolli/kontrolli-hiirilla rasvaparat olivat kooltaan pienia. Kaytettdessa
vertailukohteena ryhmé&a kontrolli60, I0ydettiin  kigsevat erot  ryhmista
kontrolli/kontrolli ja kontrolli/juoksija (LSD: P =0,001). Ryhméan kontrolli10 rasvapisarat
olivat kooltaan suurempia kuin ryhmalla juoksijgaOruokavaliota vaihtaneilla ryhmilla,

mutta selvasti pienempia kuin korkearasvaista ruakata noudattaneilla hiirill&a.
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5 * *
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2
m
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2
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10 60 10 60 ki juoksija

Kuva 11. Solunsisdisten rasvapisaroiden keskimaarggét pinta-alat (unf). Janat ilmaisevat
ryhmakohtaiset keskihajonnat ja keskiarvot on #giteylvain. Pinta-alaltaan suurimmat rasvapisaatat
ryhmissa kontrolli60 ja juoksija60. Kooltaan piemm@t rasvapisarat havaittin ryhmissa juoksijalo,
kontrolli/kontrolli seka kontrolli/juoksija. *P < ,05; vertailukohteena ryhma kontrollil®;"P = 0,001;
vertailukohteena ryhma kontrolli60.

Maksanaytteiden kuvista maaritettin myos solunsteé rasvapisaroiden lukumaaran
keskiarvo sytoplasman pinta-alaa (100uhohti (kuva 12). Kappalemaaraltaan eniten
rasvapisaroita oli ryhmassa juoksija60. Kyseisegltinasta I6ydettiin myds merkitseva
ero kaytettdaessa vertailukohteena ryhmaa kont®l(ilSD: P < 0,01) sekd ryhméaa
juoksijal0 (LSD: P < 0,01). Lukumaaraltddn vahitasvapisaroita havaittiin ryhmissa

kontrolli10, juoksijal0 ja kontrolli/kontrolli.
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Kuva 12. Rasvapisaroiden kappaleméaérien keskiarvdiiettya sytoplasman pinta-alaa (100 urf) kohti.
Ryhmakohtaiset keskiarvot on esitetty pylvain, jangt ilmaiset ryhmakohtaiset keskihajonnat.
Kappalemaaraltdén eniten solunsisaisia rasvapiaavbiryhmassa juoksija60. Toiseksi eniten rassaiiita
havaittin ryhmassa kontrolli60. Ryhmissa kontrtllj juoksijal0 ja kontrolli/kontrolli havaittiin
kappalemadariltdan vahiten solunsisiisia rasvaptaard*P < 0,01; vertailukohteena ryhméa kontrolli£°P

< 0,01; vertailukohteena ryhma juoksijal0.

Maksan ohutleikkeiden esimerkkikuvat havainnoliista ryhmienvaliset erot
solunsiséisten rasvapisaroiden maarassa ja koksegat (13 —18). Ryhmissa kontrolli60 ja
juoksija60 solunsisaisia rasvapisaroita on runggaste ovat kooltaan suuria (kuvat 14 ja
16). Ryhman kontrollil0 rasvapisarat ovat kooltaaxhtelevan suuruisia, ja niitd on
solulimassa vahemman kuin korkearasvaista ruolateatioudattaneilla hiirilla (kuva 13).
Juoksijal0, kontrolli/kontrolli ja kontrolli/juokg ryhmissa solunsiséista rasvaa on vahan,

ja rasvapisarat ovat kooltaan pienia (kuvat 15a118).
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Kuva 13. Kontrollil0. Elektronimikro-
skooppikuva maksakudoksesta. Kuvassa
solunsiséiset rasvapisarat nakyvat vaalean-
harmaina ja muodoltaan pydreind. Kooltaan
rasvapisarat ovat vaihtelevan suuruisia ja
niitd on vahan. Osa tumasta nakyy tumma-
rajaisena kuvan vasemmassa alareunassa.
Mittajana 2 um.

Kuva 14. Kontrolli60. Maksakudoksesta
otetussa elektronimikroskooppikuvassa
nakyy useita kooltaan suuria,
vaaleanharmaita solunsisaisia rasva-
pisaroita. Tuma on kuvan vasemmassa
alareunassa. Mittajana 2 pm.

Kuva 15. Juoksijal0. Elektronimikro-

skoopilla otetussa kuvassa solunsiséiset
rasvapisarat nakyvat vaaleanharmaina ja
muodoltaan pyoreind. Rasvapisaroita on
vahdn ja ne ovat kooltaan pienia.
Tummarajainen tuma nékyy kuvan
vasemmassa ylareunassa. Mittajana 2 pm.
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Kuva 16. Juoksija60. Maksakudoksesta
otetussa elektronimikroskooppikuvassa on
nakyvissa runsaasti vaaleanharmaita
solunsisdisia rasvapisaroita, jotka ovat
kooltaan hyvin vaihtelevan suuruisia. Tuma
on havaittavissa kuvan alareunassa.
Mittajana 2 um.

Kuva 17. Kontrolli/kontrolli . Elektroni-
mikroskooppikuva maksakudoksesta. Solu-
limassa on nahtavissé muutamia vaalean-
harmaita rasvapisaroita jotka ovat kooltaan
suhteellisen pienid. Tuma nakyy tumma-
rajaisena kuvan vasemmassa Yylalaidassa.
Mittajana 2 um.

Kuva 18. Kontrolli/juoksija. = Maksa-
kudoksesta otetussa elektronimikro-
skooppikuvassa  solunsisdisia, vaalean-
harmaita rasvapisaroita on vahan ja
kooltaan ne ovat pienia. Osa tumasta nakyy
kuvan vasemmassa ylalaidassa.

Mittajana 2 um.
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4.4.2 Lihasnaytteet

Lihasnaytteista maaritettiin solukalvonalaisten akaéndrioiden pinta-ala suhteutettuna
solukalvon pituuteen (kuva 19), rasvapisaroideavtibsosuus sytoplasmasta (kuva 20)

seka rasvapisaran keskimaarainen pinta-ala (kuja 21

Solukalvonalaisten mitokondrioiden pinta-alan sulstdukalvon pituuteen on esitetty
kuvassa 19. Suurin mitokondrioiden pinta-alan sublle'yhméssa juoksija60. Véahiten
mitokondrioita suhteessa solukalvon pituuteen ghinmdssa kontrolli/kontrolli. Lopuilla
ryhmilla solukalvonalaisia mitokondrioita oli hiema enemman kuin ryhmalla

kontrolli/kontrolli. Ryhmien valilla ei havaittultistollisesti merkitsevia eroja.
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Kuva 19. Solukalvonalaisten mitokondrioiden pinta-dan suhde solukalvon pituuteen (urfipum).
Ryhmien keskiarvot on esitetty pylvain, ja jananadlisevat ryhmakohtaiset keskihajonnat. Kontrollj10-
kontrolli60-, juoksijal0- sek& kontrolli/juoksijaryhmien hiirilla mitokondrioiden pinta-alan suhde
solukalvon pituuteen oli ldhes sama. Suurin arve myhmassa juoksija60 ja pienin ryhmassa
kontrolli/kontrolli. Ryhmien valilla ei ollut tilallisesti merkitsevia eroja.

Lihasnaytteiden solunsiséisten rasvapisaroidervutilaosuus sytoplasmasta on esitetty
kuvassa 20. Eniten solunsisdista rasvaa oli ryhindemtrolli60 ja toiseksi eniten
ryhmassa juoksija60. Naitd ryhmia seurasivat rylmigontrolli/kontrolli ja
kontrolli/juoksija-hiiret, joiden sytoplasmassavaa oli lahes saman verran kuin ryhmalla
juoksija60. Pienin solunsisdisen rasvan tilavuugssoli ryhmissa kontrollil0 ja

juoksijal0. Ryhmien vélilla ei ollut tilastollisesherkitsevia eroja.
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Kuva 20. Solunsiséisen rasvan tilavuusosuus sytoglaasta (%). Ryhmékohtaiset keskihajonnat on
esitetty janoilla, ja pylvaat ilmaisevat ryhmien skarvot. Vahiten solunsisdista rasvaa oli ryhmien
kontrollil0 ja juoksijalO-hiirilla ja eniten ryhmé&ontrolli60-hiirilla. Toisiksi eniten solunsisa#stasvaa oli
ryhmasséa juoksija60. Kontrolli/kontrolli ja konttigluoksija-rynmilla solunsiséista rasvaa oli hiema
vahemman kuin ryhmassa juoksija60. Ryhmien véadiléllut tilastollisesti merkitsevia eroja.

Lihasnaytteiden kuvista maaritettin myds solunisief rasvapisaroiden keskimaaraiset
pinta-alat (kuva 21)Pinta-alaltaan suurimmat rasvapisarat |0ydettimmgista kontrolli6O0.
Kooltaan pienimmét rasvapisarat olivat puolestaghméssa kontrollil0. Ryhmien
juoksijal0-, juoksija60-, kontrolli/kontrolli- sek&ontrolli/juoksija-hiirilla solunsisaisia

rasvapisaroita oli hieman enemman kuin ryhman lediit0-hiirilla.

0,2
0,15+
(w-n 2) 0,1 T T T -|_
0
Kontrolli- Kontrolli- Juoksij Juoksija- Kontrolli/ Kwolli/
10 60 10 60 kantlir juoksija

Kuva 21. Solunsisaisten rasvapisaroiden keskimaarggt pinta-alat (unf). Janat ilmaisevat keskihajonnat,
ja ryhmien keskiarvot on esitetty pylvain. Pintallan suurimmat rasvapisarat olivat ryhmassa k.
Kooltaan pienimmat rasvapisarat havaittin ryhméagsantrollil0. Ryhmien juoksijalO-, juoksija60-,
kontrolli/kontrolli- seka kontrolli/juoksija-hiirl& oli rasvaa sytoplasmassa hieman enemman kumé&ié
kontrolli10.
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Lihaksen ohutleikkeiden esimerkkikuvat havainntdist mitokondriokerdymien
sijoittumisen solukalvon alle seka verisuonten ig§hgeen (kuvat 22-25). Osassa kuvista
on nahtavissa myds sytoplasmassa olevia rasvapsaiaivat 23 ja 25). Ryhman
kontrollil0 esimerkkikuvassa on nakyvilla solukabataisia mitokondriokerdymia, muttei
solunsisaisia rasvapisaroita (kuva 22). Ryhman rkdi80 kuvassa lihassolun sisaiset
rasvapisarat erottuvat selvasti, ja ne sijaitsenikondrioiden laheisyydessa (kuva 23).
Juoksijal0-ryhman kuvassa havaitaan mitokondrigke& sijoittuminen lihassolun
solukalvon alle (kuva 24). Ryhman juoksija60 kuwaspuolestaan havaitaan
mitokondrioiden sijoittuminen verisuonten |dheisgm. Kuvassa nakyy myos

solunsisaista rasvaa (kuva 25).
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Kuva 22. Kontrollil0. Elektronimikro-
skooppikuva hiiren lihaskudoksestduvassa
on nakyvissa osittain kaksi vaaleanharmaata
lihassolua, joiden solukalvojen alla nakyy
tummia mitokondriokeraymia. Oikean-
puoleisessa lihassolussa nakyy lisaksi
tummarajainen tuma kuvan ylareunassa.
Solulimassa ei ole havaittavissa rasva-
pisaroita. Mittajana 2 pm.

Kuva 23. Kontrolli60. Elektronimikro-
skoopilla otetussa kuvassa havaitaan useita
vaaleita ja muodoltaan pyoreitd lihas-
solunsisdisia rasvapisaroita, jotka sijaitsevat
tummana nakyvien mitokondrioiden
laheisyydessa. Kuvan oikeassa ylalaidassa on
nakyvissd solukalvonalainen mitokondrio-
kerdyma. Mittajana 2 pum.

Kuva 24. Juoksijal0.Lihaskudoksesta otetun
elektronimikroskooppikuvan oikeassa laidassa
on nakyvissd lihassolun solukalvon alle
sijoittunut, tummana nakyva mitokondrio-
kerdyma. Solunsisdisia rasvapisaroita ei
kuvassa ole. Mittajana 2 pm.

Kuva 25. Juoksija60.Lihaskudoksesta otettu
elektronimikroskooppikuva. Kuvan ylalai-
dassa keskella nahdaan verisuoni, jonka
ympéarilld on tummana nékyvid solu-
kalvonalaisia mitokondriokeraymia. Solu-
limassa on muutamia vaaleanharmaita
rasvapisaroita tummana nakyvien mitokon-
drioiden laheisyydessa. Mittajana 2 um.
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5. Tulosten tarkastelu

5.1 Maksanaytteet

5.1.1 Solunsiséisen rasvan tilavuusosuus sytoplasste

Maksa on yksi kehon kolmesta energiametaboliasekidista kudoksesta, ja siksi suuret
muutokset elimiston energiametaboliassa vaikuttawgbs maksan hienorakenteeseen.
Maksa on myos tarkea energian varastointikudosirjotimaarainen energia varastoidaan
glykogeenina ja triglyserideind. Maksakudoksen pmimitleikkeiden silmaméaaraisessa
arvioinnissa havaittiin, ettd tilavuusosuudeltaauitem solunsisaista rasvaa oli oletetusti
korkearasvaista ruokavaliota noudattaneilla hdirill Maksakudoksen ohutleikkeiden
morfometrisen analysoinnin tulokset vastasivaténfidivaintoja. Korkearasvaista ravintoa
syoneilla hiirilla maksassa oli tilavuusosuudeltaaerkitsevasti enemman rasvaa kuin
vaharasvaisempaa ravintoa nauttineella kontrolivgtéa. Nailla hiirilla myds maksan
massat olivat selvasti muita ryhmid suuremmat. Gaadlokset tukevat aiempia
havaintoja, joissa on huomattu korkeaenergisenavalio aiheuttavan C57BL/6J-kannan
hiirilla triglyseridien kertymistéa maksakudokseéufase ym., 2001; Gregoire ym., 2002;
Lee ym., 2006a).

Yllattavaa tuloksissa oli, ettd suurin rasvan ftilasosuus Ioytyi juoksija- eika
kontrollirynmasta. Nain ollen liikunta vaikuttaisdsaltaan edesauttavan solunsiséisen
rasvan kertymistd maksaan korkearasvaisen ruokewvghteydessd. Aiemmissa kokeissa
Lee ym., (2006a) ovat havainneet liikunnan piengirtdmaksaan kertyvien lipidien
maarad korkearasvaisen ruokavalion yhteydessa Ob6JdBdannan hiirilla. Kokeessa
korkearasvainen ruokavalio oli kuitenkin huomatttiv@dharasvaisempi kuin nyt kaytetty;
siind hiiret saivat 35 % ravinnon energiasta ras¥pkun taas tassd kokeessa vastaava
osuus oli 60 %. Myos rotilla tehdyssa kokeessa aratittu liikunnan selvasti vahentavan

maksan rasvoittumista seka erityisesti pienentda@van kertymista suurina pisaroina
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korkearasvaisen ruokavalion yhteydessa (Gauthier 2603). Toisissa rotilla tehdyissa
tutkimuksissa liikunnalla taas ei ole havaittu alewsuurta merkitysta rasvan kertymiselle
maksakudokseen korkeaenergisen ruokavalion yhtegid@®rao ym., 1987). Teraon ym.
tutkimuksessa liikkunta kuitenkin aloitettiin vagt@svamaksan indusoinnin jalkeen, mika
Voi osaltaan vaikuttaa siihen, ettei likuntaa eméikuttanut solunsisaisen rasvan maaraa
vahentavasti. Myodskaan Straczkowskin ym. (2001kinutksissa korkearasvaiseen
ruokavalioon yhdistetty liikunta ei pienentéanyt reain kertyvan rasvan maaraa rotilla.
Tassd kokeessa rotille syotetty korkearasvainerkarusisalsi lahes saman osuuden
energiasta rasvoina (59 %) kuin meidankin tutkinesssmme (60 %). limeisesti nain
korkearasvaisen ruokavalion tapauksessa lihaksét kuluta ravinnosta saatavaa rasvaa
siind maarin, etta sen varastointi maksaan vahgntyain ollen voitaisiin ajatella, ettd 60
% rasvaa siséaltanyt ruoka sisaltdd niin paljonlysieridejd, ettei niiden kertymista
maksaan voida liikunnalla merkittavasti vahentagn®mpi ravinnon rasvanosuus sen
sijaan voitaisiin kompensoida kestavyysliikunnamily jolloin maksakudokseen kertyisi

vahemman solunsisiista rasvaa.

Tama ei kuitenkaan selitéa sitd, miksi rasvaa olikkarasvaisen ruokavalion liikkuvilla
hiirilla noin 8 % enemman kuin vastaavalla konirghmalla. Rasvan maaran
lisdantymisen liikkuvilla hiirilla voidaan ajatellaolevan yhteydessa elimiston
lisdantyneeseen energiantarpeeseen. Talloin halpitla hiirilla maksaan kertyneet
rasvapisarat olisivat metabolisesti aktiivisia jdilen elimistdon energiantarvetta aerobisen
likunnan aikana. Aiemmissa tutkimuksissa on hauaikestavyysliikunnan lisdavan
luustolihaksen solunsisdisen rasvan maaraa vastésfidntyneelle energiantarpeelle
(Kiens ym., 1997). Lihaksen triglyseridivarastotab\kuitenkin rajalliset, jolloin hyvin
korkearasvaisen ruokavalion yhteydessa rasvaa todwasi merkittavasti myos
maksakudokseen, josta rasvahappoja voitaisiin egealuustolinaksen tarpeisiin. TAman
teorian paikkansapitavyyttéa ei kuitenkaan voidaetadnorfologisin mittauksin. Lisatietoa
tulisi hankkia esimerkiksi vertaamalla maksan lgjid pilkkovien entsyymien maaria eri
koeryhmista.

Solunsisadisen rasvan kertymisen maksakudokseen aaittu olevan yhteydessa

insuliiniresistenssin  syntymiseen (ks. yleiskatsa@avage ym., 2007). Koska
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korkearasvaista ravintoa syoneilla juoksijahiiritdi suurin tilavuusosuus solunsisaista
rasvaa maksakudoksessa, voitaisiin olettaa, ettartayhman yksildilla olisi my6s heikoin
insuliinivaste. Hiirille tehty insuliinitoleranssile kuitenkin osoittaa, etta heikoin vaste
insuliinitason nousulle oli korkearasvaisen ravimno kontrolliryhmalla.
Insuliinitoleranssikokeen tulokset osaltaan tukdeatiaa siitd, etta juoksijaryhman hiirilla
solunsiséiset rasvapisarat olisivat ominaisuulailtarilaisia kuin kontrolliryhmalla, silla
suuri rasvan tilavuusosuus maksassa ei yksinomé@unttanut heikkoa insuliinivastetta.
Samankaltaisia tuloksia insuliiniresistenssin Kgmisestd on saatu aiemmin rotille
tehdyilla kokeilla (Straczkowski ym., 2001). Korkaavainen ravinto kuitenkin selvasti
heikensi hiirten vastetta insuliinille verrattunahérasvaisen ravinnon ryhmiin seké
ruokavaliota vaihtaneisiin ryhmiin. Naiden tulostesjalla korkearasvaiseen ruokavalioon
yhdistetty liikunta ei vdhenna rasvan kertymisté&ksakudokseen, mutta parantaa vastetta

insuliinille verrattaessa vastaavaan kontrolliryama

Ruokavaliota vaihtaneilla ryhmilla rasvan tilavussas sytoplasmasta pienentyi
merkitsevasti verrattuna korkearasvaista ravintogkok seurannan ajan syoneisiin
kontrollihiiriin.  Ero korkearasvaisen ruokavalionorrolliryhman ja ruokavaliota
vaihtaneiden ryhmien valilla oli noin 27 %. Tulosteme mukaan korkearasvaisen
ruokavalion vaihtaminen vahéarasvaiseen vahensns@éisen rasvan maaraa lahes saman
verran riippumatta siita, lisattinkd ruokavalioraiidon yhteydessa liikkuntaa vai ei.
Ruokavaliota vaihtaneiden ryhmien hiirilla oli vahman solunsisadista rasvaa myos
verrattuna vaharasvaisen ravinnon kontrollirynmad@dma tulos oli yllattava, silla
ruokavaliota vaihtaneiden ryhmien hiiret sdivat kalukorkearasvaista ravintoa, jolloin
oletettavasti maksaan olisi kertynyt triglyseridefiemman kuin koko ajan vaharasvaista

ravintoa syoneilla hiirill&.

Saatuun tulokseen voi vaikuttaa se, etta vahamsevadiontrolliryhman hiirilla oli suurin
hajonta maaritettdessa rasvan tilavuusosuutta lagiopsta. Nain ollen saman ryhman eri
yksildiden valilla oli suuria eroja, eivatka kaikkiiret edustaneet ryhmansa tyypillisia
piirteitd. Tahan voi olla syyna kaytetyn hiirikaam vahva taipumus lihomiseen seka
rasvamaksan kehittymiseen (Gregoire ym., 2002)|oijol osalla yksil6istd rasvan

kertyminen olisi voimakasta my6s vaharasvaisen auakon yhteydessa. Vaharasvaisen
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ruokavalion kontrolliryhman hiirten massat olivatuusemmat kuin ruokavaliota
vaihtaneiden ryhmien ja vaharasvaisen ravinnon gijk/hman hiirilla, mika tukee
ailempaa johtopaatosta hiirten lihomistaipumuksesigds vaharasvaisen ruokavalion
yhteydessa. Odotettavaa olisi ollut, ettd koko ajaharasvaista ravintoa syoneet hiiret
olisivat ruokavaliota vaihtaneita kontrollihiiridekyempid, silla ruokavaliota vaihtaneet
hiiret soivat kokeen alussa korkearasvaista raginkontrolliryhméassa hiirten massoissa
oli myo6s suhteellisen suuri hajonta, mika osoittgesildiden valilla olevan eroja.
Véaharasvaisen ravinnon kontrolliryhman hiirilla ehyds hieman painavammat maksat
kuin ruokavaliota vaihtaneilla hiirilla ja vaharassen ravinnon juoksijahiirilla. Maksan

massa siten osaltaan korreloi maksakudoksen rasliési kanssa.

Juokseminen oletetusti vahensi rasvan kertymistéksakadoksen sytoplasmaan
vaharasvaisen ruokavalion hiirilla verrattuna vagéan kontrolliryhmaan. Vaharasvaisen
ruokavalion yhteydessa voidaan ajatella, etta fitka harrastaneet hiiret ehtivat kuluttaa
ravinnosta saamaansa energiaa enemman kuin kogtroiin hiiret, jolloin energiaa ei

varastoitu maksaan niin suuria maarid. Oletustestaisesti ruokavaliota vaihtaneiden
ryhmien hiirilla oli kuitenkin solunsiséista rasvéhes yhta vahan kuin vaharasvaisen
ravinnon juoksijaryhmalla. Odotettavaa oli ollutideruokavaliota vaihtaneilla hiirilla olisi

maksasolujen sisdista rasvaa enemman, sillda kokéessa ne soivat korkearasvaista
ravintoa. Vaharasvaisen ravinnon juoksijaryhma siaman sai koko kokeen ajan 10 %
rasvaa sisaltdvaa ruokaa ja lisaksi hiirilla oli hdallisuus juosta. Kuitenkin tulosten

mukaan ruokavalion vaihtaminen jopa ilman liikunneg&amistd véahensi solunsiséisen

rasvan maaran lahes juoksijaryhmén tasolle.

5.1.2 Solunsisaisten rasvapisaroiden keskimaaraisginta-alat

Seka maksan puoliohut- ettd ohutleikkeitd tarkestsba havaittin solunsisaisten
rasvapisaroiden koon vaihtelevan ruokavalion muk#&amkearasvaisen ravinnon hiirilla
oli keskimaaraiseltd pinta-alaltaan suurimmat rpsamat (kooltaan noin 4 fn

Pienimmat rasvapisarat olivat ryhmissa, joissaaasi tilavuusosuudeltaankin vahiten,

eli ruokavaliota vaihtaneissa ryhmissad seka vakarsta ruokavaliota noudattaneessa
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juoksijaryhméssa (kooltaan < 1 f)imSama ilmioé rasvapisaroiden koon eroissa on avai
aiemmin rotilla (Gauthier ym., 2003). Maksan rasvmnista tutkittaessa solunsisaiset
rasvapisarat voidaan jakaa keskimaaraiselta piatan mikro- (< 1 pfd) ja
makropisaroihin (> 1 pAL. Gauthierin ym. (2003) tutkimuksessa havaittiin
korkeaenergisen ruokavalion johtavan rasvan keggemn padosin suurina makropisaroina.
Saamamme tulokset tukevat naitd havaintoja, sitlikkdanrasvaisen ruokavalion hiirilla
maksan rasvapisarat olivat merkitsevasti suurenkpian véaharasvaisen ruokavalion
kontrollirynmassa. Tutkimuksemme sen sijaan ei Geuthierin ym. (2003) havaintoa
siitd, ettd liikunta estéisi rasvan kertymista naals makropisaroina korkeaenergisen
ruokavalion yhteydessd. Tulostemme perusteella apasarat ovat korkearasvaisen
ruokavalion ryhmissa keskimaaraiselta pinta-alalté&hes samansuuruisia riippumatta
siitd, oliko hiirillda mahdollisuus juosta juoksupyi$sd vai ei. Tamd ero voi johtua
koeasetelmien hyvin erisuuruisista rasvamaaristinmassa, silla Gauthierin ym. (2003)
kokeessa hiiret saivat vain 35 % ravinnon energiessvoina, kun tdssa kokeessa vastaava
osuus oli 60 %. Nain ollen kokeessamme kaytettyirhjerkearasvainen ruokavalio on
voinut vaikuttaa siihen, ettei liikunnalla saatkasin merkittdvia eroja maksasolujen

sisaisiin rasvapisaroihin.

Kooltaan suurien solunsisaisten rasvapisaroidetetal@n toimivan paaosin ylimaaraisen
energian varastoina, kun taas pienten rasvapisaroiduurempi reaktiopinta-ala
mahdollistaisi solun energiatarpeiden nopean paiwiden. Tulosten perusteella voitaisiin
paatella, ettd korkearasvainen ruokavalio aiheuttsaan kertymisen maksaan suurina,
metabolisesti ei-aktiivisina pisaroina riippumasiaad, harrastaako yksilo liikkuntaa vai ei.
Toisaalta molemmilla korkearasvaisen ruokavalidmmifld rasvapisaroiden pinta-aloissa
oli myds suuri keskihajonta, mikd tarkoittaa, esalulimassa oli kooltaan hyvin
erikokoisia rasvapisaroita. Talldin o0sa rasvapisé®o voisi toimia suurina
varastointipisaroina, kun taas osa olisi kooltaaenig ja metabolisesti akitiivisia.
Solulimassa voisi siten olla karkeasti jaoteltuingakin kahdenlaisia triglyseridipisaroita,
joista toiset olisivat pysyvampia varastopisarojéa toiset taas vastaisivat elimiston

energiantarpeisiin.
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Vaharasvaisen ruokavalion kontrolliryhmalla raseapbiden pinta-alan keskihajonta oli
suuri, kuten rasvan tilavuusosuuden tapauksessaa Tasoittaa, ettd solulimassa olevat
rasvapisarat ovat hyvin vaihtelevan kokoisia. Twms olla jalleen seurausta kyseisen
ryhman yksiléiden vélisista suurista eroista, jollosalla yksildista maksaan kertyy rasvaa
normaalia enemman ja keskimé&araistda suurempinaopisa Véaharasvaisen ruokavalion
kontrolliryhman hiirten maksat olivat massaltaagrhan vaharasvaista juoksijaryhméaa ja
ruokavaliota vaihtaneita ryhmia suurempia, ja mgssdeskihajonta oli hieman edella
mainittuja ryhmi& suurempi. Namé& havainnot tukevsitd johtopaatosta, etta
vahéarasvaisessa kontrolliryhméasséa yksildiden waleet voivat vaikuttaa saatuihin
tuloksiin. Vaharasvaisen ravinnon juoksijaryhm&ika ruokavaliota vaihtaneilla ryhmilla
keskihajonta oli pieni, joten ndiden ryhmien tapsegsa sytoplasmassa olevat rasvapisarat
olivat pinta-alaltaan pienia ja kesken&an hyvin aakokoisia. Vaharasvaiseen ruokavalion
juoksijahiirilla oli kooltaan pienemmat solunsisgtigasvapisarat verrattaessa vastaavaan
kontrollirynm&an. Liikunnalla ja ruokavalion vailtésella korkearasvaisesta
vaharasvaiseen oli siten positiivinen vaikutus Bssisdisten rasvapisaroiden

pienenemiseen, kuten rasvan tilavuusosuudenkinkspasa.

Uutena tutkimustuloksena tassé kokeessa havaiiié, ruokavaliota vaihtaneilla hiirilla

rasvapisarat olivat merkitsevasti pienempid, kuimkdk ajan korkearasvaista ravintoa
syoneilla kontrollihiirilla. Rasvapisarat olivat iy selvasti vaharasvaista kontrolliryhmaa
pienempia riippumatta siitda, lisattiinkd hiirilleigksumahdollisuus ruokavalion vaihdon
yhteydesséd vai ei. Ruokavalion muutoksella vahé@iasmpaan oli siten selkea

positiivinen vaikutus solunsisdisten rasvapisanoipienenemiseen.

5.1.3 Rasvapisaroiden kappalemaarien keskiarvot

Kappalemaaraltaan eniten rasvapisaroita maksassftwplasman pinta-alaa kohti oli
odotusten mukaisesti korkearasvaista ruokaa syanpibksijahiirilla, joilla oli myds

tilavuusosuudeltaan eniten solunsisdistd rasvaadsMkorkearasvaisen ruokavalion
kontrolliryhmalla rasvapisaroita oli lukumaaraltdpaljon. Tulos osoittaa, ettd rasvainen

ruoka aiheutti paitsi rasvapisaroiden suuremmanuiisosuuden, myds niiden suuremman
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lukumaaran maksasolujen sytoplasmassa. Solunsisaiasvapisaroiden lukumaaran ero
oli kuitenkin tilastollisesti merkitseva vain kurotkearasvaisen ravinnon juoksijahiiria

verrattiin vaharasvaisen ravinnon ryhmiin.

Kappalemaaraltddn vahiten rasvapisaroita oli vévaiata ruokavaliota noudattaneilla
kontrolli- ja juoksijahiirilla, joiden tulosta lati@ olivat myds ruokavaliota vaihtaneet
ryhmét. Ruokavaliota vaihtaneista ryhmistd liikintaharrastaneilla hiirilla  oli
rasvapisaroita hieman enemman kuin vastaavalla oittefgmattomalla ryhmalla.
Liikunnalla saattoi siten olla vaikutus siihen,dethsva oli varastoitunut maksaan hieman
pienempina pisaroina, ja niité oli maaraltdan hieraaemman kuin pelkk&é ruokavaliota

vaihtaneella ryhmalla. Ero ndiden kahden ryhmanl&adi kuitenkaan ollut merkitseva.

Myos Gauthier ym. (2003) laskivat rotilla tehdysg#ikimuksessaan rasvapisaroiden
keskimaaraisen lukumaaran tiettyda maksasolun s3gamn pinta-alaa kohti. Heidan
kayttamissaan olosuhteissa vaharasvaiseen ruo&amaliyhdistetty liikunta lisasi
rasvapisaroiden lukumaarad, kun taas korkearasraiagokavalioon yhdistetty liikunta
vahensi niitd. Ryhmien valilla ei kuitenkaan hataitilastollisesti merkitsevia eroja.
Meidan kayttamissdmme olosuhteissa liikunta yhttigié korkearasvaiseen ruokavalioon
ei vahentanyt solunsisdisten rasvapisaroiden maaraka voi olla seurausta
kayttamastamme korkeasta ravinnon rasvapitoisuad¢8® % energiasta rasvoina)
verrattuna Gauthierin ym. (2003) kokeeseen (35 %rgasta rasvoina). Toisaalta
likunnan tulisikin lisata rasvapisaroiden lukumiir korkearasvaisen ruokavalion
yhteydessa, silla talléin rasva on sytoplasmassanegpipind pisaroina, jolloin
rasvapisaroiden reaktiopinta-ala on suurempi. Ndlien liikunta lisdisi metabolisesti
aktiivisten rasvapisaroiden maaraéd sytoplasmassaddvl kokeessamme juokseminen ei
mydskaan lisdnnyt solunsisdisten rasvapisaroiderdrdda vaharasvaisen ruokavalion
yhteydessd. Tama voi puolestaan johtua siita, véttehiiret harrastaneet tarpeeksi

likuntaa, jotta se olisi saanut aikaan merkittésiiéja rasvapisaroiden lukumaarassa.
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5.2 Lihasnaytteet

5.2.1 Solukalvonalaisten mitokondrioiden pinta-alat

Lihas on elimistdon suurin glukoosia ja rasvaa kala kudos, ja siksi sen kyky hapettaa
ravinnosta saatavia ravintomolekyyleja vaikutta@nohbisesti yksilon energiametaboliaan.
Tassd kokeessa tutkittin pohkeen takaosassa ssyaif soleus-lihasta, joka kuuluu
hitaisiin, paaosin tyypin | soluja sisaltaviin ldohaksiin. Tutkimuksen kohteena olivat
taman lihaksen solukalvonalaiset mitokondriot, ¢mid suhteellista maardd mitattiin
vertaamalla solukalvonalaisten mitokondriokerdaymiginta-alan suhdetta tiettyyn

solukalvon pituuteen.

Solukalvonalaisten mitokondrioiden pinta-alojen teidta ei |0ydetty tilastollisesti

merkitsevia eroja. Suhteellisesti suurin solukablaisten mitokondrioiden pinta-ala oli

korkearasvaista ravintoa syoneilla juoksijahiitilldmika osaltaan tukee aiempia
tutkimustuloksia. Aiemmin rotilla ja hiirilla tehdssd kokeissa on havaittu lihaksen
supistumisen lisddvan mitokondrioiden biogeneesissgka parantavan lihaksen
oksidatiivista kapasiteettia luustolihaksessa (@orym., 2000; Gordon ym., 2001; Turner
ym., 2007). Meshinkova ym. (2005) havaitsivat tefidgaan ylipainoisten ihmisten
luustolihaksia, ettd solukalvonalaisten mitokonkleiGymien pinta-ala kasvaa hieman
likunnan yhteydessé. Rotilla tehdyssé kokeesspumiestaan saatu todisteita siité, etta
korkearasvainen ruokavalio lisdd solukalvonalaistanitokondrioiden rasvahappoja

hapettavien entsyymien maaria (lossa ym., 2002te@bavasti likuntaa harrastavat hiiret
tarvitsevat enemman mitokondrioita energian tehakkan tuottamiseen kuin vastaavan
kontrolliryhman hiiret. Mitokondrioiden suurempapimta-alaan on my®s voinut osaltaan
vaikuttaa hiirten korkearasvainen ruokavalio, jwllomitokondrioiden on hapetettava

lihaksen rasvavarastoja tehokkaasti.

Tuloksissamme vaharasvaisen ravinnon juoksijaldiirdolukalvonalaisia mitokondrioita
oli lahes saman verran Kkuin vastaavassa kontroifidssda. Tama osoittaisi, ettei

vapaaehtoinen liikkunta yhdistettyna véaharasvaisaekavalioon saanut aikaan muutoksia
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mitokondrioiden biogeneesissa. Hyvin lahella vakgagsen ravinnon kontrolliryhman
tulosta olivat myos ruokavaliota vaihtaneiden birtryhméat seka korkearasvaista ravintoa
syoneiden hiirten kontrolliryhma. Verrattaessa vakdaisen ja korkearasvaisen
ruokavalion kontrolliryhmia toisiinsa, havaitaartee ruokavaliolla ollut juuri merkitysta
solukalvonalaisten mitokondrioiden suhteelliseentgpalaan liikkumattomissa ryhmissa.
Myoskaan vaharasvaiseen ravintoon yhdistetty liganei lisdnnyt mitokondrioiden
maarad. Todennadkoistd on, etta hiiret eivat liildetn tarpeeksi, jotta eroja
solukalvonalaisten mitokondriokeraymien pinta-aladisi syntynyt. Myds Meshinkovan
ym., (2005) tutkimuksessa suurimmat erot havaittiitokondrioiden oksidatiivisessa

kapasiteetissa, eika morfologisissa mittauksissa.

Taman tutkimuksen tulosten nojalla voidaan pagtedi#é korkearasvainen ruokavalio
yhdessa liikunnan kanssa nayttaisi hieman nostaedukalvonalaisten mitokondrioiden

suhteellista pinta-alaa, kuten edella on mainktorkearasvainen ruokavalio yhdistettyna
likuntaan siten lisasi hieman mitokondrioiden kBogesida, kun taas vapaaehtoinen
likunta tai tietty ruokavalio yksin eivat saanedtaan eroja mitokondriokeraymien pinta-

alassa ryhmien valilla. Tulokset eivat kuitenka#eat tilastollisesti merkitsevia.

5.2.2 Solunsiséisen rasvan tilavuusosuus sytoplasste

Maksakudoksen ohella myos luustolihakset voivatseida triglyserideja solunsisaisiksi
varastoiksi. Nykytietamyksen valossa lihassolutstoivat triglyserideja paaosin kahdesta
syysté: lipidien lisdantyneen saannin takia sekérgavarastoiksi lisééntyneen liilkunnan
vuoksi. Naista ensimmainen johtaa usein lihaksakehéyneeseen insuliininerkkyyteen.
Tassa kokeessa maaritettiin rasvan tilavuusostiagden sytoplasmasta. Ryhmien valilla

ei havaittu tilastollisesti merkitsevia eroja.

Suurin  rasvapisaroiden  tilavuusosuus  havaittin  k&arasvaisen  ravinnon
kontrolliryhmassa. Tama vastaa aiempia rotillayightutkimuksia, joissa korkearasvaisen
ruokavalion on havaittu johtavan triglyseridientgemiseen luustolihakseen (Straczkowski
ym., 2001; Hegardy ym., 2002). Sama ilmi6 on myéasdittu tutkittaessa ylipainoisia



59

ihmisia (Goodpaster ym., 2004). Liikkumattomillarkearasvaisen ruokavalion hiirilla
rasvaa siten varastoitui myos lihaksiin, kun taastaavalla juoksijaryhmalla rasvaa oli
lihaksessa vahemman. Voidaan olettaa, ettd juokdmiret kuluttavat lihaksensisaisia

rasvavarastoja hieman tehokkaammin kuin liikun@aastamattomat hiiret.

Vahiten rasvaa oli vaharasvaisen ravinnon kontrgdi juoksijahiirilla. Vaharasvaisen
ravinnon tapauksessa liikkunnalla ei siten ollut kitgivaa vaikutusta solunsisaisen rasvan
maaraan luustolihaksessa. Ruokavaliota vaihtaneilamilla sen sijaan rasvaa oli
lihaksessa véaharasvaista ruokavaliota noudattad@imattuna melko paljon. Oletettavasti
solunsisaiset rasvavarastot kertyivat kokeen ajuksa hiiret olivat korkearasvaisella
ruokavaliolla. Ruokavalion vaihdon jalkeen rasvaghnista osa on jaanyt lihakseen, koska
niiden kuluttaminen ei ole ollut tarpeeksi tehokadferrattaessa ruokavaliota vaihtaneita
ryhmid koko kokeen ajan korkearasvaista ravintoansisiin kontrollihiiriin, on
ollen ruokavalion muutoksella oli positiivinen vaikis solunsisdisen rasvan maaran

vdhenemiseen, vaikkakaan ero ei ollut tilastoltisesrkitseva.

Toisin kuin maksakudoksessa, liikunnalla oli liheésa solunsisdisen rasvan maaraa
pienentava vaikutus korkearasvaisen ruokavalioraulgessa. Liikunnan positiivinen
vaikutus korkearasvaisen ruokavalion yhteydessaaitiaw myos hiirille tehdyssa
insuliinitoleranssikokeessa, jossa juoksijahiirilidi kontrolliryhméaa parempi vaste
insuliinille. Ruokavaliota vaihtaneilla ryhmillasge ruokavalion vaihtaminen vaikuttaisi
kuitenkin olevan jalleen merkittavampi seikka ragvaaran pienenemiseen kuin likunnan
lisaaminen. MyOGs Turner ym. (2004) havaitsivat liatitehdyssa kokeessa, ettéa
ruokavaliolla oli merkittavampi vaikutus lihaksealsgkalvojen lipidikoostumukseen kuin
likunnalla. Goodpaster ym. (2000) havaitsivat pailaskun pienentéavan lihassolujen
sisdan kertyneen rasvan maarda ihmisilla, mikdaeaiitmyos ruokavalion keventamisen
vaikuttavan olennaisesti lihaksen lipidisisaltodsyt tehdyssa tutkimuksessa ryhmien
vélille ei kuitenkaan saatu tilastollisesti mer&itgi eroja vertailtaessa solunsisaisen rasvan
osuutta sytoplasmasta. Tama voi osaltaan johtuiédidesn pienestda maarasta ryhmassa (n
= b), ja todennakoisesti ryhmien valinen ero dliglut tilastollisesti merkitsevaksi, jos

kokeessa olisi ollut enemman hiiria rynmaa kohti.
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5.2.3 Solunsisdisten rasvapisaroiden keskimaaraispinta-alat

Tarkasteltaessa ryhmien valisia eroja solunsigéisesvapisaroiden keskimaaraisissa
pinta-aloissa, ei ryhmien valilta 16ydetty tiladisdsti merkitsevia eroja. Suurimmat pisarat
havaittin  korkearasvaista ravintoa syoOneestd ldiffhmasta. Liikkumattomilla
yksilgilla rasva on solun sisélla suurempina pisadkuin liikkuvilla, mika viittaa siihen,
ettd liikuntaa harrastamattomilla hiirilla nama vagsisarat olisivat metabolisesti ei-
aktiivisia. Tama oli odotettu tulos, silla aiemnastitkimuksissa on havaittu liikkunnan
pienentavan yksittaisten lihassolunsiséisten rasaagden kokoa, mikd johtaa myos
lihaksen parantuneeseen insuliininerkkyyteen (He 2®04). Muilla ryhmilla lihassolujen
sisdiset rasvapisarat olivat pienempia kuin korksaisen ruokavalion kontrolliryhmalla,

mutta keskendan ne olivat hyvin samankokoisia.

Tutkimuksessamme havaitsimme korkeaenergisen radikav yhdessa
likkumattomuuden kanssa johtavan rasvan kertymisébakseen suurina pisaroina.
Liikunnan yhdistaminen korkearasvaiseen ruokavalitieman pienensi solunsisaisten
rasvapisaroiden kokoa, jolloin niiden koko oli hyvéhella vaharasvaista ravintoa sydneita
sekd ruokavaliota vaihtaneiden ryhmien rasvapidaroikokoa. Erot eivat kuitenkaan
olleet tilastollisesti merkitsevid He ym. (2004)vhdsivat tutkimuksessaan, ettd vaikka
likunta ja painonlasku eivat tuoneet merkittavidutoksia lihassolujen sisaisen rasvan
kokonaismaaraan, vaikuttivat ne selvasti yksitgdistasvapisaroiden kokoon. Liikkuvien
yksildiden lihaksissa oli Hen ym. (2004) kokeessadsn parempi oksidatiivinen
kapasiteetti ja insuliiniherkkyys, mika viittaa heéin, ettei pelkka rasvan kokonaismaara
lihaksessa kerro valttamatta lihaksen energiamésaista tilasta. Myos meidan kokeemme
tukee edella mainittuja johtopaatoksia, silla hértehty insuliinitoleranssikoe osoitti, etta
korkearasvaista ravintoa syoneilla kontrollihidilloli heikoin vaste insuliinille. Tassa
ryhmassa lihassolujen sisdiset rasvapisarat olmgbs keskimaaraiselta pinta-alaltaan

suurimpia, mika tukee teoriaa erikokoisten ras\apislien erilaisista ominaisuuksista.
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5.3 Yhteenveto

Tutkimuksessa selvitettiin liikunnan ja ruokavalioraikutuksia solunsisdisen rasvan
maaraan maksa- ja lihaskudoksessa. Aiempien tutitenuavoin korkearasvainen ravinto
lisasi solunsiséisen rasvan tilavuusosuutta sysopdasta sekd maksa- etta lihaskudoksessa
(Straczkowski ym., 2001; Gregoire ym., 2002). M&kshoksessa erot ryhmien valilla
olivat tilastollisesti merkitsevida, ja suurempi kekiinten maaré olisi todennakoisesti
tehnyt myoOs lihasnaytteiden analysoinnin tuloksisteerkitsevat. Lihaskudoksessa
vapaaehtoinen juoksuharjoittelu véhensi solungsdigasvan maaraa korkearasvaisen
ruokavalion yhteydessd. Maksakudoksessa korkeasagva ruokavalion yhdistetty
likunta puolestaan lisasi solunsisdisen rasvan ré@@amika toimii todennakoisesti
vasteena elimiston lisaantyneeseen energiantagre¢keens ym., 1997). Vahiten maksa-
ja lihaskudoksen siséista rasvaa oli oletusten isakt vaharasvaista ravintoa syoneilla
hiirilla. Uutta tuloksissa oli, ettd ruokavalion iktaminen korkearasvaisesta
vaharasvaisempaan vahensi merkitsevasti solunsiségsvan maaraa maksakudoksessa,
riippumatta siitd, lisattiinko hiirille juoksumahllisuus vai ei. Myds lihaskudoksessa
solunsiséisen rasvan tilavuusosuus oli edella messa ryhmissa pienempi kuin koko ajan
korkearasvaista ravintoa syoneilla hiirilla, eikéunnan lisdamiselld ruokavalion vaihdon

yhteydessa ollut suurta vaikutusta rasvan tilavsusteen.

Kokeen toisena tavoitteena oli tutkia ruokavalicm ljikunnan yhteyttd maksa- ja
lihaskudoksen solunsiséisten rasvapisaroiden koksek# kappalemdaraan. Odotusten
mukaisesti keskimaaraiselta pinta-alaltaan suurimragvapisarat olivat korkearasvaista
ravintoa syoneilla hiirilla, kuten aiemmissa tutkiksissa on havaittu (Gauthier ym., 2003;
He ym., 2004). Lihaskudoksessa liikunta pienensvapisaroiden kokoa korkearasvaisen
ruokavalion yhteydesséa, kuten aiemmissakin tutksiggda, mutta ero ei kuitenkaan ollut
tilastollisesti merkitseva (He ym., 2004). Pienimimé&svapisarat olivat odotusten
mukaisesti vaharasvaista ruokavaliota noudattaneegsoksijaryhmassa. Uusi
tutkimustulos oli ruokavaliota vaihtaneiden hiirieryksittéaisten rasvapisaroiden
merkitsevasti pienemmat pinta-alat maksakudoksegsaattaessa korkearasvaisen
ravinnon kontrolliryhnmaan. Ruokavalion vaihtamiaedlli siten selva positiivinen vaikutus

maksasolujen sisdisten rasvapisaroiden pienenemisikaksakudoksesta maaritettiin
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lisdksi rasvapisaroiden lukumaara sytoplasman {at#a kohti, ja merkitsevasti eniten
rasvapisaroita oli korkearasvaisen ruokavalion ijakyhmalld, mika oli aiempien
tutkimusten nojalla odotettu tulos (Gauthier ymQ03). Kappalemaaraltadn vahiten
rasvapisaroita oli vaharasvaisen ravinnon kontrofia juoksija ryhmalla. Myds
ruokavaliota vaihtaneen kontrolliryhméan hiirilla ksasolujen sisaisten rasvapisaroiden

kappalemaara oli pieni.

Tutkimuksessa selvitettiin myds liikkunnan ja ruoéen vaikutusta solukalvonalaisten
mitokondriokeraymien pinta-alaan lihaskudoksess#ss@ kokeessa saadut tulokset eivat
olleet tilastollisesti merkitsevid. Suhteellisestiurin solukalvonalaisten mitokondrioiden
pinta-ala oli korkearasvaista ravintoa syoneilléokgijahiirilla, mika tuki aiempia
tutkimustuloksia (Gordon ym., 2001; Meshinkova yr@005). Véharasvaisen ravinnon
juoksijahiirilla solukalvonalaisia mitokondrioitaes sijaan oli lahes saman verran kuin
vastaavassa kontrolliryhmésséa, joten vapaaehtdiilemta yhdistettyna vaharasvaiseen
ruokavalioon ei saanut aikaan muutoksia mitokondeio biogeneesissa. Todennékdista
on, ettd  hiiret eivat liikkuneet tarpeeksi, jottaroja solukalvonalaisten
mitokondriokeraymien pinta-alaan olisi syntynyt. hela vaharasvaisen ravinnon
kontrolliryhman tulosta olivat myds ruokavaliotaimaneiden hiirten ryhmat, mika oli

uusi tutkimustulos.

Edella esitettyjen tulosten nojalla voidaan tehuolitgpaatos, etta kaytetyissa olosuhteissa
ruokavaliolla oli suurempi merkitys rasvan kertyalis seka yksittaisten rasvapisaroiden
koolle kuin pelkalla liikunnan lisdamisella. Uutehakimuksessa tarkasteltu ruokavalion
vaihtaminen véhéarasvaiseen sai aikaan merkitsevidsitipisia muutoksia
maksakudoksessa, sekd suuntaa antavia, joskaarerkitsavia, positiivisia muutoksia
lihaksessa. Jatkossa elintapasairauksien hoidasgakimuksessa tulisikin kiinnitté& yha
enemman huomiota ruokavalioon ja sen vaihtamisemiin morfologisiin ja metabolisiin
muutoksiin koko kehon tasolla. Tassa tutkimuksesdgitettiin ruokavalion ja liikunnan
vaikutuksia maksa- ja lihaskudokseen morfologisin ittamksin.  Elimiston
energiametabolista tilaa ei kuitenkaan voida pkatpelkastaan kudosten morfologian
perusteella, joten jatkossa olisi tarkeaa tutkiautoksia myds esimerkiksi tutkittujen

kudosten entsyymiaktiivisuuksissa. Jos tutkitussadoksessa rasvoja pilkkovien
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entsyymien maara olisi koholla, viittaisi se ragrojehostuneeseen hyddyntamiseen, mika
puolestaan viittaisi muutokseen elimiston energiaimaiassa. Myods solukalvonalaisten
mitokondrioiden toiminnan eroja voitaisiin tutkiaittaamalla entsyymiaktiivisuuksia,
jolloin saataisiin selville mahdolliset muutokset itokondrioiden oksidatiivisessa

kapasiteetissa.
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Liitteet

Liite 1. Hiirten keskimaaraiset massat
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Kuva 26. Hiirten keskimaéraiset massatHiirten massat on esitetty ryhmakohtaisina keskisra pylvain,
ja janat ilmaisevat keskihajonnat. Massaltaan somat hiiret olivat ryhmisséa kontolli60 ja juoksija6
Massaltaan pienimmat hiiret olivat puolestaan rybsddjuoksijal0, jonka keskiarvoa lahella olivat myo
ryhmien kontrolli/kontrolli ja kontrolli/juoksija &skiarvot. Ryhman kontrollil0-hiirten keskimaardine
massa sijoittui massaltaan suurimpien ja pienimpyamien valille.



71

Liite 2. Hiirten maksojen keskimaaraiset massat

3500
3000 [
2500
2000
(mg)

1500
1000

500

0- : - - - ; ;
Kontrolli- Kontrolli- Juoksija- Juoksija- Kontrolli/ Kontrolli/
10 60 01 60 kontrolli juoksija

Kuva 27. Hiirten maksojen keskiméaaraiset massatKuvassa on esitetty pylvain ryhmékohtaiset maksoje
massojen keskiarvot ja janat ilmaisevat ryhmakgbetakeskihajonnat. Massaltaan suurimmat maksaatoliv
ryhman kontrolli60-hiirilla ja toisiksi suurimmaugksija60-hiirilla. Massaltaan pienimméat maksatvai
ryhman juoksijal0-hiirilla. Ryhmien kontrollil0, ktrolli/kontrolli ja kontrolli/juoksija -hiirilla maksojen
keskimaaraiset massat sijoittuvat korkearasvaastmtoa syoneiden ryhmien ja juoksijal0-ryhmanliéili
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Liite 3. Insuliinitoleranssikokeen tulokset
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Kuva 28. Hiirten insuliinitoleranssikokeen tulokset Kuvassa on esitetty viivadiagrammina ryhméakohtaise
veren glukoosipitoisuudet mitatuissa aikapisteiskfitain vaste insuliinin injektoinnille oli ryhman
kontrolli6O-hiirilla.  Juoksija60-ryhméan  hiirilla e insuliinille oli nopeampi kuin vastaavalla
kontrolliryhmalld, mutta selvasti huonompi kuin rfaiiryhmilla. Nopeimmat vasteet insuliinin injektwiille
olivat ryhmilla kontrolli10, juoksijal0O, kontrolkbntrolli ja kontrolli/juoksija. Kun glukoositasogseurattiin
60 minuutin ajan, saavutti rynma kontrolli/kontiatiatalimman glukoosiarvon viimeisessa aikapisti&éess



