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Abstract:

Two populations of skeletal muscle mitochondria have been described, intermyofibrillar and
subsarcolemmal. These two populations meditate increased aerobic capacity caused by endurance training by
adapting to response increased energy need of the tissue. As a consequence of endurance training, whole
muscle metabolism improves because of increase in mitochondria number, size and enzyme activity.
However, differences in adaptive capacity and -effects have been discovered between two mitochondrial
populations. Improved aerobic capacity caused by endurance training has been found to increase
insulinsensitivity, which is known to be impaired in type 2 diabetes.

HCR(high capacity rat)- and LCR(low capacity rat)- rats represent two distinct lines artificially selected and
bred for endurance capacity. In these rats, intrinsic features typical for both lines have been passed down over
following generations. As a consequence of selective breeding, alleles responsible of aerobic endurance
capacity become fixed at loci increasing homotsygozity. Genes effecting on endurance capacity can be
divided to intrinsic and adapting ones. Environment has also effect on endurance capacity. The integrity of
the genotype and minimized effect of environment and adaptive genes creates a possibility to value the same
genetic material repeatedly. That is why LCR and HCR- rats as ideal genetic models are useful in resolving
metabolic diseases, like type 2 diabetes.

The aim of this study was to examine differences of muscle tissue mitochondrial populations and
intracellular fat in HCR- and LCR- lines, and relationship to type 2 diabetes. Samples were taken from two
skeletal muscle (soleus and extensor digitorum longus) and they were prepared for crosswise and longitudinal
ultramicrotome sectioning. Semi- thin sections were stained with toluidine blue and best examples, based on
examination of semi- thin sections, were selected for further sectioning to ultra- thin sections. Ultra- thin
sections were stained with uranyl acetate and lead citrate and examined with an electron microscope.
Morphometric analyses were analyzed with computer software.

The biggest differences between two ratlines were found in subsarcolemmal mitochondria, as were expected.
Differences in relative area of subracolemmal mitochondria populations were statistically significant.
Differences between intermyofibrillar populations of the ratlines were not statistically significant. The
amount of intracellular fat remained insolved in this examination. The results of this examination are
consistent with previous ones, where have been found the largest mitochondrial increase, as a consequence
of endurance training, takes place under sarcolemmamembrane. The relationship of adaptive capacity of this
population to type 2 diabetes probably results of improved oxidative capacity of the muscle tissue, in which
also the adaptation of intermyocellular population has an influence. The effect of intermyocellular population
on aerobic endurance and type 2 diabetes has still to be examined. An interesting paradox also exists between
exercise and intracellular fat. Intracellular fat content is known to correlate with insulin resistance.
Endurance training increases intracellular fat content but improves time insulinsensitivity at the same time.

Keywords: Morphology, type 2 diabetes, subsarcolemmal mitochondria, intermyofibrillar mitochondria
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1.Johdanto

1.1 Luustolihaskudos

Luustolihaskudos koostuu pitkistd supistumiskykyisistd lihassoluista eli myofiibereista.
Yksittdisen lihaksen rakenne on hyvin jérjestelméllinen koostuen asteittain pienenevisti
sidekudoksen ympéardimistd osista. Kokonaista lihasta ympér6i tiivis sidekudos epimysium.
Useitten yksittéisten lihassolujen muodostamaa lihaskudoskimppua eli fasikkelia ympéroi
epimysiumista perdisin oleva perimysium. Jokaista fasikkelin sisdltiméad lihassolua ymparoi
retikulaarisdikeistd koostuva endomysium, jonka alla sijaitsee solun plasmamembraani, jota

lihassolussa kutsutaan sarkolemmakalvoksi.

Sarkolemmaa ympéroi tyvikalvo ja satelliittisolut, jotka pystyvét erikoistumaan uusiksi
lihassoluiksi. Luustolihassolun useat tumat sijaitsevat vélittomésti sarkolemmakalvon alla,
josta on lyhyt etdisyys lihasta ravitseviin kapillaareihin. Sarkolemmakalvosta tyontyy solun
sytoplasmaan nk. T- putkia, jotka ovat yhteydessd sytoplasman sarkoplasmiseen kalvoon,
kalvorakenteiseen Ca>" - molekyylejd varastoivaan soluelimeen. T- putki on osana triadia,
joka koostuu kahdesta lateraalisesta terminaalisesta sarkoplasmisen retikulumin kisternasta
ja niiden keskelld olevasta T- putkesta. Triadin tehtdvand on vilittdd aksonin
depolarisaatiosignaali solun sisdédn. Lihassolulla on useita tumia, jotka kaikki sijaitsevat
perifeerisesti sarkolemmakalvon alla. Sarkolemmakalvolle ulottuvat myos lihassolua
hermottavien aksonien terminaalit, jotka muodostavat primaarisen synapsiraon yhdessa
sisddnpainuneen solukalvon kanssa. Vilittdjdaineena luustolihassolujen aksoneissa toimii
asetyylikoliini, joka vapautuu synapsirakoon vasteena aktiopotentiaalille. Molekyyli
sitoutuu reseptoriinsa sarkolemmakalvolla ja depolarisaatiosignaali vilittyy triadin kautta
syville lihassoluun, saaden aikaan Ca*- molekyylien vapautumisen sarkoplasmisesta

retikulumista (Lodish ym. 2003).

Lihaksen supistuva yksikko sarkomeeri koostuu paksuista myosiini- ja ohuista
aktiinifilamenteista. Sarkomeeri voidaan jakaa eri vyohykkeisiin rakenteensa perusteella.

Sarkomeeria reunustaa molemmista pdistddn Z- levyt, joihin sarkomeerin aktiinifilamentit



ovat kiinnittyneet. Ohuet filamentit koostuvat pddosin F- aktiinista, sekd troponiinista,
tropomyosiinista ja nebuliinista muodostaen nk. I- juovan. Aktiinifilamentti koostuu
globulaarisesta monomeerisesta G- aktiinista, joka jirjestyy kierteiseksi kaksijuosteiseksi
rakenteeksi. Tropomyosiini ja troponiini osallistuvat myosiinifilamentin sitoutumisen
sadtelyyn ja nebuliini toimii templaattina aktiinifilamentin pituuden sditelysséd. Paksut
filamentit puolestaan koostuvat myosiinista ja titiinista muodostaen A- juovan. Lihaksessa
supistumiseen osallistuva myosiinimolekyyli II koostuu kahdesta identtisesté raskaasta
(MHC, myosin heavy chain) ketjusta ja neljistd kevyestd (MLC, myosin light chain)
ketjusta. Kevyisiin ketjuihin kuuluvat kaksi fosforyloituvaa sddtelevaa kevytta ketjua
(regulatory light chain), sekd kaksi varsinaista emiksistd kevytta ketjua (alkali/essential
light chain). Raskaan ketjun kaksi globulaarista domeenia ovat ATPaaseja, jotka aktiinin
aktivoimana hajottavat ATP:n ADP:ksi ja fosfaatiksi. Globulaarisella pdélld on kolme eri
toiminnallista aluetta; aktiinifilamenttiin kiinnittyvé alue, ATP: ta sitova alue ja kevyttad
ketjua sitova alue. Globlaariden domeenin vieressi sijaitsee alue, jonka ympdrille
kietoutuneet kevyet ketjut sdételevit gobulaaristen domeenien aktiivisuutta, seka valittavat
head domeenin pienet liikkeet koko molekyylin liikkeeksi. A - juova jaetaan keskeltad
alueeseen H- juovaksi, joka koostuu padasiassa kreatiinikinaasientsyymistd, joka katalysoi
ADP:sta ja fosfokreatiinista ATP: ta. Keskelld H- juovaa voidaan vield erottaa M- linja
(Lodish ym. 2003).

Kun lihas supistuu, sen pituus lyhenee noin kolmanneksella. Supistuksen aikana
sarkomeerin sisdltdmat filamentit liukuvat toistensa viliin, kun myosiinimolekyylin
globulaarinen pii tarttuu aktiinifilamenttiin. Filamenttien pituus ei siis muutu, vaan
sarkomeerin pituus lyhenee. Supistuksen laukaisee neuromuskulaariliitoksen kautta
saapuva depolarisaatiosignaali, joka etenee lihasoluun T- putkien kautta tridiin A-I
junktion kohdalta. Depolarisaatio saavuttaa sarkoplasmisen kalvoston ja vapauttaa Ca>"
molekyylit solulimaan. F- aktiiniinifilamentin uurteissa oleva tropomyosiini sitoo
troponiinikompleksia, joka sdételee myosiinin sitoutumista aktiiniin. Levossa
tropomyosiinikompleksi peittdd myosiinin sitoutumiskohdan aktiinifilamentissa. Kun
kalsium vapautuu depolarisaatiosignaalin vaikutuksesta, sitoutuu se troponiiniin ja

aikaansaa tropomyosiini- troponiini kompleksin muuttamaan konformaatiotaan, jolloin
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myosiinin sitoutumispaikka paljastuu. Myosiinifilamentti sitoutuu korkeaenergisessé
konfiguraatiossaan (hydrolysoitunut ATP) aktiiniin. Kun filamentti palaa matalaenergiseen
muotoonsa (vapauttaa sitoutuneen ADP:n ja epdorgaanisen fosfaatin) liukuu siihen
kiinnittynyt aktiinifilamentti kohti sarkomeerin keskustaa. Myosiinin péé irtoaa kun

domeeniin kiinnittyy uusi ATP- molekyyli (Lehninger ym. 2002).

1.1.1 Luustolihassolutyypit

Luustolihassolujen ominaisuudet eroavat toisistaan useiden ominaisuuksien osalta.
Lihassolut eli myofiiberit voidaan jakaa karkeasti kahteen eri tyyppiin; hitaisiin tyypin I
sekd nopeisiin tyypin II fiibereihin. Tyypin II solut voidaan vield edelleen jakaa
oksidatiivisiin tyypin Ila sekd glykolyyttisiin tyypin IIb lihassoluihin. Lahes kaikki ihmisen
luustolihas on ns. sekatyyppid koostuen néistd solutyypeistd. Oksidatiiviset tyypin |
lihassolut sisdltdvit suuria médérid myoglobiinia, mitokondrioita ja kapillaareja. Soluilla on
korkea kapasiteetti generoida ATP:td oksidatiiviselld metabolialla, jolloin solut pystyvét
tyoskentelemddn pitkddn mutta supistumisnopeus on hidas, silldi ATP:n hajoamisnopeus on
pieni. Tyypin Ila fiibereilld on myoskin suuri méérd myoglobiinia, mitokondrioita ja
kapillaareja. My0s ndilld soluilla on korkea kapasiteetti generoida ATP:td oksidatiivisesti,
mutta ATP:n hajoaminen on nopeampaa kuten my6s supistumisnopeus. Tyypin IIb fiiberit
ovat glykolyyttisid. Soluilla on suhteellisen vihin mitokondrioita seki kapillaareja ja
niiden myoglobiinisisiltd on pieni. Glykogeenié sen sijaan on runsaasti. Solut generoivat
ATP:td anaerobisella metabolialla, jolloin ne eivét kykene tuottamaan energiaa
pitkékestoiseen supistumiseen, vaan solut toimivat lyhyissé anaerobisissa suorituksissa.
ATP hajotetaan soluissa nopeasti jolloin myds lihaksen supistumisnopeus on suuri

(Oberbach ym. 2006; Daugaard ja Richter, 2001).

1.1.2 Luustolihassolutyypit ja liikkunta

Luustolihas adaptoituu sdénnollisesti suoritettuun harjoitteluun seka rakenteellisesti etti
toiminnallisesti. Ndmd muutokset késittdvit mekaanisia, metabolisia ja hermostollisia

muutoksia, joiden avulla lihas pyrkii tdyttdmaan muuttuneiden olosuhteiden vaatimukset,
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kuten mm. kasvaneen energian tarpeen. Niitd muutoksia toteutetaan proteiiniekspression
modifikaatioilla, jolloin geenien tuotteet johtavat muuttuneeseen lihasfenotyyppiin.
Geeniekspression pysyvilld muutoksilla on perinnéllistd merkitystd, kun adaptoidutaan
muuttuneisiin olosuhteisiin. Lihaksistossa tapahtuvat muutokset riippuvat suoritetusta
harjoitustyypistd, esim. voimaharjoittelu tuottaa yksildlle erilaisia ominaisuuksia kuin
kestdvyysharjoittelu. Kukin harjoitteluperioidi kehittad vain juuri kyseisté harjoitettavaa

ominaisuutta.

Lihassolutyyppien suhteellinen jakautuminen kuhunkin lihakseen riippuu lihaksen
padasiallisesta tehtdviastd. Lihassolujakaumaan vaikuttaa my0s fyysinen aktiivisuus, silld
oikealla harjoittelulla voidaan jakaumaa muuttaa tietyn verran haluttuun suuntaan.
Aerobisen harjoittelun méirén lasku védhentdad tyypin I ja kasvattaa tyypin 11
lihassoluosuutta. Aerobinen harjoittelu puolestaan kasvattaa tyypin I lihassolujen méiéraa
(Daugaard ja Richter, 2001). Vaikka suurelta osin lihassolutyyppien jakautuminen on
thmisilld padosin heterogeenistd, lihassolujen suhteellisilla osuuksilla on myds yksilollisid
eroja, joihin vaikuttavat perimé sekd ymparistd. Néiden tekijoiden osuuksiksi
lihassolujakaumassa on arvioitu olevan perimén osalta 45% ja ympériston osalta 40%

(Simoneau ja Bouchard, 1995)

1.1.3 Luustolihaksen adaptaatio kestdvyysharjoitteluun

Kestédvyys- eli aerobisen harjoittelun vaikutus on kumulatiivinen ja sen seurauksena
tapahtuu lihassolun adaptaatiota. Vaikutuksista tunnetuimpia ovat oksidatiivisen
kapasiteetin kasvu, rasvahappojen lisddntynyt kdyttd ATP:n tuotannossa sekd
oksidatiivisen tyypin I lihassoluosuuden kasvu. Lihassolujen muutoksia tapahtuu
harjoittelun vaikutuksena systeemisesti, ei lokaalisesti, ts. vain supistuva lihas adaptoituu.
Suorituskyvyn paraneminen kestévyysharjoittelun tuloksena johtuu siis pddosin lihaksen
metabolian muutoksista. Kroonisella fyysiselld harjoittelulla voidaan muokata mm.
mitokondrioiden proteiinisisiltdd, jolla on suora vaikutus mitokondrioiden ja siten

metabolian toimintaan (Henriksson ym., 1986).
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Vasteena kasvaneelle energiankulutukselle solut kasvattavat mitokondrioiden tilavuus
osuutta (= volume density eli mitokondrioiden lukumairé ja koko), entsyymipitoisuutta ja
oksidatiivista kapasiteettia, johtuen mitokondrioiden biogeneesin tehostumisesta (Holloszy
ja Coyle, 1984). Lihaksen kahdesta erillisestd mitokondriopopulaatiosta sarkolemmakalvon
alla sijaitseva populaatio (SSM) kasvattaa harjoittelun vaikutuksena oksidatiivistad
kapasiteettiaan enemman kuin intermyofibrillaarinen populaatio (IFM). Mitd suurempi
lihaksen mitokondriosisdltd on, sitd pienempi respiraation taso vaaditaan kultakin
mitokondriolta lihaksen tyoskennellessd. Kun sddnnollinen harjoittelu paittyy, SSM
populaatio menettdd oksidatiivistd kapasiteettiaan enemmén kuin IMF populaatio, jonka
ominaisuudet pysyvit suhteellisen muuttumattomana. Aerobinen harjoittelu siis vaikuttaa

enemmaén juuri SSM- populaatioon (Krieger ym., 1980).

Kestdvyysharjoittelu tehostaa rasvahappojen kéytto4, joka on seurausta hiilihydraattien
pienentyneestd kdytostd energiantuotannossa, kun lihasten glykogenolyysin taso vihenee.
Tédma johtaa suurempaan rasvahappojen kulutukseen, joka johtuu harjoitettujen lihasten
tehostuneesta kyvysté ottaa rasvahappoja veren plasmasta. Samoin lihasten kapillaaritiheys
kasvaa harjoittelun tuloksena, joka lisdé aineenvaihtopinta- alaa ja vdhentda
diffuusioetdisyyttd tehostaen lihasten rasvahappojen saantia ja kdyttdd (Kiens ym., 1993)
Sarkolemmakalvolla sijaitsevat rascahappo- transportterit (FA- transportterit) vastaavat
suurelta osin rasvahappojen litkenteestd solun sisddn. Toistaiseksi sarkolemmakalvolta on
identifioitu kaksi FA- transportteriproteiinia, plasma membrane FA- binding protein
(FABPpm) ja FA- translocase protein FAT/CD36. Tutkimuksissa on pystytty osoittamaan,
ettd nditd transporttereita voidaan sdddelld sekd akuutisti ettd kroonisesti, jolloin solun

metabolian kasvanut FA- tarve voidaan téyttaa (Jeukendrup, 2002).

Ensimmadisten kymmenien sekuntien aikana kestdavyysharjoittelun alkaessa lihaksen
energiansaanti turvataan aluksi muulla kuin oksidatiiviselld fosforylaatiolla. Kun lihas
supistuu , vapaan ADP:n (fADP) osuus nousee ja johtaa ATP:n ja kreatiinin (Cr)
muodostumiseen kreatiini fosfokinaasin (CPK) katalysoimana fADP:sti ja fosfokreatiinista

(PCr).



13

ADP + PCr. — ATP + Cr

PCr:n mééri luustolihaksissa on n. kymmenen kertaa ATP:n konsentraation mééra, eli n.
30 mM. CPK toimii akuutissa energiantarpeessa tuottaen lihaksen kdyttoon energiaa
nopeammin kuin sitd muodostuu katabolisella reaktiolla. fADP on myds glykolyysin
substraatti ja allosterinen aktivaattori, sekd sditelee mitokondrioiden aktiivista hengitysta.
Harjoittelun seurauksena kasvanut mitokondriosisélto lisdé lihasten mitokondrioiden 3.
vaiheen (= ATP:n tuottoon kytketty hengitys) hengityksen herkkyyttd fADP: lle vihentiden
glykolyysin ja tuotetun laktaatin médérdé, jolloin suurempi osa tydhon tarvitusta energiasta
saadaan aerobisen metabolian kautta (Hood, 2001). Oksidatiivisella fosforylaatiolla
tuotetun energian mairin kasvuun liittyy myos irtikytkijdproteiini UCP3- proteiinin
vihentynyt ekspressio. UCP3 on proteiini, joka kytkee irti oksidatiivisen fosforylaation,
jolloin energia haihtuu 1dmpdni eikd sitoudu ATP:nd ( Rolfe ja Brand, 1996).
Oksidatiiviset lihassolutyypit ekspressoivat UCP3- proteiinia vihemman kuin
glykolyyttiset lihassolut. Koska kestdvyysharjoittelu lisdd oksidatiivisten lihassolujen
méadrid, vihenee samalla UCP3:n ekspressio ja lihaksen oksidatiivinen fosforylaatio
tehostuu, jolloin tdméntyyppiselld harjoittelulla on suotuisa vaikutus lihasten metaboliaan
(Hesselink ym., 2001; Fernstrom 2004). Metaboliset muutokset luustolihaksissa johtuvat
lihassolutyyppikoostumuksen seké solutyypille ominaisen metabolian muutoksista. Tyypin
2 diabetes potilailla on lihasten glykolyyttinen entsyymiaktiivisuus energiantuotannossa
kasvanut ja oksidatiivinen entsyymiaktiivisuus vdhentynyt. Selitys téhén tilanteeseen on
lihasten vihentynyt tyypin I lihassoluosuus ja lisdéntynyt tyypin IIb lihassoluosuus. (He
ym., 2001).

1.2 Luustolihaksen mitokondriot

Luustolihas on vahvasti riippuvainen oksidatiivisesta hapetusprosessista, joka tuottaa
energiaa ATP: nd lihassolujen kadyttoon. ATP tuotetaan lihassolujen mitokondrioissa
oksidatiivisten entsyymien muodostaman ketjun katalysoimassa reaktiossa (Krebsin sykli
eli sitruunahappokierto) hapettamalla ravinnosta saatavia yhdisteitd, padasiassa rasvoja ja

glukoosia. Tédydellinen aerobinen glukoosimolekyylin hajotus CO;:ksi ja H,O:ksi tuottaa
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yhteensd 30 molekyylid ATP:td. Luustolihas pystyy tuottamaan energiaa myos

anaerobisesti hajottamalla glukoosimolekyylin laktaatiksi eli maitohapoksi. Tama
metabolia tosin tuottaa vain 2 molekyylid ATP:téd per glukoosimolekyyli, joten luustolihas
ei voi toimia anaerobisesti kovin pitkdéin. Myohemmin hapen ollessa saatavilla hapetetaan

laktaatti pyryvaatiksi ja ohjataan hajotettavaksi mitokondrioiden Krebsin sykliin.

Lihaksen supistumiseen tarvittava energia tuotetaan padasiassa mitokondrioissa, jotka
sijaitsevat lihassolujen véleissé (solunsisdiset eli intermyofibrillaariset mitokondriot)
lahelld Z- levyjd. Vilittdmasti sarkolemmakalvon alla sijaitsevat mitokondriot tuottavat
energiaa mm. ionin vaihtoon, substraatin kuljetukseen, signalointiin ja proteiinisynteesiin

(Gogswell ym., 1993).

1.2.1 Mitokondrioiden biogeneesi

Mitokondrioiden méérad luustolihaksessa voidaan pitdé erddnlaisena fyysisen kunnon
médreend, silld sddnndllisesti toistuva aerobinen kestdvyystyyppinen rasitus (lihassupistus)
yllépitdd ja lisdd mitokondrioiden biogeneesid. Vaikutus nikyy lisdéntyneend
mitokondriomassana ja oksidatiivisen fosforylaation kapasiteetin lisddntymisend, joka
johtuu muuttuneesta nukleaarisen ja mitokondrionaalisen DNA:n geeniekspressiosta.
Voimatyyppinen nopeita lihassoluja aktivoiva harjoittelu puolestaan ei vaikuta
mitokondrioiden adaptaatioon, jos tavoitteena on parempi fyysinen kestivyys ja suurempi
hapenottokyky. Mitokondrioiden proteiineja koodaa sekd nukleaarinen DNA ettd mtDNA,
joista jalkimmaiisen osuus proteiinisisdllon tuottamisesta on huomattavasti pienempi.
Biogeneesid ohjaa nididen kahden genomin koodaamat transkriptiotekijét, jotka valittavat
mitokondrioiden metabolisia ja fysiologisia muutoksia vaikuttaen biogeneesiin
osallistuvien proteiinien geeniekspressioon. Nditd transkriptiotekijoitd ovat mm. NRF-1,
NRF-2 (NRF = nuclear respiratory factor ), sekd PPAR-a ja PPAR-y ( PPAR =
peroksisome proliferator activated reseptors ) (Hood 2001; Kiens 1993).
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1.3 Luustolihaskudoksen rasva

Lihaskudoksessa rasva varastoidaan joko extrasellulaarisena metabolisesti inerttind rasvana
adiposyytteihin (EMCL, extramyocellular lipid) tai solunsisdisind metabolisesti kdytettdvina
rasvapisaroina sytoplasmaan mitokondrioiden laheisyyteen (IMCL, intramyocellular lipid).
Péiasialliset IMCL- tasoon vaikuttavat tekijit ovat sukupuoli, perim, litkkunta ja ruokavalio
(Chalkey ym., 1998; Krssak ym., 2000). Aerobinen harjoittelu lisdd lihasten IMCL-
pitoisuutta, mikd on paradoksaalista, silld insuliiniresistenssi on liitetty korkeaan IMCL-
sisdltoon. (Goodpaster ym., 2001). Ruokavalion tyydyttyneet rasvat akkumuloituvat
lihaskudokseen rasvojen metaboliitteina DAG (diasylglyserol): na ja seramidina, kun taas
tyydyttymittomét rasvahapot akkumuloituvat joko IMTG: na tai vapaina rasvahappoina
(FFA). (Montell ym., 1997). Leptiinihormoni toimii ei- rasvakudoksissa vidhentden solujen
FFA- pitoisuutta ja estimailld triglyseridien akkumulaatiota lisdamélld FFA:n -
oksidaatiota ja lisadmalla lipogeneesid suojaten néin soluja lipotoksisuudelta. Kun solun
leptiinireseptorien ekpressio tai toiminta heikkenee, johtaa se triglyseridien kerddantymiseen
solun sisddn.(Unger ym., 1999). Ruokavalion rasvoilla voidaan siis olettaa olevan yhteys
insuliiniresistenssin syntymiseen, silld tyydyttyneet rasvat lisadvit DAG: n akkumulaatiota
lihaksiin ja TAG- poolin saturaatiota, jolloin syntyy lisdd insuliinisignalointia hdiritsevid

metaboliitteja.

1.4 Mitokondrioiden rakenne ja toiminta

Mitokondrio on sytoplasmassa sijaitseva kaksoiskalvon ympérdivd organelli, joka vastaa
ATP:n tuotannosta aerobisessa metaboliassa. Mitokondriota ympérdivit kaksi membraania
eroavat toisistaan sekd rakenteeltaan ettd koostumukseltaan. Ulompi sytoplasmaa
reunustava kalvo koostuu proteiineista (n. 50 %) ja lipideista (n. 50 %). Membraanin
lapdisevien poriinien kautta suuret molekyylit, kuten ionit ja metaboliitit, padsevit
sytoplasmasta kalvojen véliseen intermembraanitilaan. Sisempi kalvo koostuu sekin
proteiineista (n. 80 %) ja lipideista (n. 20%), mutta on paljon lipdisemattdmépi kuin
ulkokalvo. Sisékalvo on liséksi poimuttunut kohti mitokondrion sisdosaa eli matriksia

muodostaen kristoja, jotka lisdavét sisdkalvon pinta-alaa.
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Mitokondrion matriksissa tapahtuu soluliman glykolyysissa syntyneen pyruvaatin seka
rasva- ja aminohappojen hajotus hiilidioksidiksi Krebsin syklissd. Ennen sykliin liittymista
pyruvaatti ja rasvahapot muutetaan asetyyli CoA: ksi entsyymikatalysoidussa reaktiossa
mitokondrion sisdkalvolla. Krebsin syklin entsyymit katalysoivat reaktiota, jossa elektronit
siirtyvit sykliin liittyneeltd asetyyli CoA: lta elekroninsiirtiji NAD" :lle ja FAD: lle
pelkistden ne NADH:ksi ja FADH;:ksi. Sisdkalvolla ja kristoissa sijaitsee
elektroninsiirtoketju, joka koostuu useista eri molekyyleisté, piddasiassa proteiineista.
Néaméi molekyylit ovat ryhmittyneet neljéksi eri kompleksiksi. Kalvon poimuttuminen
mahdollistaa elektroninsiirtoketjun esiintymisen mitokondrioissa useina kopioina. Ketjun
molekyyleihin kiinnittyneet prosteettiset ryhmit vuorottelevat hapetus- ja pelkistystilojen
vililld sitd mukaa kun ne vastaanottavat ja luovuttavat elektroneja. Ketju vastaanottaa
elektroninsa Krebsin syklissd pelkistyneiltd elektroninsiirtdjiltd (NADH ja FADH) ja
siirtdd elektronit lopulta ketjun viimeisend olevalle happimolekyylille (Lehninger ym.

2002).

Elektroninsiirtoketjun tehtivini on yllipitda H™ gradienttia intermembraanitilan ja
matriksin vélilld. Ketjun kolme kompleksia pumppaavat protoneja matriksista
intermembraanitilaan, jolloin luodaan ATP- syntaasin toiminnan mahdollistava
protonigradientti. Sisdkalvolla sijaitseva ATP- syntaasi syntetisoi ADP: sta ATP:ta kun

protonit virtaavat sen lépi konsentraatiogradienttinsa mukaisesti (Lehninger ym. 2002).

1.4.1 Rasva-aine metabolia

Thmiselld rasvojen hapettaminen eli - oksidaatio on energianldhteend tarkedmpéd kuin
glukoosin hapetus, silld rasvasta saatavan ATP: n mééra on kuusi kertaa suurempi kuin
vastaavasta midrastd glukoosia saatavan energian mdird. Rasvojen hapettaminen tapahtuu
mitokondrioissa neljdsséd katalysoidussa reaktiossa. Energian tuotantoa sédédelldin tarkasti
vastaamaan solun ja koko organismin sen hetkisié tarpeita sekd entsymaattisesti ettd
hormonaalisesti. Korkea hiilihydraattien saanti ravinnosta supressoi rasvojen metaboliaa

mitokondrioissa ja edistdd rasvahappojen biosynteesid. Entsymaattinen sdétely toimii
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solutasolla sdddellen glykolyysin tasoa solulimassa allosteristen entsyymeiden, kuten esim.

heksokinaasin, pyryvaattikinaasin ja fosfofruktokinaasin avulla. Hormonaalinen siitely
huolehtii koko organismin metabolisesta tasosta hormonien, kuten insuliinin seki
glukagonin avulla. Siruunahappokiertoon osallistuvat entsyymit sekd niiden aktiivisuus
ovat tirkedssd osassa rasvojen metaboliassa. Sitruunahappokierron entsyymit sijaitsevat
liukoisessa muodossa mitokondrion matriksissa sekd integraalisina proteiineina
mitokondrion sisékalvolla. Kestdvyysharjoittelun seurauksena geeniekspression muutokset
lisddvdt ndiden entsyymeiden pitoisuutta ja entsyymejd koodaavien geenituotteiden

kuljetus mitokondrioihin lisdntyy (Adhihetty ym. 2003).

1.4.2 Rasva-aine metabolian hairiot

Rasvojen héiriintynyt metabolia ilmenee epanormaalina rasvojen oksidaation siételyna
sekd triglyseridien ja muiden rasvahappojohdannaisten akkumulaationa. (Simoneau ja
Kelley 1997; Blaak ym., 2000) Esimerkiksi tyypin 2 diabeteksessa luustolihasten
metabolinen kapasiteetti on painottunut enemmaén rasvahappojen esterifikaatioon kuin
hapettamiseen. Esterifikaatio on reversiibeli reaktio jossa rasvahapot voidaan liittda
kovalenttiselld sidoksella toiseen molekyyliin. Tapahtuma on dehydraatioreaktio, silld
rasvahapon karboksyyliryhmistd hdavida OH- ryhma ja reaktion toiselta osapuolelta poistuu
puolestaan hydroksyyliryhmé. Esterifikaatioprosessiin tuotteena syntyy mm. fosfolipidejd,
kolesteroliestereitd, diasyyliglyseroleja (DAG) ja triasyyliglyserideja (TAG).
Esterifikaation osuuden kasvuun on syynéd kohonnut glukoositaso joka inhiboi
rasvahappojen, jotka ovat siis pddasiallisin energian ldhde, oksidaatiota sekd stimuloi
rasvojen esterifikaatioprosesseja haiman saarekkeissa (Simoneau ym., 1999; Roduit ym.,

2004)

Mitokondrioiden heikentynyt toiminnallinen kapasiteetti on yksi mahdollinen syy rasvojen
sekd my0s hiilihydraattien metabolian héiridihin. Metabolisen kapasiteetin hiiridihin on
yhdistetty lihassolujen mitokondrioiden epdnormaali morfologia, niiden lukuméérin
viaheneminen ja oksidatiiviseen metaboliaan kuuluvien entsyymien aktiivisuuden ja méérian

viaheneminen. Myds tyypin 2 diabeteksessé insulliiniresistenssin taso on korreloi
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oksidatiivisten entsyymeiden vihentyneeseen aktiivisuuden kanssa (Simoneau ym., 1997,

Simoneau ym., 1999).

Triglyseridien akkumulaatio luustolihaksiin korreloi oksidatiivisten entsyymeiden
vihentyneen aktivaation kanssa (He ym., 2001). Lihasbiobsioiden biokemialliset analyysit
ovat osoittaneet, ettd lipidien kertymiseen liittyy mitokondrioiden epanormaali morfologia,
mitokondrioiden oksidatiivisten entsyymien ja siitd johtuva oksidatiivisen kapasiteetin

viheneminen (Simoneau ym., 1999).

1.5 Rotta tutkimuseldaimeni

Laboratoriorotta Rattus norvegicus oli ensimmainen tutkimuskayttoon kasvatettu
nisdkislaji. Rottien tutkimuskdyton historia on pitka ja pitdé sisélléddn useita eri menetelmia
ja tutkimuskohteita. Useita eri rottakantoja on kdytetty luomaan tautimalleja lisdamaélla
eldimid valinnan avulla, jolloin tautia aiheuttavat alleelit fiksoituvat lokuksiinsa.
Sisésiitoksella luotuja rottalinjoja on kéytetty tutkittaessa mm. metabolisia héiriditd, sydan-
ja verisuonisairauksia, rintasyopdd, munuaistauteja ja ikddntymistd (James ja Lindpaintner,

1997).
1.5.1 Valinnalla luotu geneettinen malli

Valinnan avulla suoritettu lisdédminen tuottaa kdyttokelpoisen eldinlinjan halutun
ominaisuuden tutkimista varten, jos ominaisuuden médrié tai muuta funktiota voidaan
toistettavasti mitata ja jos ominaisuuden variaatio perustajapopulaatiossa on tarpeeksi suuri

(Koch ym. 1998).

Geneettinen komponentti kattaa arviolta 2/3 polygeenisen aerobisen suorituskyvyn
variaatioista. Harjoittelemattomalla yksilolld aerobiseen suorituskyvyn variaatioihin
vaikuttaa useita yksilolle ominaisia synnynndisid geenejd ( Klissouras 1971). Lisdksi
suorituskykyyn vaikuttavat ne geenit, jotka vastaavat harjoittelun seurauksena tapahtuvasta
adaptaatiosta (Bouchard ym., 1999). Aerobinen kapasiteetti voidaan siis késittda

luontaisten (perittyjen) ja adaptoituvien geenien ekspressioiden summana kun ne
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vuorovaikuttavat ymparistotekijoiden kuten eldméntapojen ja litkkunnan kanssa. Ndiden
tekijoiden yksittdistd vaikutusta suorituskykyyn on siksi vaikea arvioida. Mallit, joilla
suorituskykyyn vaikuttavat yksittéiset tekijit ovat kontrolloituja, ovat kdyttokelpoisia
maédritettdessd geenejd, jotka vaikuttavat yksilon suorituskyvyn variaatioihin (Britton ja

Koch, 2001).

Valinnan avulla voidaan monimutkaisen geneettisen variaation omaavasta ominaisuudesta,
kuten aerobisesta kapasiteetista, luoda ominaisuuden suhteen ddripditd edustavia
geneettisid malleja (high & low lines). Tamé kaksisuuntainen eli divergentti

valintamenetelma sopii tutkimustarkoitukseen kolmesta eri syysta:

1) Saman ominaisuuden suhteen ddripadtd edustavista kahdesta linjasta saadaan
enemman tutkimusmateriaalia.

2) Kun valinnan avulla valmistetun eldinlinjan sisésiitoskerroin pidetéédn alhaisena,
ominaisuuden aiheuttavat vastakkaiset alleelit konsentroituvat ndihin kahteen eri
linjaan.

3) Useiden sukupolvien yli tapahtuva valinta minimoi ominaisuuteen kohdistuvat

ympériston vaikutukset.

Valinnan tarkoituksena on siis konsentroida geneettistd komponenttia ja minimoida
ympériston vaikutusta ylldpitdmélld standardisoitua ympéristod. Tdma geneettinen
yhdenmukaisuus luo mahdollisuuden arvioida samaa geneettistd ainesta toistamiseen, kun
ominaisuuteen vaikuttavat vastakkaiset alleelit fiksoituvat lokukseensa liséten
homotsygotiaa ja ympdariston ja geneettisen variaation vaikutus on mahdollisimman
minimoitu ( Troxell ym., 1996; Troxell ym.; 2003). Valinnan seurauksena tapahtuva vaste,

eli halutun ominaisuuden jakautuminen kahteen eri linjaan muodostuu neljistd ldhteesta:

1) valinnan perusteena olevien fenotyypin muutoksesta vastaavien geenien
lisddntynyt esiintymistiheys

2) odottamattomat pienet muutokset ympéristdssd, joiden vaihtelussa divergentti
valinta toimii kontrollina

3) tilastolliset virheet mittausmenetelmissa
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4) satunnaiset muutokset geenifrekvenssissé (geneettinen virta)

Tilastollista virheistd ja geneettisestd virrasta johtuvaa variaatiota voidaan véhentda
lisddmalld sukupolvien perheiden mdéraa, joista siis valitaan yksi pari seuraavien
sukupolvien vanhemmiksi ja lisidimailla perustajapopulaation eldinten midrda. Valinnalla
saavutetaan ennen pitkdd se raja- arvo sukupolvien méérissd, jolloin vastetta ei endé saada.
Tatd rajaa on kuitenkin vaikea maérittaa, silld vasteeseen vaikuttaa yksittdisten geenien
vaikutuksien hajautuminen perustajapopulaatiossa, sekd mutaatioiden tuottama jatkuva

alleelien variaatio (Koch ja Britton 2001).

1.5.2 LCR - ja HCR - rotat

Steven L. Brittonin tutkimusryhmé (Medical College of Ohio) valmisti valinnalla kaksi
rottalinjaa kéyttden perustajapopulaationa geneettisesti heterogeenistd N:NIH kantaa (n =
168). Jokainen eldin perustajapopulaatiossa edusti eri sukua, jotta viltettdisiin sisarusten
vilistd valintaa. Ndin geneettinen varianssi (= heterogeenisyys) oli mahdollisimman suuri.
Rottalinjat valmistettiin perinndllisen aerobisen suorituskyvyn ja siihen liittyvien
sairauksien tutkimista varten kéyttden valintakriteerind juoksupydramittausta. Testissé
mitattiin eldinten uupumukseen asti juoksemaa metrimairad jonka perusteella arvioitiin
aerobista kapasiteettia ja siitosarvoa. Koska rotat eivit saaneet minkéénlaista harjoitusta
ennen mittauksia, testilld saatiin selville yksiloiden luontainen juoksukapasiteetti. Koska
ympdristotekijoilld, kuten eldinten ylldpidolla ja késittelylld on joko positiivista tai
negatiivista vaikutusta suorituskykyyn, pyrittiin olosuhteet pitiméén vakioina kaikille
eldimille. Ympariston vaikutuksen minimoimiseksi myos eldimen saama tulos oli paras
viidesti eri pdivind suoritetuista mittauksista. Keskimdarin perustajapopulaation jésenet
juoksivat 355 + 11 m, joista naaraiden suoritukset (380 £ 15 m) olivat huomattavasti
paremmat kuin urosten (327 + 16 m). Perustajapopulaatiosta valittiin mittausten perusteella
13 parhaiten ja 13 heikoiten menestynyttd rottaa molemmista sukupuolista ja ndiden
annettiin pariutua satunnaisesti keskendin. Néin syntyi ensimméinen sukupolvi HCR (high
capacity rat)- ja LCR (low capacity rat) linjoista. Uudelle sukupolvelle suoritettiin samat

mittaukset joiden perusteella jokaisesta perheesté valittiin yksi uros ja yksi naaras
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seuraavan sukupolven vanhemmiksi (within-family selection), joka sdilyttdd geneettisté
heterogeenisyyttd ja lisdd yleistd vastetta suoritettuun valintaan. Sisdsiittoisuuden kerroin
(DF) linjan jokaisessa sukupolvessa oli ~ 0,96 %. DF = [1/4N], N= linjan vanhempien lkm.
13 x2=26.

Kuuden sukupolven valinnan seurauksena HCR linjan naaraat paransivat
juoksukapasiteettiaan 140 % perustajapopulaatioon verrattuna. LCR linjan naaraiden
kapasiteetti puolestaan vdheni 18 % perustajapopulaatioon verrattuna. HCR linjan urokset
paransivat kapasiteettiaan 131 % ja LCR linjan uroksien kapasiteetti heikkeni kuudessa
sukupolvessa 11 %. Kuudennen sukupolven rottalinjojen juoksukapasiteetit erosivat
toisistaan 171 %, suurimman muutoksen tapahtuessa HCR linjassa (LCR 310 + 8m, HCR
839 £ 21 m), joka reagoi valintaan voimakkaammin ja jolla oli myds kapasiteetin suhteen
suurempi variaatio kuin LCR linjalla. Valinnan seurauksena my0s rottalinjojen
keskiméérdiset painot korreloivat juoksukapasiteetin kanssa. LCR linjan eldinten painot
nousivat ja HCR linjan laskivat molemmilla sukupuolilla aerobisen kapasiteetin valinnan
funktiona kuudessa sukupolvessa. Néiden tulosten lineaarinen malli arvioi, ettd painolla on
tilastollinen merkittavyys molempien rottalinjojen aerobisen kapasiteetin variaatioihin (
Koch ja Britton 2001).

Gonzales ym. (2005) tutkivat seitsemdnnen sukupolven LCR ja HCR rottien systeemisen
hapenkuljetuksen, maksimalisen hapenottokyvyn (VO2max) ja lihasten metabolisen
kapasiteetin eroja. Maksimaalista hapenottokykyé on yleisesti kdytetty organismin
aerobisen kapasiteetin indeksind ja se koostuu yhteistyostd keuhkojen hapensiirron ja
kapillaareista soluun diffunoitumisen vililla (Basset ja Howley 2000). Maksimaaliseen
hapenottoon vaikuttaa useita tekijoitd, joista osaan voidaan vaikuttaa harjoittelulla ja osa

on yksilolle ominaisien geenien ekpressioiden tulosta (Buick ym., 1980).

VO2max mitattiin juoksupydrissd tehdyssé testissé, jonka nopeutta nostettiin asteittain
testin kuluessa. VO2max oli merkittavasti korkeampi HCR linjan rotilla [normoksinen (12
%) ja hypoksinen mittaus (22 %)]. Suurin tekiji HCR rottien paremmalle VO2max- arvolle
on tehostunut hapen johtuminen luustolihaksissa , joka oli 30 % parempi kuin LCR linjan

rotilla. Gastrocnemius- lihaksista tutkittiin kapillaaritiheyttd tarkoituksena selvittaa
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johtuvatko hapen johtumisen erot lihasten rakenteellisista muutoksista. Tutkimuksessa

selvisi ettei kapillaari- lihasfiiberi suhteessa ollut eroja rottalinjojen kesken. Erot tulivat
esiin kapillaaritiheydessi (kapillaarien lukumaard / lihaksen pinta-ala), joka oli korkeampi
HCR linjalla. Kapillaaritiheys kasvaa kun lihasfiiberin pinta- ala pienenee, kapillaarien
lukuméérid kasvaa tai ndiden tekijoiden kombinaation seurauksena. HCR rotilla timé
adaptaatio on seurausta kapillaaritiheyden kasvusta ja vihentyneestd lihasfiiberien pinta-
alasta. Tama tarkoittaa suurempaa lihassolujen ja kapillaarien aineenvaihtopinta- alaa, joka
vaikuttaa hapenkuljetukseen kapillaareista soluihin ja on siten myds yhteydessa

suurempaan oksidatiiviseen kapasiteettiin (Hepple 2000).

Howlett ym. (2003) kiyttivait HCR ja LCR rottia tutkiakseen luontaisen
kestdvyysominaisuuden erojen yhteyttd lihassolukoostumukseen, kapillaaritiheyteen,
maksimaaliseen hapenottoon ja entsyymiaktiivisuuteen. Gastrocnemius- lihaksen
morfometriset analyysit osoittivat, ettd HCR rottien kapillaaritiheys oli 32 % suurempi
kuin LCR rottien, vaikka kapillaarien lukuméiréssa ei havaittu eroja. Eroja ei myodskédn
havaittu lihassolujen lukuméérian kesken, vaikka keskiméddrdinen solujen pinta- ala oli 25
% suurempi LCR rotilla. Solujen pienentynyt pinta-ala yhdistetdan ihmiselld
kestdvyysharjoittelun tuloksena tapahtuvaan lihassolutyypin muutokseen I tyypistd tyypin
IT lihassoluiksi. Lihassolutyyppi I:n suhteen ei kuitenkaan havaittu eroja rottalinjojen
vilillad. Syyna tdhdn epéilladn olevan lihassolutyypin heterogeenisuuden lajin sisélld. Koko
lihaksen oksidatiivisten entsyymien aktiivisuudet (CS, sitraattisyntaasi ja - HAD, -
hydroksisyyli CoA dehydrogenaasi) olivat merkittivasti korkeammat kuin LCR rotilla.
Glykolyysistd entsymeistd fosfofruktokinaasin (PFK) aktiivisuus oli korkeampi LCR rotilla

kun taas heksokinaasin (HK) suhteen ei esiintynyt tilastollisesti merkittdvaa eroa.

Néiden tutkimusten perustella todetut erot HCR- ja LCR rottalinjojen vélilla:
1) HCR linjan rottien hapen kéyttd on tehokkaampaa kuin LCR- linjan
2) Systeemisessd hapenkuljetuksessa ei havaittu tilastollisesti merkittavaa eroa

linjojen valilla
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3) Suurimmat tehokkaampaan hapen kdyttoon johtavat erot olivat HCR- linjan

eldinten lihasten kyvyssd poistaa happea verenkierrosta, johon vaikuttaa hapen
parempi johtuminen

4) Kapillaari-lihasfiiberi suhteessa ei eroja gastrocnemius- lihaksessa

5) Keskimdiréinen lihassolujen pinta- ala on suurempi gastrocnemius- lihaksessa
LCR- linjalla

6) Kapillaaritiheys (kapillaarien lukumaéiré/pinta-ala) on suurempi HCR- linjalla

7) Oksidatiivisten entsyymien aktiivisuus ja siten myos metabolinen kapasiteetti ovat
tehokkaampia HCR- linjalla

8) HCR linjan keskimdiréisen lihassolun pinta- ala oli pienempi kuin LCR linjalla, ei
havaittu lihassolutyyppi I:n kasvanutta osuutta

9) Perifeeriset lihasten adaptaatiot tapahtuvat lihasten morfometrian ja

entsyymimuutosten kautta

Naéita tuloksia tarkastellessa on kuitenkin otettava huomioon, ettd lihasniytteet ovat
perdisin vain yhdestd lihaksesta ja ettd mitatut veriarvot edustavat kaikkia tyoskentelevié

lihaksia.
1.6 Tyypin 2 diabetes

Tyypin 2 diabeteksen mééra on lisdéntynyt merkittévésti ikdéntyvien joukossa nyky-
yhteiskunnassa, mutta tauti yleistyy myos kaikissa aikuisten ikdryhmissd. Taudin
ilmeneminen on siirtynyt enenevissd madrin myos lapsiin ja nuoriin erityisesti niissi
etnisissd ryhmissi, joissa taudin esiintyvyys on muutoinkin tavallista yleisempi
(Kaufmann 2002). Tyypin 2 diabetes on yksi monista elintapasairauksista, vaikka
sairastumisalttiuteen vaikuttaa myds geneettinen perimi. Eldméntapatekijoistd selkeimmin
sairastumisen vaaraa lisdavét lihavuus ja litkunnan puute. Ruokavaliotekijoisté erityisesti
runsaan tyydyttyneen rasvan saanti lisdd sairastumisriskid. Tyypin 2 diabetes ei puhkea
ylldttden, vaan sen kehittymiseen kuuluu useita vaiheita ja tauti kehittyy asteittain alkaen
heikentyneelld glukoosin siedolla ja suurentuneella paastoverenglukoosilla péittyen
hyperglykemiaan eli kohonneeseen verensokeriin (Uusitupa ym., 2001). Taudin

patologiaan kuuluu heikentynyt rasvojen hapetuskyky- ja glukoosin kuljetus, luustolihasten



24

insuliiniresistenssi ja insuliinisignalointireittiin kuuluvien molekyylien heikentynyt
aktivaatio. Muita taudin etenemiseen kuuluvia muutoksia ovat mm. vihentynyt
mitokondrioiden biogeneesi ja glukoositransportteriproteiinien synteesi, glukoosi-
intoleranssi ja oksidatiivisten lihassolujen korvautuminen glykolyyttisilld lihassoluilla.
Jatkuvasta diabetestutkimuksesta huolimatta monta yksityiskohtaa on vield selvittdmatta,
mm. insuliinisignalointireitin kaikkia mekanismeja ei vield tdysin tunneta.
Yksinkertaistettuna tauti voidaan siis méaéritelld sokeriaineenvaihdunnan ja rasvojen
metabolian héiriond. Liikunnan on todettu parantavan luustolihasten insuliiniresistenssid ja
tehostavan rasvojen oksidaatiota, kun oksidatiivisten lihassolujen méiéra kasvaa ja
metaboliaan liittyvien mekanismien toiminta paranee. Siksi litkkunta on taudin hoidossa ja

ehkéisyssd merkittdvissd asemassa yhdessd ruokavalion kanssa (Tuomilehto ym., 2001).

1.6.1 Insuliini ja glukagoni

Keskeisimmét veren glukoosipitoisuutta sddtelevdt hormonit ovat endokriinisen haiman
Lagerhansin saarekkeiden o —soluista erittdmd glukagoni ja B—soluista erittyvé insuliini.
Tyypin 2 diabeteksessé verensokerin nousu liittyy seké insuliinin heikentyneeseen
vaikutukseen erityisesti luustolihassoluissa (insuliiniresistenssiin), ettd insuliinin
héiriintyneeseen eritykseen haiman - soluista. Terveelld ihmiselld insuliinin toiminta
palauttaa plasman kohonneen glukoositason normaaliksi n. tunnin kuluessa. Diabeetikolla
veren sokeri sdilyy korkealla pitempéén, koska veren matalampi insuliinitaso hidastaa
solujen sokerinottoa. Glukagonia vapautuu vereen plasman glukoosipitoisuuden laskiessa
ja se nostaa plasman glukoosipitoisuutta lisidmalld maksan glykogenolyysii eli
varastoituneen glykogeenin pilkkoutumista glukoosiksi. Vastaavasti insuliini stimuloi
solujen glukoosinottoa erityisesti maksassa, luusto- ja syddnlihaksessa, fibroblasteissa ja

rasvakudoksessa.

Insuliinilla on my6s muita suoria ja epdsuoria vaikutuksia kuten maksa-, sydanlihas- ja
luustolihassolujen glykogeenisynteesin stimulointi sekd glukoosin muuttaminen
triglyserideiksi rasvasoluissa. Kun insuliinin tuotanto on heikentynyt, solujen

glukoosinotto vihenee ja plasman glukoosipitoisuus nousee. Samalla myds muut insuliinin
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stimuloivat vaikutukset vihenevit. Pysyvésti liian korkea veren sokeritaso voi aiheuttaa

vaurioita valtimoihin mutta myds erityisesti pieniin verisuoniin. Silménpohjien ja
munuaisten pienten verisuonien vauriot aiheuttavat ndon heikkenemisti ja jopa sokeuden ja
munuaisten toiminnan héiriditd. Korkean veren sokeritason aiheuttamat

hermostomuutokset seké verenkiertohdiridt puolestaan lisddvét amputaatioiden riski.

1.6.2 Insuliinisignalointi

Insuliinihormonin vaikutus luustolihaksissa alkaa, kun insuliini sitoutuu lihassolun
solukalvon insuliinireseptoriin. Tdma laukaisee signalointikaskadin, joka johtaa
glukoositransportteriproteiini GLUT4:n siirtymisen solunsiséisistd vesikkeleista
solukalvolle ja T-tubuluksiin. Insuliinireseptori on tetrameeri, koostuen kahdesta solun
ulkopuolisesta a- ja sisdpuolisesta - yksikostd. Insuliinthormoni sitoutuu a- osaan ja
aikaansaa f3- yksikon tyrosiinitédhteiden autofosforylaation ja insuliinireseptori
tyrosiinikinaasin (IRTK) aktivaation. IRTK fosforyloi adapteriproteiinien tyrosiinitdhteet,
joihin kuuluvat insuliinireseptorisubstraattiperheen proteiinit IRS 1,2,3 ja 4. IRS proteiinit
toimivat “telakkaproteiineina” (dockingproteins) signalointireitin seuraaville
molekyyleille, joilla on SH- 2 domeeni, kuten tissé tapauksessa lipaasikinaasi
fosfatidylinositoli (PI) -3 kinaasille. PI- 3 kinaasia pidetddn merkittdvéna tekijana
insuliinivélitteisen GLUT4- proteiinin translokaatiossa sekd glukoosin kuljetuksessa. (ks.
yleiskatsaus Kahn 1994; White 1998). IRS-1:n kiinnittyminen PI-3 kinaasin séételyosaan
aktivoi kinaasin ja aikaansaa fosforylaatiokaskadin., jossa PI-3 fosforyloi PI- 4,5-fosfaatin
PI - 3,4,5-fosfaatiksi (PIP3), joka puolestaan sitoutuu proteiinikinaasi B:hen (Akt/PKB) ja
fosfoinositidisté riippuvaan proteiinikinaasi 1:een (PDK). PDK aktivoi seuraavaksi Akt:n

fosforyloimalla yhden sen aminohapoista, treoniini 308: n.

Aktivoitunut Akt sddtelee useiden glukoosinkuljetukseen, glykolyysiin, glykogeenin
muodostukseen sekd proteiinisynteesiin osallistuvien kinaasien aktiivisuutta. Akt mm.
fosforyloi ja siten inaktivoi glykogeenisyntaasi kinaasi- 3:n, saaden néin aikaan

glykogeenisyntaasin aktivaation ja lisdten lihasten ja maksan glykogeenin tuotantoa. PDK
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voi fosforyloida myos erdité proteiinikinaasi C:n (PKC) muotoja. Aktivoitunut PKC

osallistuu sekd GLUT 4:n toiminnan etté proteiinisynteesin siételyyn (Cross ym., 1995).

Insuliinin vaikutus glykogeenisyntaasiin luustolihassoluissa on heikentynyt tyypin 2
diabetesti sairastavilla potilailla ja kasvattaa siten taudille ominaiseen nonoksidatiivisen
metabolian osuutta energiantuotannossa. (Klein ym., 1995; Krook ym., 2000). Korkea
vapaitten rasvahappojen (FFA) miird inhiboi tehokkaasti insuliinisignalointikaskadin
aktiivisuutta jo IRS-1 fosforylaation ja PI-3 kinaasin aktivaation tasolla. (Dresner ym.,

1995; Griffin ym., 1999).

1.6.3 Insuliinin erityksen saitely

Insuliinin eritys haimasta on glukoosistimuloituvaa. Vaikka glukoosi on térkein insuliinin
erittymisté sddteleva tekijd, senkin stimuloivaa vaikutusta voivat muut tekijdt muuttaa.
Naitd tekijoitd ovat muut ravinnosta saatavat muut molekyylit, hormonit ja
neurotransmitterit (Matschinsky 1995). Glukoosi aktivoi useita eri signalointireittejé
voimistaakseen insuliinin eritystd ja synteesid haiman f3- soluista. Adipokiinit kuten
leptiini, adiponektiini, vapaat rasvahapot (FFA) seka lipidimetabolian tuotteet kuten DAG
ja fosfolipidit vaikuttavat insuliinieritykseen séételemélld glukoosi- ja lipidimetaboliaa ja
insuliiniherkkyyttd. (Randle 1998; Katsuma ym., 2005). Kun rasvahappojen mééra veressi
on pitkittyneesti korkealla, se inhiboi glukoosin ottoa ja hapetusta, joka taas heikentdé
glukoosi- stimuloituvaa insuliinin eritystd. Jotkin adipokiinit lisidvat insuliiniherkkyytté
kun taas toiset vihentévit sitd. Insuliiniherkkyys méérdytyy ndiden kahden tekijan
vilisestd tasapainosta. Adiponektiini lisdé insuliiniherkkyytti ja sen méérd onkin
vihentynyt lihavuudessa. Resistiini, FFA:t ja TNF-o vdhentdvit insuliiniherkkyyttd ja
ndmad tekijit ovatkin yliekspressoituneita lihavuudessa ja niiden toiminta johtaa

myS&hemmin insuliiniherkkyyden vdhenemiseen (Kralisch ym., 2005).
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1.6.4 Rasva- happojen vaikutus insuliinin eritykseen

Erityisesti rasvahappojen osuutta insuliinierityksessi on tutkittu, mutta vaikuttavat
mekanismit ovat toistaiseksi huonosti tunnettuja. Niiden on kuitenkin arveltu vaikuttavat
insuliinieritykseen esterifikaatioprosesseissa syntyvien molekyylien kuten C-kinaasia
aktivoivan DAG:n kautta. Vapaat rasvahapot (FFA) toimivat haiman saarekkeissa
polttoaineena ja osallistuvat GIIS: aan vapaista rasvahapoista syntetisoitujen molekyylien
(erityisesti DAG) avulla. Matala FFA- taso vihentdd insuliinin vapautumista, kun taas
korkea taso kiihdyttdi eritystd. Rasvahappojen metabolia onkin tirkedd haiman - solujen
toiminnan kannalta. FFA:n rooli insuliinierityksessd on térked ja sen pitoisuutta sdddelldan
tarkasti mm. rasvasolujen endogeeniselld lipolyysilld. Pelkkd FFA- pitoisuus ei yksin ole
B- solujen toimintaan vaikuttava tekiji. Plasman vapaitten rasvahappojen korkea taso
yhdessé korkean glukoositason kanssa taas puolestaan heikentédd insuliinin eritysta,
biosynteesid sekd aiheuttaa - solujen lipoapoptoosia, kun triglyseridit kerdéntyvét p-
soluihin. Kun solujen uusiutuminen ei pysy kiihtyvin apoptoosin tahdissa, seurauksena on

diabetes ( Stein ym., 1996; McGarry ym., 1999; El-Assaad ym., 2003).

1.6.5 Insuliiniresistenssi

Thmisilld tavataan erilaisia insuliiniresistenssin muotoja, joka tarkoittaa eroja resistenssin
vakavuuden, resistenssin perimmadisen syyn seka oireiden vakavuuden suhteen.
Insuliiniresistenssi kehittyy perinnéllisessé tyypin 2 diabeteksessd, seka liittyy ldhes aina
my0s litkalihavuuteen. Usein tyypin 2 diabetestd sairastavien potilaiden jdlkeldisilld on
resistenssin oireita, vaikka he eivét tautia sairastakaan. Ikdéntyvilld ihmisilld tavataan
insuliiniresistenssid lisdéntyneiden mitokondrioiden toimintahéirididen vuoksi joka johtuu

kasvaneesta mtDNA mutaatiopitoisuudesta ( ks. Yleiskatsaus Ritz ja Berrut 2005).

Haiman (- solujen erittdma insuliinihormoni stimuloi luustolihasten glukoosinottoa.
Luustolihassolujen glukoosinotosta vastaavat glukoositransportteriproteiinit GLUTI ja
GLUT4. GLUTI transportteri tukee solun perussokerinottoa kun taas GLUT4 lisda

sokerinottoa vasteena insuliinihormonille ja luustolihassolun supistumiselle. (ks.
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yleiskatsaus Bell ym., 1990). Insuliinivasteen puuttuminen eli insuliiniresistenssi voi johtua
joko insuliinireseptorien puutteesta solukalvolla tai reseptori- ligandi interaktion jélkeisen
signaloinnin puutteellisuudesta, joka hdiritsee glukoositransportteriproteiinien siirtymista
solukalvolle. Signaloinnin puutteellisuus on yleisempi (n. 80%:ssa insuliiniresistensseissd)
ja havaitaan erityisesti aikuistyypin diabeteksessd. (Bell ym.,1993). Perifeerinen
insuliiniherkkyys (IS) tarkoittaa luustolihasten kykya kayttad hyviakseen glukoosia. Tdméa
taas riippuu lihassolujen glukoosin kuljetusaktiivisuudesta solukalvon lépi ja GLUT4

transportteriproteiinin pitoisuudesta solukalvolla. (Cline ym., 1999).

Rasvojen osuutta insuliiniresistenssin synnyssé on tutkittu etenkin vapaitten rasvahappojen
(FFA) ja triglyseridien osalta. Yhdessd kohonneen glukoositason kanssa plasman korkean
FFA- pitoisuuden on todettu inhiboivan insuliinin eritysté ja biosynteesid seki aiheuttavan
haiman insuliinia tuottavien f3- solujen apoptoosia. (Roden ym., 1996; McGarry 2001;
Prentki ym., 2002; El-Assaad ym., 2003; Poitout ym., 2006).

1.6.6 Tyypin 2 diabeteksen perinnéllisyys

Aikuistyypin diabetes on voimakkaasti perinndllinen sairaus, silld potilailla on usein
taustalla pitkd sukuhistoria taudin osalta, vaikka tyypin 2 diabeteksen periytyminen ei
noudatakaan perinteistd Mendelististd kaavaa (Alcolado ja Alcolado 1991). Tyypin 2
diabeteksen puhkeamiseen vaikuttaa usea osa- tekijd, suurimpina vaikuttajina
ympdristotekijdt ja perimd, sekd niiden yhteisvaikutus. Vaikuttavista ympéristotekijoista
merkittdvimmat ovat lihavuus, eliméntavat, ladkitys, liikunta ja raskausajan olosuhteet

(kts. yleiskatsaus Froguel ja Velho 2001).

Tauti ndyttéisi olevan polygeeninen, jolloin sen puhkeamiseen tarvitaan usean eri geenin
virhe tai usean virheellisen alleelin yhtdaikainen vaikutus yhdessd ympériston altistavan
vaikutuksen kanssa. Tunnistetuilta diabetessuvuilta on onnistuttu 16ytdméén geenilokus,
joka on taustalla useiden eri diabetesmuotojen puhkeamisessa (Cook ym, 1994). Useita eri
geenejd on tutkittu osallisena taudin syntyyn ja kehitykseen, mutta mitdén tiettyd geenid,

geeniryhmaa tai biokemiallista tapahtumaa, joka suoraan johtaa taudin puhkeamiseen ei
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ole pystytty osoittamaan. Sukututkimusten perusteella on arvioitu, ettd riski sairastua tyypin

2 diabetekseen kaksinkertaistuu jos toinen vanhemmista sairastaa kyseista tautia ja
nelinkertaistuu jos molemmat vanhemmat ovat diabeetikkoja

(Knowler ym., 1981; Klein ym., 1996).

Koska mitokondrionaalinen DNA siirtyy suoraan didilta jélkeldiselle, altistavat
maternaalisen mtDNA:n mutaatiot mitokondrioiden toiminnan héiridille. mtDNA koodaa
useita mitokondrion hengitysketjun proteiineja sekd mitokondrion sisdisen
proteiinisynteesiin osallistuvia RNA- molekyylejd. Yhdessd mitokondriossa on useita
tuhansia kopioita DNA:sta, joista osa on mutatoituneita ja osa normaaleja "villi tyyppid”
edustavia. Tétd tilaa nimitetddn heteroplastisuudeksi. Mutatoituneen mtDNA:n osuus
vaihtelee eri kudoksissa, ollen korkea postmitoottisissa solukoissa, kuten esimerkiksi

luustolihaksissa ja aivoissa (Lynn ym., 1998; Choo- Kang ym., 2002).

Useita diabetekselle altistavia mtDNA:n mutaatioita on l6ydetty tunnetuilta
diabetessuvuilta, yhtend tunnetuimmista substituutio A — G tRNA™" V"N geenin
paikassa A3243G, joka heikentdd hengitysketjun proteiinien synteesid ( Kadowaki ym.,
1994). Tdmé mutaatio myds heikentdd insuliinin eritystd haiman B— soluista vasteena
plasman glukoositason nousulle (Brindle ym., 2001). Kun mutatoituneen DNA:n osuus on
suuri, tarkoittaa se myds suurempaa taudin ilmenevyyttd. Mutatoituneen mtDNA:n
vaikutus heijastuu siis proteiinisynteesiin ja hengitysketjun proteiinien toimivuuteen, kun

kyseisten molekyylien prosessoinnissa ei tuota toimivia muotoja (Majamaa ym., 1998).

1.6.7 Tyypin 2 diabetes ja mitokondriot

Rasvahappojen ja glukoosin metabolia luustolihaksissa on hdiriintynyt tyypin 2
diabeteksessd. Ndma puutteet ilmenevét heikentyneend glykogeenisynteesind, glukoosin
kuljetuksena ja fosforylaationa. Myos mitokondrioiden hengitys on vihentynyt tyypin 2
diabetesti sairastavilla jopa verrattuna lihaviin yksildihin. Néihin ongelmiin on syyna
heikentynyt mitokondrioiden toiminta, joka entisestddn lisdd taudin progressivuutta (
Mogensen ym., 2007). Mitokondrioien heikentynyt toiminta ilmenee mm.

elektroninsiirtoketjun aktiivisuuden seké samalla ATP:n tuoton vihenemisena ja
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mitokondrioiden proteiinisynteesin tason laskuna. Lisdksi mitokondrioiden médrd on
vihentynyt, koko pienentynyt sekd niiden morfologia on epdnormaali. Nama oireet

korreloivat myo6s insuliiniresistenssin kanssa (Kelley ym., 2002).

Sarkolemmakalvon alaisen mitokondriopopulaation méiérdn on todettu olevan normaalia
alaisempi lihavilla yksil6illa ja tyypin 2 diabetestd sairastavilla (Ritov ym. 2002).
Sarkolemmakalvon alaisten mitokondrioiden hiiridt erityisesti elektroninsiirtoketjun
toiminnassa ovat merkittava tekijd insuliiniresistenssin muodostumisessa.
Elektronisiirtoketjun toiminnan heikkenemiseen epéilldén olevan syyna joko
mitokondrioiden méérin tai niiden toiminnallisen kapasiteetin lasku (Simoneau ja Kelley

1997).

Mitokondrioiden toimintahdiriditd tavataan myos tyypin 2 diabetestd sairastavien tautia
sairastamattomilla jélkeldisilld. Naitd toimintahdiriditd ovat mm. oksidatiivisten
fosforylaation proteiineja koodaavien nukleaaristen geenien vahentynyt ekspressio.
Perimmaistd syyté tdhén ei toistaiseksi tunneta, mutta yksi mahdollinen syy voi olla
héiriintynyt tasapaino solun lipidisiséllon ja substraattioksidaation vililld (Oberbach ym.,
2006). Tasapainon hdiriintymiseen vaikuttaa triglyseridien akkumulaatio lihassoluihin T2D
potilailla, joilla rasva varastoidaan soluihin ylimiirin verrattuna oksidatiivisen metabolian
tarpeeseen (He ym., 2001). Mitokondrioilla on siis perinndllinen osuus tyypin 2
diabeteksessd (Patti ym., 2003). Koska mitokondriot ovat adaptoituvia vastaamaan
vallitsevaan energiantarpeeseen ja omaavat ddrimmdiisen plastisuuden, voi yksilo
kompensoida fyysisin harjoittein perinndllisen komponentin puutteita (Hood 2001).
Vastaava mitokondrioiden plastisuus nédyttdisi sdilyvin myds yksiloilld, joilla

insuliiniresistenssi liittyy lihavuuteen tai ikddntymiseen (Toledo ym., 2006).
1.6.8 Tyypin 2 diabetes ja rasvat
Tutkimukset lihassoluilla osoittavat, ettd ruokavalion tyydyttyneet rasvahapot aiheuttavat

insuliiniresistenssid kun taas tyydyttymattomét rasvahapot suojaavat tai jopa parantavat

insuliiniherkkyyttd (Montell ym., 2001; Chavez ja Summers 2003). Tyydyttyneet rasvat
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lisddvit DAG: n akkumulaatiota lihaksiin ja solunsisdisen TAG- poolin saturaatiota, jolloin

syntyy lisdd insuliinisignalointia hdiritsevid metaboliitteja (Lee ym., 2006). DAG: n
otaksutaan hiiritsevén insuliinisignalointia PKC: n aktivaation tasolla (Yu ym., 2002).
Kerddntynyt ceramidi puolestaan estdd keskeisen glukoosinoton ja anabolisen metabolian
sadtelijin, Akt/proteiini kinaasi B: n, fosforylaatiota ja siten proteiinin aktivoitumista

(Stradford ym., 2004).

Myos lihassoluihin kerddntyvin rasvan osuutta resistenssiin on tutkittu. Korkean IMCL-
tason on todettu korreloivan ihmiselld insuliiniresistenssin kanssa, mutta korkea IMTG-
pitoisuus itsessdin ei suoraan ole syyné insuliiniresistenssiin, vaan pikemminkin siitd
1dhtoisin olevat metaboliitit, kuten sfingolipidi ceramidi ja diasyyliglyseroli (DAG), jotka

kerdantyessdin kudoksiin hdiritsevit insuliinisignalointia (Kanety ym., 2004).

1.6.9 Tyypin 2 diabetes ja lihaskudos

Luustolihassolujakaumalla on yhteys insuliiniresistenssiin (Lillioja ym., 1987). T2D
potilailla on todettu tyypin I lihassoluosuuden vihenemisté lihaksissa, kun taas tyypin II
lihassoluosuuden on todettu kasvavan. Samalla lihasten oksidatiivinen kapasiteetti laskee
ja lihaksen kayttod painottuu yhd enemmaén glykolyyttisen energian tuotannon puolelle.
Néamé metaboliset muutokset luustolihaksissa ovat siis seurausta sekd muuttuneesta

lihassolujakaumasta, etté lihassolulle ominaisen metabolian muuttumisesta.

Vihentynyt tyypin I lihassoluosuus — vdhentynyt oksidatiivinen metabolia
Lisddntynyt tyypin II lihassoluosuus —lisddntynyt glykolyyttinen metabolia
(Oberbach ym., 2006).

Tyypin I lihassoluilla on todettu myos olevan suurempi solukalvon GLUT4 ekspressio
kuin tyypin II lihassoluilla, joka on merkkiné solutyypin paremmasta
insuliiniherkkyydestd. T2D potilailla on todettu vihentynyt tyypin I lihassoluosuus, joka
voidaan siis samalla yhdistdd vihentyneeseen GLUT4 ekspressioon. Lihassolutyypeilld on

my0s eroja GLUT4 reseptorin siirtymisen herkkyydessa solukalvolle. Tyypin I ja Ila
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lihassolujen herkkyys insuliinille on suurempi, joka johtaa GLUT4 reseptorin siirtymiseen

solukalvolle. Tyypin IIb lihassoluilla vastaava reaktio insuliiniin on heikompi, silld solut
reagoivat herkemmin lihaksen supistukseen. Lihassolutyypilld on siis vaikutusta

lihassolujen sokerinotolle (Lillioja ym., 1987; Gaster ym., 2001).

2. Tutkimuksen tarkoitus

Tédmin tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd kahden suorituskyvyltdén erilaisen
rottalinjan luustolihaskudoksen hienorakenteen eroja, pddasiassa mitokondriojakaumaa- ja
sisdltod sekd solunsisdisen rasvan madrdd. Tutkimuksesta saatuja tietoja oli tarkoitus
kayttdd selvittdimiin mitokondrioiden, solunsisdisen rasvan seké aerobisen liikunnan

vaikutuksia tyypin 2 diabetekseen.
3. Materiaalit ja menetelmat

3.1 Koeasetelma

Tutkimukseen kéytettiin Steve L. Britton:in tutkimusryhmén (Koch ja Britton 2001)
lahjoittamia valinnalla valmistettuja kahden eri rottalinjan naaraita 18:sta sukupolvesta
(Jyviskylén yliopiston koe-eldintoimikunta, lupanumero 49/10.10.2005). Namé kaksi eri
eldinlinjaa olivat LCR (low capacity rat) ja HCR (high capacity rat), joista LCR-linjan

eldimet olivat suorituskyvyltddn heikkoja ja HCR-linjan eldimet huippuja.

Rotat asuivat pareittain eldinlaatikossa (Tecniplast, Eurostandard type I'V) ja niille oli
tarjolla rajattomasti ruokaa (Lactamin, Labfor R 36) ja vettd. Eldinhuoneen lampétila oli 21
°C, ilmankosteus 46 % ja ilmanvaihto 15 krt/h. Huoneen valaistus siéddettiin siten, ettd klo
06.00 — 18. 00 oli valoisaa ja kello 18.00 — 06.00 pimeédd. Kokeen aluksi eldinten luontaista
aktiivisuutta mitattiin kolmen viikon ajan juoksupyorilld, joissa oli sekd matka- ettd
nopeusmittari (Heikki Kainulaisen tutkimusryhméd). Mittaukset suoritettiin kolmessa 8
rotan erdssd. Téman jélkeen rotilla ei ollut kdytdssédn juoksupyoréd, jotta mahdolliset
aktiivisuusmittauksen aikaiset harjoitusvaikutukset eivit vaikuttaisi tuloksiin. Eldimille

tehtiin aktiivisuusmittauksen jélkeen vield glukoositoleranssitesti seké
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hengityskaasuanalyysi. Eldimet lopetettiin 14 viikon kuluttua kokeen aloittamisen jilkeen

tainnuttamalla ensin hiilidioksidilla (n. 1 min) ja sen jdlkeen dekapitaatiolla. Eldinten idt

olivat lopetushetkelld: LCR 39+/- 4 viikkoa ja HCR +/- 4 viikkoa.

3.2 Naytteiden valmistus

Lihasnéytteet otettiin Jyvaskyldn yliopiston koe-eldinlaitoksen tiloissa, joissa my0s rottien
sdilytys tapahtui. Eldimié oli yhteensé 24 kappaletta, joista kustakin preparoitiin ndytteita
kahdesta eri lihaksesta, jolloin ndytteiden kokonaismééréksi tuli 48. Preparoidut lihakset
olivat soleus ja extensor digitorum longus (edl). Lihaksesta leikattiin pala, joka siirrettiin
vilittdmasti pieneen petrimaljaan ja kudoksen péélle annosteltiin pisara fiksatiivia.
Fiksatiivina kéytettiin 3% glutaraldehydid 0.1 M fosfaattipuskurissa (pH 7,4, + 4°C).
Kudospalan pilkkominen tapahtui petrimaljassa n. 1 mm® kokoisiksi paloiksi
partakoneenterdlld, jonka jdlkeen ndytteet fiksoitiin kahden tunnin ajan jddkaapissa.
Jélkifiksaatio suoritettiin 1% osmiumtetroksidilla 0,1 M fosfaattipuskurissa (pH 7,4, +
4°C). Seuraavaksi ndytteet dehydroitiin nousevalla etanolisarjalla ja vérjéttiin en block
uranyyliasetaatilla. Etanoli korvattiin propyleenioksidilla, joka puolestaan korvattiin

eponilla, jonka jilkeen ndytteet olivat valmiita valettavaksi muotteihin.

Naéytteet valettiin kdyttden valuaineena eponia ( LX-112, Ladd). Muotin pohjalle
pipetoitiin hieman eponia ja kudospala nostettiin eponiin injektioneulalla. Kustakin
ndytetyypisté valettiin kolme pitkittéis- ja kolme poikittaisndytettd ja kudospalojen
orientaatio varmistettiin valomikroskoopilla. Néytteet polymerisoitiin ldmpokaapissa + 60

°C:ssa kaksi vuorokautta.

Leikkeiden valmistamisen suoritti laitoksen erikoislaboratoriomestari Raija Vassinen.
Naytteiden leikkaamiseen osallistuivat myds Turun, Kuopion ja Helsingin yliopistojen
vastaavat henkilot Leena Salminen, Virpi Miettinen ja Veijo Kinnunen. Néytteistad
leikattiin ensin ultramikrotomilla puoliohutleikkeet, jotka vérjéttiin objektilasilla 1 %

toluidiinisiniselld. Ndiden leikkeiden perusteella valittiin paras ndyte ohutleikkeitd varten.
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Kustakin poikittais- ja pitkittdissuuntaisesta kudosnéytteestd otettiin leikkeitd kolmelle

hilalle. Hilat kaksoisvérjéttiin uranyyliasetaatilla ja lyijysitraatilla.
3.3 Néytteiden mikroskopointi ja kuvaaminen

Naytteiden tarkasteluun ja kuvaamiseen kéytettiin Jyvéskyldn yliopiston
elektronimikroskooppia (Jeol JEM 1200- EX). Kustakin niytteestd oli valittavana kolme
hilaa. Aluksi tarkasteltiin kaikkien hilojen laatua ja niistd edustavin valittiin kuvausta
varten. Pitkittdissuuntaisia ndytteitd kuvattiin 5000 x suurennoksella. Kuva pyrittiin
ottamaan keskelté solua, jolloin saatiin mahdollisimman edustava kuva solunsisdisesté
mitokondriopopulaatiosta. Poikittaissuuntaisia ndytteitd kuvattiin 1500 x ja 2500 x
suurennoksella tarkoituksena saada kuvaan mahdollisimman paljon sarkolemmakalvoa ja
vilittdmasti sen alla sijaitseva mitokondriopopulaatio. Parhaiten tdmé onnistui kuvaamalla
lihassolujen suippoja piitd, jolloin sarkolemmakalvoa saatiin kuvaan mahdollisimman
paljon. Jokaiselta hilalta pyrittiin saamaan kuvia mahdollisimman monesta lihassolusta.

Kuvattujen solujen mééré vaihteli yhdeksésta viiteentoista hilaa kohti.
3.4 Kuvien analysointi

Kuvien kehittdmisen suoritti laitoksen erikoislaboratoriomestari Paavo Niutanen. Kuvat
siirrettiin tietokoneelle digitaaliseen muotoon ja samalla niiden kontrastia parannettiin
kuvankasittelylld. Digitaalisista kuvista laskettiin pitkittdissuuntaisista leikkeista
solunsisdisten mitokondrioiden lukumééra ja poikittaissuuntaisista leikkeista
sarkolemmakalvon alaisen mitokondriopopulaation pinta-ala suhteutettuna solukalvon
pituuteen. Molemmista néytteistd oli tarkoitus laskea my0s solunsisdisen rasvan mairaa.
Laskennassa kéytettiin Jyviskyldn yliopiston liikuntabiologian laitoksen analyysiohjelmaa

(Olympus: analySIS).

Pitkittdissuuntaisissa leikkeissé rajattiin mahdollisimman suuri suorakaiteen muotoinen
alue (um®), jonka sisépuolelta mitokondrioiden kappaleméiri laskettiin. Ensimmiisesti
analysoidusta kuvasta mitattiin kuvassa oleva kalibraatiojana ja timén arvon perusteella

ohjelma laski rajatun alueen pinta-alan. Samaa kalibraatiojanan pituusarvoa kéytettiin
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my0s muissa pitkittdissuuntaisten leikkeiden kuvissa, jolloin saadut tulokset olivat

vertailukelpoisia. Laskentaan otettiin mukaan vain ne mitokondriot, jotka olivat kokonaan
rajatun alueen sisédpuolella. Tulokset ilmoitettiin mitokondrioiden lukuméérina pinta-alaa

kohti (kpl/um?®). Pitkittiisleikkeisti analysoituja soluja oli yhteensi 113 kappaletta.

Poikittaissuuntaisten leikkeiden laskennassa meneteltiin samoin kalibraatiojanan suhteen.
Tamén perusteella ohjelma laski sarkolemmakalvon pituuden (um), kun se ensin piirrettiin
kuvaan kisin. Seuraavassa vaiheessa laskettiin vélittomésti sarkolemmakalvon alla
sijaitsevien mitokondrioiden pinta-ala (um®) piirtimélli kuvaan niiden muodostama ala.
Laskentaan otettiin mukaan vihintédn viiden mitokondrion muodostamat ryppait ja
yhtendinen sarkolemmakalvon alla vélittdmasti sijaitseva yhtendinen mitokondrionauha.
Yksittdisid mitokondrioita ei otettu mukaan laskentaan. Lopuksi mitokondrioiden pinta-ala
(um’ ) suhteutettiin sarkolemmakalvon pituuteen (um). Poikittaisleikkeisté analysoituja

soluja oli yhteensa 242 kappaletta.

Tulokset késiteltiin tilastollisesti kdyttden kahden otoksen t- testid (Microsoft Excel), jossa

merkitseva arvo P<0,05.
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4. Tulokset

4.1 Ohutleikkeiden tarkastelu

4.1.1 Pitkittaisleikkeet

Lihasten pitkittéisleikkeistd tarkasteltiin solunsisdisten mitokondrioiden méaraa.
Suoritetussa silmaméaéraisessa tarkastelussa havaittiin, etteivit solunsisdisten
mitokondrioiden méérien erot kahden rottalinjan vélilld olleet merkitsevid. Lihasten
vilisessd tarkastelussa puolestaan havaittiin, ettd soleus- lihasten solunsisdisten

mitokondrioiden mééra oli hieman suurempi kuin ed/- lihasten.

4.1.2 Poikittaisleikkeet

Poikittaisleikkeistd tarkasteltiin sarkolemmakalvon alaisten mitokondrioiden maéraa.
Linjojen viliset erot tulivat esiin jo silmédmaérdisessé tarkastelussa, jossa havaittiin HCR-
linjan selvisti korkeampi mitokondriopitoisuus. Lihasten vélisessd tarkastelussa havaittiin

korkeampi mitokondriopitoisuus soleus- lihaksessa.

4.2 Morfometrinen analysointi

4.2.1 Solunsisaiset mitokondriot

Neljastd LCR- ja HCR- linjan rottien soleus- lihaksista ja yhden HCR- linjan rotan ed!-
lihaksesta laskettiin solunsisdisten mitokondrioiden lukumééré, joka suhteutettiin
sytoplasman pinta- alaan (1000p”). LCR- linjan rotista analysoitiin 50 soleus- solua, HCR-
linjan rotista 49 soleus- ja 14 edl- solua, joiden mitokondriosiséllostd laskettiin suhteelliset
keskiarvot (Kuva 1). HCR- ja LCR- linjojen soleus- lihasten vélilld ei havaittu

tilastollisesti merkitsevad eroa mitokondrioiden maaran suhteen (Kuva 2).
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Silmdmadriisesti tehtyjen havaintojen perusteella paétettiin jatkossa keskittyd pelkastidén

soleus- lihasten arviointiin, silld tdmén lihaksen kokonaismitokondriomaéra oli ed/- lihasta

suurempi.

1400

1200 1

1000 -

800
2
kpl/1000um 600

400 -
200 -

HCR soleus LCR soleus HCR edl

Kuva 1. Solunsisiisten mitokodrioiden keskiarvoinen kappalemiiiri sytoplasman
pinta-alaa kohti (kpl/1000pm?). Linjakohtaiset keskiarvot lihaksittain on esitetty pylvain.
EdI- lihaksen analysointi suoritettiin vain yhdesté rotasta. HCR ja LCR- linjojen vélilla ei
soleus- lihaksissa havaittu tilastollisesti merkitsevéé eroa solunsisdisten mitokondrioiden
suhteen. Soleus- lihaksessa havaittiin silmdméérdisesti suurempi mitokondriopitoisuus kuin
edl- lihaksessa. Vertailun vuoksi analysoitiin yhden rotan edl- naytteet (14 solua).
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Kuva 2. Solunsisiisten mitokodrioiden keskiarvoinen kappalemiiiri sytoplasman
pinta-alaa kohti (kpl/1000pm®). Linjakohtaiset keskiarvot soleus- lihaksista on esitetty
pylvdin, janat ilmaisevat linjakohtaiset keskihajonnat. HCR- ja LCR — linjojen vlilla ei
havaittu tilastollisesti merkitsevéé eroa soleus- lihaksessa.
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Lihakselle tyypillinen mitokondrioiden jérjestdytyminen lihasfibrillien viliin Z- levyjen

tasalle ndhddin pitkittdissuuntaisten ohutleikkeiden esimerkkikuvissa. Mitokondrioiden
muoto on tilan ahtaudesta johtuen pitka ja kapea (Kuvat 3-5). HCR- linjan
intermyofibrillaarinen mitokondriopopulaatio soleus- lihaksessa (Kuva 3) ei eronnut
merkittdvésti LCR- linjan vastaavasta mitokondriosisidllostd (Kuva 5). HCR- linjan ed!-
lihaksen mitokondrioiden maird havaittiin silmdmaéréisessé tarkastelussa soleus- lihasta

pienemmaéksi. Tdssd esimerkkikuvassa ndhdddn myds yksittdinen rasvapisara (Kuva 4).

Kuva 3. HCR- rotan solunsisiinen
mitokondriopopulaatio.
Elektronimikroskooppikuva HCR- rotan soleus-
lihasksesta. Kuvassa ndhddan mitokondrioiden
tyypillinen sijoittuminen pareittain Z- levyn
tasalle. Mitokondrioiden muoto on
lihasfibrillienvélisen tilan ahtaudesa johtuen pitkéa
ja kapea. Mittajanan pituus 1 pm.

Kuva 4. HCR- rotan solunsiséiinen
mitokondriopopulaatio.
Elektronimikroskooppikuva HCR- rotan ed!-
lihaksesta, jonka mitokondriopopulaation
jarjestdytyminen on sama kuin soleus-
lihaksessa. EdI- lihaksen mt- pitoisuus oli
silmédmadraisessa tarkastelussa pienempi kuin
soleus- lihaksessa. Oikealla ylhddlla ndhdéaan
rasvadropletti. Mittajanan pituus 1 um.
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Kuva 5. LCR- linjan solunsiséiinen
mitokondriopopulaatio. Elektronimikroskooppikuva,
nihdadn LCR- rotan soleus- lihaksen
mitokondriopopulaation tyypillinen jirjestdytyminen
lihasfibrillien véliin. HCR- ja LCR- linjojen vililla ei
havaittu eroa mitokondriopitoisuudessa. Mittajanan
pituus 1 pm.

4.2.2 Sarkolemmakalvon alaiset mitokondriot

Soleus- lihaksen sarkolemmakalvon alaisen mitokondriopopulaation méérittelyssi mitattiin
mitokondrioiden muodostama pinta- ala (um®) ja se suhteutettiin solukalvon pituuteen
(um). Soleus- lihaksesta analysoitiin kahdeksalta HCR- linjan rotalta 111 solua ja
kymmeneltd LCR- linjan rotalta 131 solua. HCR- linjan mitokondriopopulaation koossa oli
merkitsevi ero verrattuna LCR- linjaan (P= 0,001). (Kuva 6). LCR- linjan rottien

suhteellinen mitokondriopinta- ala oli 51 % HCR- linjan rottien mitokondriopinta-alasta.
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Kuva 6. Sarkolemmakalvon alaisen mitokondriopopulaation pinta- ala suhteessa
solukalvon pituuteen pm?/1000pm. Palkit ilmaisevat linjakohtaiset keskiarvot ja janat
keskihajonnat. HCL- linjan erot olivat tilastollisesti merkittévid verrattuna LCR- linjaan
(P=10,001).

Poikittaissuuntaisissa ohutleikkeiden esimerkkikuvissa ndhdédan sarkolemmakalvon
alaisten mitokondrioiden erot kahden rottalinjan vililla (Kuvat 7-12). HCR- linjan
mitokondriopopulaatio esiintyi paikoitellen huomattavan suurina kerdymind. Kerdymat
olivat keskittyneend lihassolua ympérdivien kapillaarien ja perifeeristen tumien
laheisyyteen, jolloin kapillaarien kuljettamien molekyylien ja tuman ekspressoimien
proteiinien matka mitokondrioihin on mahdollisimman lyhyt (Kuvat 7-9). Tyypillistd
HCR- linjalle oli myds LCR- linjaan verrattuna paksumpi ja yhtendisempi

mitokondrioketju suoraan sarkolemmakalvon alla (Kuvat 10-12).

40
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Kuva 7. Sarkolemmakalvon alainen
mitokondriopopulaatio.
Elektronimikroskooppikuvassa ndhddin
HCR- rotan soleus- lihaksen kahdessa solussa
huomattava mitokondriokasauma, joka
tyypilliseen tapaan on sijoittunut ldhelle
kapillaaria. Kuvassa nikyy myos
solunsiséisid mitokondrioita. Mittajanan
pituus 5 pm.

Kuva 8. Sarkolemmakalvon alainen
mitokondriopopulaatio.
Elektronimikroskooppikuvassa ndhddin jélleen
huomattava HCR- rotan soleus- lihaksen
mitokondriokasauma kapillaarin l&heisyyteen
sijoittuneena. Kapillaarin sisélld ndhdéin
punasolu. Mittajanan pituus 5 pm
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Kuva 9. Sarkolemmakalvon alainen
mitokondriopopulaatio.
Elektronimikroskooppikuvassa ndhddan HCR-
linjan rotan soleus- lihaksen mitokondriokasauma
perifeerisen tuman ympérilld. Ndin tuman
ekspressoimien proteiinien kohdentaminen
mitkondrioihin on nopeampaa. Mittajanan pituus 5
pum.

Kuva 10. Sarkolemmakalvon alainen
mitokondriopopulaatio.
Elektronimikroskooppikuvassa HCR- rotalle
tyypillinen paksu ja ehyt mitokondrioketju
soleus- lihaksessa heti sarkolemmakalvon
alla. Mittajanan pituus 5 pm.

Kuva 11. Sarkolemmakalvon alainen
mitokondriopopulatio.
Elektronimikroskooppikuvassa LCR- rotan
soleus- lihas, jonka mitokondrioketju on
epayhtendisempi ja ohuempi kuin HCR-
linjan rotalla. Mittajanan pituus 5 pum.
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Kuva 12. Sarkolemmakalvon alainen
mitokondriopopulaatio.
Elektronimikroskooppikuvassa nikyy
LCR- rotan soleus- lihaksen tyypillinen
mitokondriokasauma, joiden suhteelliset
pinta- alat verrattuna HCR- linjan rottiin
olivat merkittavasti pienemmat. Ylhaalla
vasemmalla n&hdéén rasvadropletti.
Mittajanan pituus 5 um.

4.2.3 Solunsisainen rasva

Solunsisdistd rasvaa oli tarkoitus analysoida pitkittdisleikkeistd, mutta jo ohutleikkeiden
silmdmadrdisessd tarkastelussa huomattiin tunnistettavien rasvapisaroiden vihyys.
Yksittiisid rasvapisaroita (Kuva 13) 10ytyi kaikista ndytetyypeistd, ja niiden jakautuminen
oli silmédmaiiriisessa tarkastelussa tasaista kaikkien ndytteiden kesken. Rasvapisaroiden
varma tunnistaminen osasta leikkeitd oli myos epdvarmaa artefaktojen vuoksi. Téstd syysté

rasvapisaroiden laskemisesta luovuttiin téssd tutkimuksessa.

Kuva 13. Solunsisiiinen rasva.
Elektronimikroskooppikuvassa ndhddin kaksi
rasvadroplettia HCR- rotan soleus- lihaksessa.
Silmédmairdisessé tarkastelussa ei havaittu eroja
rasvan maaréssa rottalinjojen tai lihasten
valilld. Mittajanan pituus 5 um.
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5. Tulosten tarkastelu

5.1 Solunsisaiset mitokondriot

Mitokondrioiden tehtdvénd lihaskudoksessa on tuottaa aerobisella metabolialla ATP: té
lihassolujen erilaisia tarpeita varten. Vasteena kestévyysharjoittelulle solun mitokondriot
adaptoituvat mm. kasvattamalla lukuméaardénsa, kokoaan ja sisdltdmiensi entsyymien
méadrad, jolloin lihaksen lipidimetabolia ja ATP:n tuotto tehostuu (Holloszy ja Coyle
1984). Rotilla suoritetut tutkimukset ovat osoittaneet, ettd mitokondrioiden adaptaatiot

vaihtelevat riippuen lihaksen mitokondriopopulaatiosta (Koves ym., 2005).

Intermyofibrillaariset eli solunsisdiset mitokondriot ovat lihaskudoksessa sijoittuneet Z-
levyjen tasalle myofibrillien véliin. Ndiden mitokondrioiden tehtdvéni on tuottaa ATP: td
péadasiassa solun supistumiseen. Tdssd kokeessa tarkasteltiin kahden eri lihassolutyyppid
edustavan lihaksen solunsisdisten mitokondrioiden médraé. Tutkittavat lihakset edustivat
aerobista tyypin I (soleus) ja glykolyyttistd tyypin II lihassolua (extensor digitorum
longus). Mitokondrioiden mddrdé mitattiin suhteuttamalla niiden kappaleluku sytoplasman

pinta- alaan.

Soleus- lihasten mitokondrioiden médrin véliset erot HCR- ja LCR- linjojen viélilla eivat
olleet tilastollisesti merkitsevid. Vaikka lihassupistuksen on todettu lisdévin
mitokondrioiden biogeneesid, on tutkimuksissa havaittu synnynnéisié eroja
mitokondrioiden vasteessa lihaksen supistumisen muutoksiin kuten kestavyysharjoitteluun.
Verrattuna sarkolemmakalvon alaiseen populatioon, solunsisdisten mitokondrioiden
adaptaation kapasiteetti kestavyysharjoitteluun on pienempi (Bizeau YM., 1998). Rotilla
suoritetuissa kokeissa havaittiin myos, ettd populaation reagointi supistumisen
vihenemiseen oli suhteellisen muuttumatonta (Krieger Y., 1980). Nama tutkimukset
tukevat oletusta, jonka mukaan solunsisdisen mitokondriopopulaation lukumééri pysyy
suhteellisen muuttumattomana lihaksen supistumisen muutoksista huolimatta. Tésta
tutkimuksesta kyseisen populaation osalta saadut tulokset viittaavat samaan. 18 sukupolven

yli suoritettu valinta ei tuottanut merkitsevéa eroa rottalinjojen vélille solunsisdisen
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mitokondiosisdllon suhteen. Aerobisen suorituskyvyn adaptaatiot nédkyvét kasvaneena

mitokondrioiden lukumédiréni ja kokona. Koska rottalinjojen aerobiset suorituskyvyt
erosivat toisistaan merkittdviasti, voidaan olettaa etteivit suorituskyvyn muutokset olleet

merkittidvisti riippuvaisia tastd mitokondriopopulaatiosta.

Lihasten vilisessd silmidmadrdisessd tarkastelussa havaittiin, ettd soleus- lihasten
mitokondrioiden méérd oli suurempi kuin ed!/- lihaksen. Vertailun vuoksi yhden HCR-
linjan rotan ed/- solut analysoitiin, josta saatuja tuloksia ei pienen otannan vuoksi
kuitenkaan vertailtu tilastollisesti. Glykolyyttisen lihaksen mitokondrioiden miéréd on
tutkitusti aerobista lihassolua pienempi, koska sen metabolia painottuu enemméan
glykolyyttisen energiantuotannon puolelle (Moyes ja LeMoine 2005). Lisdksi
glykolyyttisen lihassolun mitokondrioiden tehtidvina on pidasiassa tukea solun
perusmetaboliaa, jolloin sen rooli ATP:n tuottamiseksi lihassupistukseen vdhenee.( Moyes
ym., 1992). Nama seikat tukevat tehtyéd silmdmaardistd havaintoa glykolyyttisen ed!-
lihaksen mitokondrioiden méaardn suhteen, vaikka tilastollisesti merkitsevaa tietoa emme

tastd tutkimuksesta saaneetkaan.

5.2 Solunsisidinen rasva

Lihassolun sisdinen triglyseridivarasto on luustolihaksen péddasiallisin energian ldhde.
Triglyseridien kerddntyminen lihassoluihin on yhdistetty seka rotilla ettd ihmisilla
insuliiniresistenssiin (Kraegen ym., 1991; Pan ym., 1997). Insuliiniresistenssin ja
solunsisdisen rasvan suhde ei kuitenkaan ole selva, silld kestdvyysurheilijoiden lihaksisto
on insuliiniherkki solunsisdisen rasvan suuresta miérdstd huolimatta (Goodpaster ym.
2001). Tutkimuksissa on havaittu parantunut insuliiniherkkyys, vaikka solunsisdisessi
triglyseridisisédllossa ei ole tapahtunut muutoksia, tai triglyseridien maird on jopa
lisddntynyt (Phillips ym., 1996; Bruce ym., 2006). Néiden seikkojen perusteella vaikuttaisi
siltd, ettd triglyseridisisdllon koolla ei ole suoraa vaikutusta insuliiniresistenssiin. Taté
suhdetta tutkitaan ja arvioina on esitetty triglyserideisti lahtdisin olevien metaboliittien
vaikutusta insuliinisignalointia hdiritsevini ja sarkolemmakalvon toimintaa muuttavina
tekijoind (Cororan ym., 2007). Koska tédssé tutkimuksessa ei saatu tilastollista tietoa

solunsisdisen rasvan méérésti, jad valinnan vaikutus rottalinjojen lihassolujen
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triglyseridipitoisuuteen selvittimattd. Silmdmaidrdinen tarkastelu kuitenkin viittaa siihen,

ettd eroja solunsisdisen rasvan maérian suhteen ei linjojen valilld ollut.

5.3 Sarkolemmakalvon alaiset mitokondriot

Lihassolun sarkolemmakalvon alaiset mitokondriot tuottavat energiaa solun toimintaa
tukeviin mekanismeihin kuten ionin vaihtoon ja substraattien kuljetukseen. Tdmén
mitokondriopopulaation adaptaatiokapasiteetti kestavyysharjoitteluun on solunsiséista
populaatiota suurempi (Bizeau ym., 1998). Syyna tdhédn saattaa olla mitokondrioiden
sijainti, silld sarkolemmakalvon alla on enemmaén tilaa koon kasvulle kuin solun sisdlla.
Mitokondrioiden suuret kasaantumat ovat myds yleensi sijoittuneet lihelle kapillaareja,

jolloin molekyylien diffuusioaika- ja etdisyys ovat pienid (Cogswell ym., 1993).

Rotilla tehdyssé kokeessa on havaittu, ettd populaatio reagoi nopeasti myos supistuksen
méadrin vihenemiselle, joka nékyy oksidatiivisen kapasiteetin laskuna (Krieger ym., 1980).
Téssd kokeessa tarkasteltiin aerobisen tyypin I lihaksen (soleus) sarkolemmakalvon alaisen
mitokondriopopulaation suhteellista mdardéd vertaamalla mitokondrioiden pinta-alaa
solukalvon pituuteen. HCR- ja LCR- linjojen vililld havaittiin tilastollisesti merkitsevé ero.
Valinta tuotti siis tilastollisesti merkitsevin eron rottalinjojen vélille
mitokondriopopulaation suhteellisen pinta- alan suhteen. Kun lihasten parempi aerobinen
suorituskyky nikyy mitokondrioiden kasvaneena lukuméairina ja kokona, télla
populaatiolla néyttdisi olevan yhteys myds HCR- linjan parempaan aerobiseen
kapasiteettiin, koska solunsisdisen populaation vililld ei eroja havaittu. Sarkolemmakalvon
alaisen mitokondriopopulaation biogeneesistd vastaavien mekanismien toiminta HCR-
linjan rotilla on muuttunut verrattuna LCR- linjan rottiin. Transgeeniset hiiret, joille oli
luotu geenimanipulaatiolla kestdvyysharjoittelua seuraavan aerobisen lihassolutyypin
kasvanut osuus, osoittivat mitokondrioiden biogeneesii lisddvén transkriptiotekijan (PGC-
la) kasvanutta induktiota (Akimoto ym. 2004). Témaén tekijin epdiltiin tutkimuksessa
sadtelevin kestidvyysharjoittelun seurauksena tapahtuvaa metabolista adaptaatiota ja
lihassolutyypin muutoksia. PGC-1 o :n mdirén on todettu kasvaneen oksidatiivisissa
lihassoluissa. Siksi on mahdollista, ettd kestdvyysharjoittelun aiheuttamat muutokset

spesifisti sarkolemmakalvon alaiseen populaatioon valittyvit tdméin tekijan kautta (Koves
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ym., 2005). HCR- linjan rotilla valinnan seurauksena tapahtuneet metaboliaan liittyvét

muutokset tarkoittavat parempaa aerobista kapasiteettia, joka ominaisuutena siirtyy

sukupolvelta toiselle.
5.4 Sarkolemmakalvon alaiset mitokondriot ja tyypin 2 diabetes

Lihaksen mitokondrioiden metaboliseen kapasiteettiin vaikuttaa lihaksen
solutyyppikoostumus. Tyypin I lihassoluilla on suurempi mitokondriosisiltd ja
oksidatiivisen metabolian kapasiteetti. Kunkin lihassolutyypin metabolian tasoa voidaan
lisdksi sdéddelld harjoittelulla (Koves ym., 2005). Kestdavyysharjoittelu lisdd lihasten
aerobisen tyypin I lihassoluosuutta, jolloin lihaksen metabolian taso paranee. Ihmiselld
tehdyt tutkimukset ovat osoittaneet, ettd moniin metabolian hdiridihin, kuten diabetekseen
ja lihavuuteen, liittyy vdhéinen tyypin I lihassoluosuus ja kasvanut tyypin II lihassoluosuus
(Hickey ym., 1995). Geneettisesti muokatut hiiret, joilla on normaalia suurempi tyypin I
lihassoluosuus, ovat tutkimuksissa osoittautuneet insuliiniherkemmiksi ja vihemmén
alttiiksi ruokavalion aiheuttamalle lihavuudelle (Ryder ym., 2003). Aerobisen
lihassolutyypin kasvanut osuus siis parantaa insuliiniherkkyytta ja lisdd lihaksen

oksidatiivista kapasiteettia.

Tyypin 2 diabeteksessé seki rasva- happojen, ettd hiilihydraattien metabolia on
héiriintynyt (Kelley ym., 1996). Metabolian hdiri6t johtuvat todenndkdisesti useista
tekijoistd. Tutkimuksissa on tyypin 2 diabetestd sairastavilla havaittu luustolihasten
mitokondrioiden heikentynyt toiminnallinen kapasiteetti, sekd oksidatiivisten entsyymien
vihentynyt aktivaatio (Simoneau ja Kelley 1997; Kelley ja Mandarino 2000).
Mitokondrioiden toiminnan hdiri6t ja vihentynyt lukumééri luustolihaksissa ja muissa
kudoksissa voivat johtaa lipidien kerdantymiseen, joka on tyypin 2 diabeteksesséd yhdistetty
mitokondrioiden oksidatiivisten entsyymien vdhentyneeseen kapasiteettiin ja
insuliiniresistenssiin (He ym., 2001). Mitokondrioiden toiminnallisen kapasiteetin
tiedetddn riippuvan niiden morfologiasta seké entsyymiaktiivisuudesta (Vogel 2001).
Morfologiset muutokset aiheutuvat mitokondrioiden biokemiallisen toiminnan hdiridista.

Thmisilld suoritetuissa tutkimuksissa havaittiin tyypin 2 diabetestd sairastavilla vaurioita
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mitokondrioiden rakenteessa sekd mitokondrioiden pienentynyt koko ja pinta-ala.

Molemmat tekijdt korreloivat insuliiniresistenssin vakavuustason kanssa (Kelley ym.,
2002). Mitokondrioiden toiminnallisen kapasiteetin hdirididen uskotaan siksi
mydtévaikuttavan insuliiniresistenssin syntyyn luustolihaksessa (Schmitz- Peiffer ym.,

1999; Vogel 2001).

Sarkolemmakalvon alaisen mitokondriopopulaation toiminnallisella kapasiteetilla
arvellaan oleva suuri merkitys lihassolun lipidimetabolialle ja insuliinisignaloinnille (Ritov
ym., 2005). Tyypin 2 diabetesté sairastavilla havaittiin sarkolemmakalvon alaisen
mitokondrioiden koon, médrén ja niiden siséltdmin elektroninsiirtoketjun
entsyymipitoisuuden lasku. Samoin havaittiin myds elektroninsiirtoketjun
kokonaisaktiivisuuden viheneminen. Kokonaisaktiivisuuden laskun syyné tyypin 2
diabeteksessd ei voida pitdd pelkkdd mitokondrioiden méérén tai toiminnallisen
kapasiteetin laskua. Fyysisen aktiivisuuden puuttumisen epdilldén vaikuttavan ilmidon,
mutta taustalla on oletettavasti useita tekijoitd, joita on vield tutkittava. Téssd
tutkimuksessa havaitut erot sarkolemmakalvon alaisten mitokondrioiden suhteen
osoittavat, ettd kestdvyysharjoittelu kasvattaa timén mitokondriopopulaation pinta- alaa.
Y114 mainittujen seikkojen perusteella voidaan olettaa, ettd myds mitokondrioiden
toiminnallinen kapasiteetti paranee kestdvyysharjoittelulla. Kestdvyysharjoittelulla on
tunnetusti insuliiniresistenssid parantava ja tyypin 2 diabetestéd ehkéisevi vaikutus, jonka
vaikutus perustuu moniin mekanismeihin, mutta merkittivin osana on sen mitokondrioiden
toimintaa adaptoiva vaikutus. Koska sarkolemmakalvon alainen mitokondriomdira oli
merkitsevisti pienempi kuin HCR- linjalla, voidaan edelld mainittujen seikkojen

perusteella olettaa, ettd LCR- linjalla tyypin 2 diabeteksen riskitekijédt ovat koholla.

5.5 Yhteenveto

Tutkimuksessa selvitettiin HCR ja LCR rottien kahden eri mitokondriopopulaation eroja
sekd solunsisdisen rasvan miérad luustolihaksessa. Kuten rotilla aiemmin suoritetuissa
tutkimuksissa, niin my0s tdssd suurimmat erot tulivat esiin sarkolemmakalvon alaisessa

populaatiossa, kun taas solunsisdisen populaation vililld ei havaittu eroja (Koves ym.,
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2005). Rottalinjojen viliset erot sarkolemmakalvon alaisen mitokondriopopulaation

suhteen olivat tilastollisesti merkitsevid, mutta solunsiséisten populaatioiden vilillé ei

todettu tilastollisesti merkitsevii eroa.

Sarkolemmakalvon alainen ja solunsisdinen mitokondriopopulaatio osoittivat aikaisempien
tutkimustulosten mukaisesti erilaista adaptaatiokapasiteettia (Bizeau ym., 1998). Erilainen
adaptaatiokapasiteetti puolestaan osoittaa mitokondrioilla erilaista metabolista
kapasiteettia, joka heijastuu solun eri mitokondrioita hyddyntdviin mekanismeihin.
Molemmat kapasiteetin muutokset edellyttévit proteiiniekspression muutoksia seké
nukleaarisessa ettd mitokondrionaalisessa DNA: ssa. Ndiden ekspressioiden pysyvit
muutokset siirtyvit seuraavalle sukupolvelle. Molempien mitokondriopopulaatioiden
metaboliset ominaisuudet muuttuvat kestdvyysharjoittelun seurauksena (Koves ym., 2005).
Morfologiset muutokset ovat helpoimmin havaittavissa, mutta metaboliseen kapasiteettiin
vaikuttavat muutokset ovat vaikeammin todettavissa. Ndiden muutosten tutkiminen voi
antaa selvitysti sille, miten ja miksi sarkolemmakalvon alainen populaatio osoittaa
suurimmat morfologian muutokset vasteena kestdvyysharjoittelulle, vaikka solunsisiset

mitokondriot vastaavat supistumiseen tarvittavan ATP:n tuotannosta.

Tyypin 2 diabetes on voimakkaasti perinndllinen sairaus. Tunnetuimmat perinndlliset
komponentit liittyvat mitokondrioiden mutaatioihin, jotka ilmenevét metabolisen
kapasiteetin hdiridind. Perinndllisen komponetin vaikutusta voidaan taudin hoidossa ja
ennaltachkiisyssd kompensoida liikunnan ja ruokavalion avulla. Ruokavaliosta saatava
liikka rasva kertyy mm. luustolihaksiin, jossa sen metaboliittien on epdilty hdiritsevan
glukoosimetabolialle olennaista insuliinisignalointia. Liikunta aikaansaa monia muutoksia
metabolian ja lihasrakenteen tasolla, jotka parantavat insuliiniherkkyytti ja lihaksen
metaboliaa. Samoin kuin tyypin 2 diabetekselle altistavat perinndlliset tekijét, niin myds
aerobisen kestdvyyden osatekijit ovat geeniekspressioiden tuloksia, jotka fiksoituessaan
periméén siirtyvdt seuraavalle sukupolvelle. Perinndlliselld aerobisella kapasiteetilla on
merkitystd kun madritelldén alttiutta sairastua tyypin 2 diabetekseen. Aerobisen
kapasiteetin mekanismien tunteminen voi auttaa 10ytdmédn keinoja hoitaa ja

ennaltachkdistd tyypin diabetestd. Ndiden mekanismien tutkimiseen néyttiisivit LCR- ja
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HCR- rottamallit olevan erinomainen keino, koska ne antavat mahdollisuuden tutkia

synnynnéisid aerobiseen kapasiteettiin liittyvid ominaisuuksia. Perinndllisen aerobisen
suorituskyvyn kompensoivaa vaikutusta metabolisiin sairauksiin, kuten tyypin 2
diabetekseen, on siten merkittivad selvittdd kun etsitdin hoitokeinoja ndihin yha

madrallisesti lisddntyviin sairauksiin.
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