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1. JCHDANTO

Raajalihassolut soveltuvat hyvin fysiologisiin soluvaurio-
tutkimuksiin in vivo mm. seuraavista syisti johtuen: 1) Nii-
den kdyttdtiheyttd ja kuormittumista on helppoa kokeellisesti
muunnella, silld solut voivat lisdtd energiankulutustaan yli
satakertaiseksi lepotilaan verrattuna. 2) Tdysikasvuisessa
yksildssd lihassolut eivdt endid jakaudu, joten solujen adap-
taatiot ovat mm. biokemiallisesti periaatteessa havaittavissa.
3) Lihassolujen fysiologisia adaptoitumisilmi&itd tunnetaan
entuudestaan ja tiedetddn, ettd esim. uuvuttava kucrmitus
aiheuttaa koe-eldimissd raajalihassolujen osittaista tai tdy-

dellistd nekroosia.

Jyvdskyldn yliopiston Biologian laitoksella suoritetuis-
- sa tutkimuksissa on osoitettu, ettd fyysinen kuormitus vauri-
cittaa raajalihassoluja myds subletaalisti ja ettd subletaalin
vaurion seurauksena lihassolujen lysosomaalinen jirjestelmi
stimuloituu voimakkaasti. Kuormitusta edeltdvilli sdidnndlli-
selld harjoittelulla voidaan kuitenkin estdi solujen letaali
ja subletaali vaurioituminen. Timin tutkimuksen tarkoituksena
oli selvittdd harjoittelun aiheuttaman vauriosuojan kehitty-
mistd k&yttdmdlld vaurioindikaattoreina lysosomaalisen stimu-
laation yhteydessd voimakkaasti kohoavia happamien hydrolaa-

sien aktiivisuuksia.



2. TUTKIMUKSEN TAUSTAA

Soluvaurio voli olla letaali (69%,71) tai subletaali (69,7).
Makrofaagit osallistuvat kudoksen letaalien soluvaurioiden
korjaamiseen poistamalla kuolevan solun jddnndkset (14,17,31,
69,55). BAutofagosytoosi liittyy subletaalien soluvauriociden
korjaamiseen (16,31,32,69). Lysosomaalinen jirjestelmi osal-
listuu solun vaurioitumiseen Jjoko ensisijaisesti tai toissi-
jaisesti. Kyseessd on lysosomien primaaritoiminta, jos vaurio
aiheutuu lysosomaalisten happamien hydrolaasien vapautumises-
ta solulimaan (16,66). Solun vaurioituminen voi johtua myd8s
muiden aineenvaihduntatapahtumien hdiriintymisestd (31,69).
Tdlldin lysosomaalinen jdrjestelmd toimii sekundaarisesti Jja
toiminnan tarkoituksena on vaurioituneiden solunosien eristd-
minen ja hajottaminen (31,66). Lysosomaaliset entsyymit akti-
voituvat vasta lysosomaalisen Jjdrjestelmin poistaessa sub-
letaalisti vaurioituneiden soclujen kdyttdkelvottomia osia.
(31). Hydrolyysituotteet kdytetdidn uudelleen joko rakennus-

aineina tai solun energiantuotannossa (17,67).

Lihaksen happamien hydrolaasien aktiivisuudet ovat nor-
maalisti alhaiset esimerkiksi maksaan verrattuna (32,76).
Sekd nopeasti ettd hitaasti supistuvassa oksidatiivisessa
punaisessa lihaksessa aktiivisuudet ovat suuremmat kuin val-
koilsessa lihaksessa (49%9,74,76). Normaaleissa lihassoluissa
on harvoin havaittu lysosomeja eik& lihassoluissa ole sellais-
ta kehittynyttd lysosomaalista jdrjestelmdd kuin useimmissa
muissa solutyypeissd (14). Lysosomeja muistuttavia rakenteita
ja happamien hydrolaasien aktiivisuuksia havaitaan tavallises-
ti lihassolun sarkotubulaarisessa jdrjestelmidssd (63). Hap-
paman fosfataasin ja beta-glukuronidaasin aktiivisuutta on
havaittu myds sarkoplasmisessa retikulumissa (15}). Happamien
hydrolaasien aktiivisuuden kasvaessa lihassolun lysosomaalinen
jdrjestelmd aktivoituu. Lihassolun perinukleaariselle alueel-
le Golgin laitteiden l&heisyyteen sekd myofibrillien v&dliin

ilmestyy primaarilyscsomeja. Samalla Golgin laitteiden



koko ja niiden lukumiirid kasvavat (63). Yhti aikaa primaari-
lysosomien kanssa, tai niiden ilmestymisen jdlkeen, havai-
taan lihassolun perinukleaarisella alueella autofagosomeja
(15,63). Yleisimmin lysosomeija ja autofagosomeja on runsaas-
ti mitokondrioita sisdltivissd punaisissa lihassoluissa (63,
59).

Happamien hydrolaasien kokonaisaktiivisuudet lisdinty-
védt sekd normaaleissa kudosmuutoksissa ettd erilaisissa
patologisissa tiloissa. Korkeita lysosomaalisten hydrolaasi-
en aktiivisuuksia on mitattu dystrofisissa lihassairauksissa
(1) sekd kokeellisissa (39,54) ja fysiologisissa atrofioissa
(1) kuten vanhenemisen yhteydessd (29,53). Fysiologista
atrofiaa ja korkeita hydrolaasiaktiivisuuksia esiintyy myds
kontrolloidussa solukuolemassa metamorfoosien ja siki®dnkehi-
tyksen ailkana (47). Kokeellinen lihasatrofia voidaan aiheut-
taa denervaatiolla (38,39), tenotomialla (54) ja immobilisaa-
tiolla (42). Tutkituin ravintotekijdistd# johtuva lihasdys-
trofia aiheutuu E-vitamiinin puutteesta (80). Tietyt myrkyt
hdiritsevdt lihassolun normaalia metaboliaa ja aiheuttavat
atrofioitumista (43). Myds sidteily aiheuttaa lihassoluissa
letaaleja ja subletaaleja muutoksia, joihin liittyy solujen
lysosomaalisen jédrjestelmin stimuloituminen (66). Toisaalta
Jjotkin kemikaalit voivat vihent83 solujen s&teilyvaurioita.
Iskemia (20,65), sekd krooninen (19) ja akuutti (4) hypoksia
vauricittavat lihassoluja. Fyysinen juoksukuormitus aiheuttaa
myds happamien hydrolaasien aktiivisuuden kasvua ja autofago-

sytoosin lisdédntymistd hiiren lihaskudoksessa (74,76,59).

Dystrofioiden, denervaation, immobilisaation ja paaston
aikana lihasproteiinien hajotustoiminta kiihtyy (24,44) ja
hajotustoiminnan kiihtymiseen liittyy lysosomaalisen Jérijes-
telmdn aktivoituminen (52). Lysosomaalisten happamien prote-
aasien lisdksi aktivoituvat td118in useissa tapauksissa myds
lihaskudoksen neutraalit ja alkaliset proteaasit (40,9,35,41).
Fyysinen kuormitus ei vaikuta ndiden sytoplasmisten proteaa-

sien aktiivisuuksiin {62) .



JyrsijSiden lihaksissa on kolmenlaisia lihassoluja:
1) Hitaasti supistuvia soluja, joilla on oksidatiivinen ener-
gla-aineenvaihdunta. 2) Nopeasti supistuvia soluja, jotka
kdyttavdt energiantuotannossaan seki oksidatiivista ettid
anaerobista hapetusta. 3) Nopeasti supistuvia soluja, joilla
on glykolyyttinen energia-aineenvaihdunta (6). Oksidatiivi-
set solut ovat ulkondfltiddn punaisia ja glykolyyttiset solut
valkoisia.

Lihaksessa kukin sclutyyppi muodostaa motorisia yksikdi-
td, joissa on ainoastaan vhdenlaisia lihassoluja. Kuormitus-
tavan valinnalla voidaan vaikuttaa siihen, mink&laisgsia lihasg-
soluja tydssd kdytetdidn. Jos kuormituksen intensiteetti on
alhainen, rekrytoidaan p&&asiassa lihaksen nopeat ja hitaat
oksidatiiviset motoriset yksikdt (6). Energialihteinid solut
kdyttdvdat tdlloéin vain vapaita rasvahappoja ja jonkin verran
glukoosia. T&dllaisessa tilanteessa lihasta voidaan kuormit-
taa pitkdn aikaa. Jos lihasta kuormitetaan voimakkaasti tai
jos pitkdkestoinen kevyehkd kuormitus on tyhjentinyt oksida-
tiivisten solujen glykogeenivarat, kdytetiidn tydssd pidasias-
sa nopeasti supistuvia glykolyyttisiid soluja ja energia han-
kitaan anaerobisella energia-aineenvaihdunnalla (6,8,25).
Kuormituksen intensiteetin lisHd&ntyessd rasvojen kidyttd
energialdhteend vihenee ja hiilihydraattien osuus kasvaa (36).
Maksimaalinen dynaaminen tai staattinen kuormitus tyhijentidi
nopeasti lihaksen energiavarat, Tdssd tilanteessa ATP:n syn-
teesiin tarvittava energia tuotetaan anaerobisella glykolyy-
silld Jja kéytbssd ovat pidasiassa lihaskudoksen nopeasti
supistuvat glykolyyttiset solut (6,68). T&lldin lihasscluun
kertyy maitohappoa.,

Kuormituksen vaikutuksesta useimpien lysosomaalisten
entsyymien aktiivisuudet lisdd@ntyvat sekd lihassolun sisdlli
ettd ympdrdividssi sidekudoksessa. Lihassolun sisdll3d aktii=-
visuusnousu on kuitenkin suurempi (74). Lysosomaalisten ent-
syymien aktiivisuusnousun suuruus kuvaa drsykkeen aiheuttaman
lysosomaalisen vasteen suuruutta. T&mE vaihtelee kuormitus-

ohjelmasta ja entsyymistd riippuen joistakin kymmenistd ldhes



kuuteen sataan prosenttivksikkd6n perustasoon verrattuna.
Aktiivisuusnousu punaisessa lihaksessa on noin kaksinkertai-
nen valkoiseen lihakseen nZhden- (58,76). Lysosomaalisten
entsyymien perusaktiivisuudetkin ovat punaisessa lihastyy-
pissd valkoista lihasta korkeammat (73,74,78,58,60,76).
Aktiivisuustason nousu johtunee ensisijaisesti uudesta ent-
syymisynteesistd, koska vasteen kehittymiseen tarvitaan 4 - 5
vuorokauden indukticaika (74,76).

Aktiivisuusnousun suuruus riippuu kuormitustyypisti.
Pitk&dkestoinen ja suhteellisen hidas juoksutus aiheuttaa suu-
remman aktiivisuusnousun kuin nopea ja lvhytkestoinen kuor-
mitus (58,76). Kun kuormituksen intensiteetti on sopivasti
mitoitettu, lihaskudoksessa ei tapahdu letaaleja solumuutck-
sia, mutta lysosomaalisten entsyymien aktiivisuudet nousevat
(60) . T&llainen kuormittavuus saavutetaan hiirilld 3 - 6
tunnissa Jjucksunopeudella 13.5 m x minml kuuden asteen vasta-
maahan (58) . Juoksunopeuden nostaminen 20:st& 25:een m x minml
nostaa beta-glukuronidaasin aktiivisuutta noin yhdelld yksi-
k8118 tasamaalla ja kahdeksan asteen ylimaahan hieman enemmin.
(77) . Kevyehkdssd tasavauhtisessa kuormituksessa lihas vau-
rioituu vain subletaalisti (61). N&in tulehdussoluista joh-
tuva epdspesifinen lisdys lysosomaalisissa entsyymiaktiivi-

suuksissa pienenee (14,55,58).

Hiiren reisilihaksen lysosomaalisten entsyymien aktiivi-
suudet ovat korkeimmillaan 3 - 5 vuorokauden kuluttua uuvutta=-
vasta kuormituksesta (76). Aktiivisuustasot palautuvat l&hes
normaaleiksi 10 - 15 vuorockaudessa. MyOs sd8nndllinen koh-
tuullinen harjoittelu lisZ4 hieman reisilihaksen happamien
hydrolaasien aktiivisuuksia. Jos harjoitellut hiiri uuvute-
taan Jjuoksuttamalla, eivit sen raajalihaksen happamien hydro-
laasien aktiivisuudet muutu (78). Vihko ym. (78} tutkivat
20 harjolttelukerran vaikutusta uuvuttavan juoksukuormituksen
Jjdlkeisiin lyscsomaalisten entsyymien aktiivisuuksiin hiiren
punaisessa ja valkoisessa reisilihaksessa. Hiiret harjoitte-
livat wviitena p&dividnd viikossa, juoﬁ%emalla 1,5 tuntia pdi-

vidssd nopeudella 25 m x min_l kuuden asteen yldmdkeen.



Harjoittelun jédlkeinen kuormitus oli intervallityyppinen ija
uuvuttava, eikd se vaikuttanut happamien hydrolaasien aktii-
visuuksiin. Reisilihasndytteissi ei mydsk&in havaittu
histopatologisia muutoksia. Harjoittelu ndin ollen suojaa

raajalihasta kuormituksen aiheuttamalta vaurioitumiselta.

Mainitussa tutkimuksessa hiiret olivat harjoitelleet
varsin tehokkaasti, mm. niiden raajalihasten oksidatiivinen
kapasiteetti oli lisddntynyt (78). Harjoittelun suojaava vai-
kutus oli myds tdydellinen, koska kuormitetuissa harjoitel-
leissa eldimissd ei havaittu lihassolujen nekroosia eiki
kohonneita hydrolaasiaktiivisuuksia. Aikaisempien tdiden
perusteella ei kuitenkaan tiedetd, kuinka harijoittelun suo-
jaava vaikutus kehittyy harjoittelumddrin funktiona. T&min
tydn tarkoituksena oli selvittdd harjoittelun mi#drin vaikutus-

ta reisilihaksen kuormitusvaurioiden ilmaantumiseen.



3. TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Tutkimuksessa pyrittiin selvittdm#iin kuinka harjoittelu
sucjaa raajalihasta submaksimaalisen fyysisen kuormituksen
vaurioittavilta vaikutuksilta. Koejidrjestelylli pyrittiin

vastaamaan seuraaviin kysymyksiin:

l. Miten neljdn tunnin submaksimaalinen kuormitus {(kevyt-
vauhtinen juoksutus juoksumatolla) wvaikuttaa hiiren
nelipdisen reisilihaksen punaisen ja valkoisen osan

tiettyjen happamien hydrolaasien aktiivisuuksiin?

2. Miten harjoittelukertojen (tunnin juoksu vakionopeudella)
lisd&minen (3, 6, 9, 15 harjoitusta) vaikuttaa hiiren
nelipdisen reisilihaksen punaisen ja valkoisen osan tiet-

tyjen happamien hydrolaasien aktiivisuuksiin?

3. Mink&lainen on kuormituksen vaikutus 3, 6, 9 ja 15
kertaa harjoitelleiden hiirten nelipiisen reisilihak-
sen punaisen ja valkoisen osan tiettyjen happamien

hydrolaasien aktiivisuuksiin?



4. MATERIAALI JA MENETELMAT

4.1, Koe~-~eliimet

Tutkimuksessa kdytettiin urospuolisia NMRI-~hiirid. El&din-

ten ikd kokeen alussa oli 102 - 109 vuorokautta.

Eldimid pidettiin l&pindkyvissd, kansiritil&lld varus-
tetuissa muovihidkeissd (Scanbur IV, Skensved, Tanska).
Kussakin hdkissi oli 4 - 8§ hiirtd. FKuivikkeina kdytettiin
puulastuja, jotka vaihdettiin 2 - 3 kertaa viikossa. Samalla
hikit pestiin ja juomavesi vaihdettiin. Juomavetend kdy-
tettiin Jyvdskyl&n kaupungin vesijohtovettd. Ruokana
kdytettiin hiirten kasvatusrehua (R3, Astra-Ewos, S&der-
tdlje, Ruotsi). El&dintallin kosteus ja ldmpdtila vaihteli~-
vat normaalisti., Eldinten vuorokausirytmi oli wvakiocitu:
vuorokaudessa oli 12 tunnin mittainen valoisa jakso, joka
alkoi kello 6.00.

4,2, Koe j&drjestely

Koejlrjestelynd k&ytettiin hiirten kuormittamista ja har-
joittamista sdhkOkdyttdiselld juoksumatolla (Liite 1}).
Eldimet jaettiin satunnaisesti ryhmiin kaksi wviikkoa ennen
koetta (Liite 2)., Kontrollieldimet, samoin kuin harjoit-
televat ja kuormitettavat eldimet muulloin kuin juostessaan

matolla, elivdt normaaleissa hdkkiolosuhteissa.

Kuormituksena kdytettiin neljidn tunnin submaksimaa-
lista juoksutusta nopeudella 20 m x min_l 6° yldmaahan.
Kuormituksessa eldimet Jjuoksivat neljd 50 min jaksoa,
joiden valilld oli 10 min tauko, jonka aikana eldinten

saatavilla oli wvettd 3a ruokaa {(Liite 3}.



Harjoittelevia hiiri&d juoksutettiin nopeudella 18 m
b4 min—l 6° ylamdkeen kerran vuorokaudessa péddasiassa aamu-
padivisin. Tutkimuksessa kdytettiin neljd&d harjoitteluryh-
md&, joiden harjoittelukertojen lukumidrdt olivat 3, 6, 9 ja
15. Harjoitteluchjelmissa juoksuaikaa lisdttiin siten, ettid
kaikilla ryhmilld ensimmiinen harjoitus kesti 30 min, toi-
~nen 45 min ja kolmannesta harjoituksesta eteenpdin 60 min

(Liite 4).

Kuormitusvaikutusta harjoittelemattomilla eldimilld

. mitattiin koeryhmilld K ja KK. Ryhm#&n X (kontrollit) kuu-
luvat eldimet elivdt jatkuvasti normaaleissa hikkiolosuhteis-
sa. Ryhmdn KK (kuormitetut kontrollit) eldimet juoksivat
submaksimaalisen kuormitusohijelman. Ne tapettiin 4 vrk
kuormituksen j&lkeen, jolloin happamien hydroclaasien aktii-
visuudet ovat suurimmillaan aiankin uuvuttavan kuormituksen
jdlkeen (48).

Harjoitusvaikutuksen mittaamiseksi 3, 6, 9 ja 15 kertaa
harjoitelleet eldinryhmit (H) tapettiin viimeistd harjoitus-
ta seuraavana p&ivind. Samanaikaisesti tapettiin kucormittamat-

tomia kontrollieldimiid (K) .

Yhdistetyn harjoitus- ja kuormitusvaikutuksen tutkimi-
seksi kdytettiin kahta koeryhmdd: Ryhm&d HX (harjoitelleet -
kuormitetut), jossa eldimet harjoittelivat 3 - 15 kertaa,
ne kuormitettiin submaksimaalisesti viimeistd harjoitusta
seuraavana pdivdnd ja tapettiin neljd&n vuorokauden kuluttua
kuormituksesta ja ryhmdd HL (harjoittelun lopettaneet), jossa
hiiret harjoittelivat 3 - 15 kertaa, niitd ei kuormitettu
ja ne tapettiin viisi vuorokautta viimeisen harjoituskerran

jdlkeen.

Kontrollihiiret ja harjoitelleet hiiret kuormitettiin
samalla ohjelmalla. Hiirten lukumd8ridt eri koeryhmissi

14 vrk ennen kokeen alkua on esitetty liitteessid 2.
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4,3, Lihasndaytteiden preparointi

Hiiret tapettiin katkaisemalla niiden niska. H- ja K-ryhmien
koe-eldimet tapettiin aina samana pdivand. Preparointipdi-
vid kertyl ndiden ryhmien osalle nelj&. Samoin neljille
pédivdlle ajoittuivat HK~, HL-, KK-ryhmien ja vastaavaan kont-
rolliryhmdédn (K) kuuluvien eldinten tappo ja preparointi.
Yhteensd preparointipdivid kertyi kahdeksan. Menettely ai-

heuttl eroija niytteiden syvdidddytysaikoihin (Liite 5).

Molempien takaraajoijen nelip&iset reisilihakset (m. quad-
riceps femoris) preparoitiin esiin. Lihasryhmidn ympdrilld
oleva kalvo poistettiin., Lihaksen valkoinen Ja punainen osa
preparoitiin erilleen silm@mddrdisesti mahdollisimman saman-
laisesti. Punaisen nidytteen muodostivat ulomman reisilihak-
sen (m. vastus mediqlis) proksimaalisten pdiden ja keskim-
mdisen reisilihaksen (m. vastus intefmedius) punaiset osat.
Valkoinen né&yte leikattiin ulomman reisilihaksen distaali-
pddstd. Punaisen lihasndytteen midrk#dpaino (keskiarvo +
keskihajonta) olivat ryhmittdin seuraavat: HK-ryhmd 28.2 +
7.2 mg (n=62), HL-ryhm& 28.5 + 9.0 mg (n=32), H-ryhmd
31.0 + 5.9 mg (n=32), KK-ryhmd 29.5 + 6.7 mg (n=16} ja K-
ryhmd& 30.2 + 5.7 mg (n=24). Punnituksen jdlkeen (Mettler H10}
ndytteet jaddytetiiin tinapaperiin k&&rittyind nestetypessd

ja varastoitiin -80 OC:een.

Niytteistd valmistettiin 2 % (w/v) homogenaatti tislat-
tuun veteen., Syvdjdddytetyt né&ytteet homogenoitiin Potter-
Elvehjem-tyyppiselld teflonmdntdiselld homogenisaattorilla
jdd-vesihauteella. Homogenaatista middritettiin mittareiksi
valittujen happamien lysosomaalisten hydrolaasien aktiivisuu-

det sekd proteiinipitoisuus.

Samaan piivittiiseen midrityssarjaan sisdllytettiin nayt-
teitd kaikista koeryhmistd ja kontrolliryhmdstd. Kesdlomien
vucksi analyysit tehtiin kahdessa jaksossa, joiden vdlilld
0li kuukauden tauko (Liite 6). Proteiinimi&rityksiin kdytet-
t&v& osa homogenaatista varastoitiin =20 ©C:een ja mitattiin

myShemmin sopivissa erissi.
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4,4, Entsyymiaktiivisuudert j a

proteiinipilitoisunus

Lysosomaalisen Jjdrjestelmdn aktivoitumista tutkittiin tidssi
tydssd neljdn happaman hydrolaasin (2,11,10,12) aktiivisuus-
mittauksilla.

Tutkituista hydrolaaseista kaksi, katepsiinit C ja D,
ovat peptidihydrolaaseja (3,45). Katepsiini C (BEC 3.4.14.1.)
on eksopeptidaasi, josta on kdytetty useita eri nimii (mm.
‘dipeptidyylipeptidaasi I, dipeptidyyliaminopeptidaasi I}
(11,18) . Entsyymilld on myds transferaasiaktiivisuutta (11,
18,45) . Katepsiini D (EC 3.4.23.5.) on karboksipeptidaaseihin
kuuluva endopeptidaasi (11,28). Endopeptidaasit aloittavat
lysosomien sisdisen proteolyysin ja eksopeptidaasit pilkkovat
ndin vapautuneet oligopeptidit (17,67).

Lysosomaalisista glykosidaaseista mddritettiin beta-
glukuronidaasi (EC 3.2.1.31.) (79), jonka aktiivisuutta tava-
taan lysosomien lis#dksi lihaksen sarkotubulaarisessa jdrjes-
telmdssda (12,22,66). Entsyymi vapauttaa terminaalisia beta-
glukuronosyylijisnndksii m. glykosaminoglykaaneista (79,
12).

Nukleiinihappoja hydrolysoivista lysosomaalisista entsyy-
meistd mddritettiin fosforihapon diesterisidoksia hydrolysoi-
va hapan ribonukleaasi (EC 3.1.4.23.) eli ribonukleaasi II
(13,12,11). Entsyymi katalysoi endotyyppistd RNA:n hydrolyy-
sid siten, ettd nukleotidin 3'-fosfaattiryhmi j34 vapaaksi
(12,13,11).

Entsyymiaktiivisuuksien mittaukset suoritettiin Barrettin
(1972) (10) esittdmdlld tavalla. Kidytetyt reagenssit ja mene-
telmien yksityiskohdat on esitetty liitteessd 7.

Entsyymiaktiivisuudet laskettiin sekd lihasnidytteen mir-
kdpainoca (Liite 14, Taulukot) ettd sen proteiinipitoisuutta
{(Liite 13) kohti. Aktiivisuudet ilmaistiin pikomooleina

minuutissa painoyksikkod kohti (Liite 8). Lihasnédytteiden
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proteiinipitoisuus mddritettiin Lowryn ym. (50) menetel-
mdlld. Ennen mddritystd lihashomogenaattia inkuboitiin

1 N NaOH:ssa + 40 °C:ssa tunnin ajan. Vakiokuvaaja tehtiin
hdrdn albumiinilla (Liite 9).

4.5. Tulosgten kasittely

Entsyymiaktiivisuuksien primaariarvot (pmol x min“l ¥ mg
-lihasta) laskettiin p&dytdlaskimella (Monroe 1939). Tulosten
tilastollinen késittely suoritettiin Jyvdskyldn yliopiston
Laskentakeskuksessa Univac 1100-laitteistolla kdyttden HYLPS-
ohjelmistoa.

Tulosten k8sittelyssd kdytettiin toisaalta vertailu-
arvoja (K vs. KK, HL vs. HK, K vs. H ja HL vs. H) ja toi-
saalta tuloksia tarkasteltiin ryhmien sisdisesti (HK, HL, H)
harjoittelukertojen (0, 3, 6, 9, 15 kertaa) funktiona.

Tietojenké&sittelyssd tulostettiin ryhmdkeskiarvot kes-
kihajontoineen, yksi- tai kaksisuuntaisen varianssianalyysin
tulokset sekd entsyymiaktiivisuudet ilmaistuina niytteen
proteiinipitoisuutta kohti. Tilastollisissa vertalluissa
kdytettiin lisdksi t-~testid (Monroe 1930) ja korrelaatioker-

toimien sekd regressiosuorien laskemista (Hewlett-Packard 25).

Tulosten kdsittelyn yksityiskchdat on esitetty liittees-

sd 10 ja menetelmien ‘luotettavuuden arviointi liitteessa 11.
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5. TULOKSET

51, Submaksimaalisen kuvormituk -
S en valikutus hiiren reisi-

1 ihaksen aktiivisuuksiin

Submaksimaalinen neljdn tunnin kevytvauhtinen juocksutus lisi-
si kaikkien tutkittujen happamien hydrolaasien aktiivisuuksia
hiiren nelipdisen reisilihaksen punaisessa osassa neljin
vuorckauden kuluttua kuormittamisesta. Suhteellinen aktiivi-
suustasojen nousu valkoisessa lihaksessa o0li samansuuntainen,
mutta tilastollisesti vdhemmin merkitsevd (Taulukko 1, Liite
14) . Aktiivisuuksien lisdintyminen oli erilaista eri hydro-
laaseilla: beta~glukuronidaasin aktiivisuuden nousu oli
suurin (120 %) ja katepsiini D:n pienin (17 %). Hydrolaasien
aktiivisuuden lisd&ntymisen selektiivisyys heijastui myds

niiden keskindisten korrelaatioiden muutoksissa (Liite 12).

Kummankaan lihastyypin proteiinipitoisuudessa ei havait=-
tu kuormituksen aiheuttamia muutoksia. Hydrolaasiaktiivi-
suudet ilmaistuna lihasndytteen proteiinipitoisuutta kohti
olivat varsin samanlaisia kuin midrkdpainoa kohti ilmaistut

aktiivisuudet (Liite 13),
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5.2, Harjoittelukertoijen maédrxran
vaikutaus hiiren reisilihak-~
S e n happamien hydrolaasdien

aktiivisuuksiin

Ty&ssd kdytetty harjoittelu el vaikuttanut happamien hydro-
laasien aktiivisuuksiin kummassakaan lihastyypissi (Taulukko
2, Liite 14). Harjoittelun lopettamisen jilkeen viisi paivii
normaaleissa hidkkiolosuhteissa eldneiden hiirien {(ryhmi HL)
aktiivisuudet eivdt mydsk#d&dn poikenneet kontrollieldinten
eivdtkd harjoitelleiden eldinten arvoista. NEytteiden pro-
teiinipitoisuuksissa tai eri ryhmien entsyymiaktiivisuuksissa
ilmaistuina proteiinipitoisuutta kohti ei mydski&n ollut

eroja eri ryhmien v&81illi.

53.3. Kuormituksen vailkutus hazxr -
joitelleiden hiirien reilisi-
lihaksen happamien hydrolaa-

s 1 en aktiiwvisuuksiin

Kolmen harjoittelukerran jdlkeen toteutettu nelijin tunnin
juoksutus aiheutti punaisen raajalihaksen beta-glukuronidaa-
sin aktiivisuudessa pienen nousun verrattuna harjoittelun
lopettaneiden kucormittamattomien hiirien (ryhmid HL) aktiivi-
suuksiin (Kuva 1, Taulukko 3, Liite 14). Nousu oli vain 1/6
harjoittelemattomien kuormitettujen hiirien {ryhmid KK) aktii-
visuusnoususta ja pysyi samansuuruisena myds 6, 9 ja 15 har-
joituskerran jdlkeen. Kuormitus ei aiheuttanut muutoksia
harjoitelleiden hiirien punaisen raajalihaksen muitten happa-

mien hydrolaasien aktiivisuuksissa tai valkoisessa lihaksessa.
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Taulukko 3.
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Kuormituksen ja harjoittelun lopettamisen vaikutus harjoitelleiden hiirien reisilihaksen punaisen ja valkoisen

osan erdiden happamien hydrelaasien aktlivisuuksiin,

Muuttuija:
B-Glukureni- ¢ s Hapan ribo— .
daasi 1-107 x-2 Katepsiini € I-1 -2 nukleaasi %2-1 %-2 Ratepsiini D %-1 2-2 Proteiini 23-1 Z%~2
Punainen osaf
BK-ryhmi:
3-harjoitrelu-
kertaa 16.6 ¢ 2.3 +1Gv 147 & 11 +i2 296 = 31 -8 985 & 222 +9 226 £ 24 ]
6- " 17.4 ¢ 23 L2 135 + 26 +12 29 + 87 ~2 891 + 212 Q 225 £ 25 +9
g v 15.6 1 22 228 136+ S o 430+ 29 2 w010 £ 107°° w N6+ 19 s12%e
15— ¢ 15,9 & 2.95 .25 e 15 4z 439 £ 630° 46 88 ¢ 6505w 200 £ 18 +4
Punainen csa/
HlL~cyhmd:
3-harjoittelu-
kertaa 13.9 + 2.0 ~i¢ 131 2 21 +2 321 & 54 -9 903 £ 192 =3 126 £ 16 I
6~ " 14.2 £ 2.3 -5 121 & 24 =7 297 + 83 -4 B89 &£ i37 +8 207 & 23 -6
g- v 12.8 ¢ 2.0 - 138t s 439+ 51" +3 1001 £ 87 A5 193 £ 16 -2
15- " 12.7 % 1,74 2 13384 -8 413 ¢ 46 -t 852+ 99 w6 193 & 26 -1
Valkoiown osa
HE -ryhmii:
I+harjoictelur
kertaa 9.2 £ 2,5 +7 117 & 45 +1 349 + 238 -3 695 + 165 +5 218 = 22 o
e- " 9.6 ¢ 3.1 -4 123 £ 31 +2 323 & 193 -9 654 ¢ 126 ] 217 ¢+ 23 +4
g- o 9.7 ¢ 4.0 132 2% -8 533 ¢ 1090 =5 748 £ 108%° o 107 ¢ 2% 42
15- 11.8 & 4.5 -9 153 ¢ 28¢5 416 517+ 685 631 £ 995 45 200 = 201¢ 47
Valkoinen osa
HL-ryhmi:
3-harjeittelus
kertaa 8.6t 2.0 ~12 116 % 21 +9 359 t 40 -7 622 = 201 -10 218 % 8 -2
&~ 16,0 £ 3.2 +1 121 £ 35 -2 356 * 100 2 642 % 82 48 208 % 21 -5
- " 8.9t 2.5 +1 143 % 30 +23 559 % 127 +13 351 % 93 +9 193 * 17 -2
15- 6.6 + 3.1 425 132 % IQ{E -5 541 t 68 +a 607 t 93 =4 189 * 26 -13
s . L. HE-HL
a} %~1 ilmaisee harjoitelleiden eldinten kuormitusvaikutuksen eli AL X 100
b} -2 iflmaisee harjoittelun lopettamisen vaikutuksen eli H;-H x 100, H-ryhmin primaariarvot on ilmoitettu

Taulukess

Ravaintojen Jukumidrd on HBX-ryhmissi 16 ja HL-ryhmissi B paltsi seuraavissa tapauksissa:
n valhteiee 12-13, d) n vaihtelee 6«7, e) n vaihtelee 12-15 ja tapauksesgsa f) n=6.

<)

a 2.

Muut tiedot kuten Tauvlukossa 1.
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Kuva 1.

Harjoittelun vaikutuksesta syntyvd vauriosuoja fyysistd kuor-

mitusta vastaan hiiren nelipdisessid reisilihaksessa.

PUNAINEN LIHAS VALENTNEY LIFAS

© Beta-glukuontdaast & pera-glukuronidaast

h b Fatepsiini ¢
O Katepsilni € o Ratepsiini

J 10 .
100 ¥ Hapan zibonuklcaasi ¥ Mapan ribom . .caist

Q Katepsiini .

© Xatepsilnl D

FXTITVTSGUSHULTOS
AKTLIVISULSHUUTOS

r T T T 1
o] 3 5 9 5 o 3 6 9 5
HIARIOITTELUKERTOIRT LUKURKARK

HARJOITTELYLTRTOIEN LUXUM AR

Harjoittelemattomien eldinten kuormitusvaikutus prosentteina

saadaan: KE"K 100 ja harjoitelleiden eldinten kuormitus-
vaikutus prosentteina saadaan: E%%ﬁé x 100. Ryhm8kohtaiset

arvoct on esitetty taulukcissa 1 ja 3.
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€¢. POHDINTA

Tulokset kaikkien happamien hydrolaasien osalta osoittivat,
ettd jo kolme kuormitusta edeltidviid harjoituskertaa vdhensi
hydrolaasiaktiivisuuksien kuormitusnousua erittdin voimakkaas-
ti. Kuormituksen jdlkeiset hydrolaasitasot pysyivit varsin
samankaltaisina harjoittelun md8ri4 lisdttHessi 15 kertaan
saakka. Suhteelliset aktiivisuusmuutokset olivat hyvin saman-
kaltaisia punaisissa ja valkoisissa lihasniytteissi. HEdeltid-
vd harjoittelu siis suojaa lihasta kuormitusvaurioilta ja
tdmd vauriocitumissuoja kehittyy jo varsin vdhdisen harjoitte-
lun vaikutuksesta.

Tdssd tybssd kdytetty kuormitus oli suhteellisen kevyt,
juoksunopeus 20 m x min - ja kuormitusaika 4 t (4 x 50 min).
Kontrollieldinten hydrolaasiaktiivisuuksien nousu oli esimer-
kiksi beta-glukuronidaasilla 100 ~ 120 %. Kiytetty kuormitus
el ilmeisestikd@dn aiheuttanut lihassolujen nekroosia fja
aikaisempiin havaintoihin perustuen hydrclaasiaktiivisuudet
kuvannevat tdssid tapauksessa hyvin kudoksen subletaalia vau-

ricitumista (58).

Pitkdkestoisen submaksimaalisen kuormituksen (58) ja
uuvuttavan intervallityyppisen kuormituksen (76) vaikutukset
hiiren reisilihaksessa ovat hyvin saman kaltaisia ja muistut-
tavat, kvantitatiivisesti vdhdisempind, kokeellisen iskemian
(64) aiheuttamia lihaskudosmuutoksia. Iskemiassa ja uuvutta-
vassa fyysisessd kuormituksessa lihassoluvauriciden syynid on
pidetty hypoksiaa ja happamien metaboliittien kertymistd
lihakseen (64,72). Tidssd tybssid kdytetty kuormitus ei aiheut-
tane hypoksista energiavajetta eikd maitohapon kertymistd
lihakseen. Samantyyppistenkin lihassolujen energiatila voi
kuitenkin submaksimaalisessa kucormituksessa poiketa toisistaan
ja scolujen energiansaanti ja ~tarve olla tydn aikana erilai-
sia {(esim. 72). ZKevyehk®6ssi harjoittelussa ja kuormituksessa
kdytdssd ovat pidasiassa oksidatiiviset lihassyyt (27).

Kuormituksen vaikutus punaisten lihassolujen homeostaasiin
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on siten voimakkaampi kuin valkoisten solujen homeostaasiin.
Punaisten lihassolujen absoluuttisesti hucmattavasti suurempi
hydrolaasiaktiivisuuksien nousu valkoiseen lihakseen verrat-
tuna saattaisikin johtua solutyyppien rekrytoinnin eroista
kdytetyssd kuormituksessa. Solutyyppien vaurioitumisherkkyy-
dessd tiedetddn olevan eroja myds mm. iskemian (46), E-vita-
miinin Jja seleenin puutoksen (56) sekd denervaation (21)

aiheuttamissa vaurioissa.

Harjoitelleita ja harjoittelemattomia hiirii kuormitet-
tiin tutkimuksessa samalla juoksuohjelmalla. Harjoitelleessa
lihaksessa sekd syddn-verenkiertojdrjestelmdn (81l) etti lihas-
kudoksen adaptaatiot tehostavat (33) tydtidtekevien lihasten
kyky& k&yttdd happea. Harjoitteluohjelmasta riippuen lihaksen
oksidatiivisen kapasiteetin lis8ys saadaan aikaan muutamassa
viikossa (ks. esim. 72). T&ssi tySssi kdytettyd harjoittelua
vastaava ohjelma 1is&d hiiren reisilihaksen ocksidatiivista
kapasiteettia 15 - 30 % mittarista riippuen kolmessa viikossa
(78) . Kolmen kevyehk®n harjoittelukerran vaikutuksesta hii=~
ren reisilihaksen oksidatiivisessa kapaéiteetissa el havaita
muutoksia (34). Tdm& tutkimus kuitenkin osocitti, ettd jo
kolme harjoittelukertaa estidi l8hes tidydellisesti kuormituk-
sen harjoittelemattomissa eldimissd aiheuttaman raajalihaksen

lysosomaalisen jdrjestelmdn aktivaation.

Aikaisemmin on uuvuttavan kuormituksen yhteydessi ehdo-
tettu, ettd harjoittelun kuormitusvaurioilta eli kuormitusmyo-
patialta suojaava vaikutus saattaisi johtua lihaksen oksida-
tiivisen kapasiteetin adaptoitumisesta johtuvasta ATP:n resyn-
teesin tehostumisesta erityisesti heti kuormituksen loputtua
(72) . Suojaavan vaikutuksen nopea kehittyminen ilman osoitet-
tavissa olevia oksidatiivisen kapasiteetin muutoksia (57)

vaatii tdmdn kdsityksen tarkentamista.

Kuormitusmyopatiassa lihassolujen vaurioituminen kohdis-
tuu ndhtdvidsti sclujen kalvorakenteisiin ja mitokondrioihin,
koska elektronimikroskooppitutkimuksissa on havaittu erityi-

sesti punaisissa lihassoluissa patologisia kalvomuodostumia
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ja autofagosomien sis#lld mitokondrioita muistuttavia raken~
teita 2 - 5 pdivdn kuluttua pitkdkestoisesta submaksimaali-
sesta kuormituksesta (59). Soluvaurioiden perimmiisiksi
syiksi on ehdotettu ATP:n synteesin estymisti ja palautumatto-
mia kalvomuutoksia (31,69). ATP:n puute voi johtaa ionipump-
pujen toiminnan hdiriintymiseen (37) ja kalvorakenteiden
permeabiliteettimuutoksiin (71). ILihassolussa kalsiumin meta-
bolia on kalvotcoiminnoissa tdrked. Sen hiiriintyminen esimer-
kiksi energianpuutteen takia voi johtaa nopeasti solun wvau-
rioitumiseen (80,51}, Sytoplasmaan vapautuva kalsium kertyy
mm. mitokondrioihin ja aiheuttaa niissi toiminnallisia ja
rakenteellisia muutoksia (26,70). Kalsium aktivoi fosfolipaa-
sia ja nopeuttaa ndin solun kalvorakenteiden fosfolipidien
hajoamista. Klorpromatsiini inhiboi mikrosomifraktion fosfo-
lipaaseja ja estdd solukalvon rakennemuutokset sekd fosfoli-
pidien md83dr&n vidhenemisen iskemian aikana (20). Lisdksi
kalsium aktivoi myofibrillaarista proteaasia. Myofibrillaari-
sen proteaasin aktiivisuus ei kuitenkaan muutu fyysistd kuor-
mitusta seuraavana ajanjaksona (61). Kalsiumin merkitystd
oletettuna lihassoluja wvaurioittavana tekijdnd vidhentdvit
submaksimaalisesta kuormituksesta tehdyt havainnot (58), joi-
den mukaan vakava solujen energianpuute on epidtodenndkdinen
ja t&mdn tutkimuksen ja sen Jjatkotdiden havainnot, joiden
mukaan lihassoluihin kehittyy “harjoittelusuoja" nopeammmin
kuin solujen energiantuottokoneisto adaptoituu lisddntyneiden

vaatimusten mukaliseksi.

Kalvolipidien percksidoituminen vapaiden radikaalien
vaikutuksesta (66) on myds mahdollinen lihassolujen vaurioi-
tumismekanismi. Iskemian vaikutuksesta raajalihaksen sarko-
plasmisen retikulumin lipidiperoksidaatio lisdintyy (5} ja
harjoittelemattomien hiirten juoksutus 1isdd mm. lihaskudoksen
autoksidatiivista potentiaalia muutaman pdivin aikana kuormi-
tuksesta (62). Solut voivat suojautua radikaalivauriocilta
lisdamdlla anticksidanttikapasiteettiaan (66), mikd@ voisi olla
harjoittelusuojankin mekanismi. Toistaiseksi ei kuitenkaan

tiedetd, kuinka harjoittelu vaikuttaa lihassolujen antioksi-
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danttij8rjestelmiin tai kuinka kuormitus vaikuttaa lihas-

kudoksen autoksidaatioon harjoitelleilla el&dimilli.

Ruormitusvaurion mekanismia tai harjoittelusuojan luon-
netta ei siis tunneta. Vaurio kohdistuu solun kalvorakentei-
siin ja siitd on seurauksena lihassolujen lysosomaalisen
jdrjestelmdn voimakas stimuleituminen, joka tdssi tutkimuk-
sessa ndkyy kohonneina happamien hydrolaasien aktiivisuuksina.
Vaurioitumisesta tiedetddn edelleen, ettd solujen subletaali
vaurioituminen edeltdd letaalia vaurioiltumista ja ettd kuormi-
tus ei aina johda lihassolujen nekroosiin (58). Lysosomaali-
sen stimulaation tarkocituksena lienee solun vaurioituneiden
rakenteiden poistaminen, jolloin solun subsellulaarinen re-

generoituminen tulee mahdolliseksi.

Lihassolujen vaurioituminen kuormituksessa samoin kuin
harjoittelusuojakin wvoivat johtua lihassolujen sisdllid tai
ulkopuolella vaikuttavista tekij&istd ja/tai niiden yhteisvai-
kutuksesta. Lihassolujen endogeenisten tekijdiden osalta
tiedot vaurioitumisen mekanismeista ovat toistaiseksi viit-
teellisid, joten harjoittelusuojan luonnekin on vain arvelta-
vissa. Eksogeenisten tekijtiden, jotka hyvinkin wvoivat wvai-
kuttaa mm. solun energiatilan kautta, merkitystd erityisesti
harjoittelusuojan yhteydessd on pidetty suhteellisen viahii-
send (72). Ta&mdn tutkimuksen havainto suojan nopeasta kehit-
tymisestd korostaa mm. verenkierron sddtelyllisten tekijdiden
merkitystd. Esimerkiksi ihmisen iskeemisessi kuormitusmyo-
patiassa etummaisen sddrilihaksen verenkierto estyy lihaksen
turpoamisen ja kalvorakenteiden johdosta Jja seurauksena on
lihaksen nekrotisoituminen (23). Hiirelld on aivan vastik&din
havaittu, ettd kuormitus vaurioittaa erityisen voimakkaasti
nelipdisen reisilihaksen punaista osaa ja sen vaikutus esimer-

kiksi kaksoiskantalihaksen punaiseen osaan on huomattavasti

viahdisempi. Erdissd juoksussa kdytetyissd lihaksissa ei vau-
rioitumista havaita lainkaan (75). Kuormituksen aiheuttamalla
lihassolujen edemalla lihaksen spesifiin anatomiaan yhdistyneena
saattaa sils olla merkitystd lihassoluvaurioiden synnyssd sa-
moin kuin tunnetusti nopealla verenkierrollisten tekijdiden s&d&d-

telyn (30) adaptoitumisella harjoittelusucjan kehittymisessd.
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7. TIIVISTELMA

Lysosomaalisten happamien hydrolaasien aktiivisuu-
den kasvu merkitsee lysosomaalisen jdrjestelmin stimuloi-
tumista. Ilmién histokemialliiseen ja histclogiseen tie-
tdmykseen nojautuen voidaan katsoa entsyymiaktiivisuuksi-
en valtaosan olevan perdisin lihassoluista. Aktiivisuus-
muutoksen syynd on lihaskudoksen homeostaasin muutos ja
lihassolujen adaptoituminen sen mukaisesti.

Neljédn tunnin kevytvauhtinen juoksutus juoksumatol-
la lisdsi kaikkien tutkittujen happamien hydrolaasien ak-
tiivisuuksia hiiren nelipidisessd reisilihaksessa neljin
vuorokauden kuluttua kuormittamisesta. Harjoittelulla ei
o0llut vaikutusta lysosomaalisten entsyymien aktiivisuuk-
siin. Viisi vuorokautta harjoittelun lopettamisen jidlkeen
entsyymiaktiivisuudet eividt poikenneet kontrollieldinten
eivdtkd harjoitelleiden eldinten arvoista.

Kolmen harjoittelukerran jdlkeen neljidn tunnin sub-
maksimaalinen juoksutus ei en## aiheuttanut huomattavaa
entsyymiaktiivisuuksien nousua. T#dmid merkitsee solun sub-
letaalin vaurioitumisen estymist# jo kolmen kevyehk&én har-
joittelukerran vaikutuksesta.

Ilmeisesti harjoittelun vaikutuksesta lihas adaptoi-
tuu kestdmdidn toistuvaa rasitusta. Harjoittelusuojan me-
kanismia ei tunneta ja kyseessid voi olla joko endogeeni;
set tal eksogeeniset tekijidt tai niiden yhteisvaikutus.
Varsin yll8dtyksellistd oli harjoittelusuojan kehittymisen

nopeus.
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Liite 1: Koe-eldinten kuormittamiseen ja harjoitteluun kdytetty

juoksumatto ja vastaavien ohjelmien toteutus.
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Sdddeltavd Eldimen painosta aukeava
s&hkdisku portti
Ohjelmat:
Kuormitus: - 5 eldintid/rata

- nopeus 20 m/min-l

Harjoittelu: - 8 eldintid/rata

- nopeus 18 m/min"1

Valiseinillai erotetut

—

_’/,:;:;::: juoksuradat (4 kpl)

Sidhkdmoottori:

Maton nopeus
portaattomasti
sdddeltdvissé.
Maton kaltevuut-
ta voitiin sda-
delld mekaani-

sesti.

BEldimet nosteltiin pydrivdlle matolle ja otettiin pois samas-

sa ratajdrjestyksessid.

Sama hiirihdkillinen jucksi aina yhdessd@ samalla radalla.
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Liite 2: Eldinten lukumdfdrdt ja merkitseminen eri koeryhmissi. Ryhmi-

jako tehtiin kaksi viikkoa ennen k#sittelyn aloittamista.

Harjoittelukertojen lukumiirin suhteen myds kontrollieldimet

jaettiin vastaaviin alaryhmiin kuin harjoittelevat eliimet.

Ryhmé&-~
jako

K

KK

HK

HL

Kukin ryhmd merkittiin omalla varill&&n:

Ryhmd 1 :

2

e

3

4

Harjoittelevat ryhmdt tunnistettiin héntimerkisti:

1. 2. 3.
n=6 n=6 n=6
n=4 n=4 n=4
n=2x8 n=2x8 n=2x8
n=8 n=8 n=8
n=8 n=8§ =8

Punainen
Sininen
Musta

Vihread

HK : Yksi piste

HL : kaksi pistettd

H : Rengas

Kaikkiaan hiirid oli 168 ja ne olivat 24 hikissi.

h&kissd o0li korkeintaan 8 eldinti.

Keoeryhmien jako tehtiin 24.4.1979.

Yksi piste

Kaksi pistettd

Rengas

Samassa
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Liite 3: Eld8inten kuormituksen toteutus

RYHMA

PAIVA

11.5.1979

14.5.

17.5.

23.5.

KUORMITUS

53 min, 8.16 -9.09

50
53
50

50
50
50
50

50
50
50
50

50
50
50
50

min,
min,

min,

min,
min,
min,

min,

min,
min,
min,

min,

min,
min,
min,

min,

9.19 - 10,09
10.19 - 11.12
10.22 - 12,12

8.50 - 9.40
9.50 - 7,55
10.53 - 11.43
11.54 - 12.44

6.05 - 6.55
7.05 - 7.55
8.06 - 8.56
9.66 -~ 9.56
§.15 - 9.05
9.15 - 10.05

10.15 ~ 11,05
11.15 - 12.05

TAUKO

10
10
10

10
13
11

10
11
10

10
10

min,
min,

min,

min,
min,

min,

min,
min,

min,

min,
min,

min,

9.09 - 9.19
10.09 - 10.19
11.12 - 11.22

9.40 - 9.50
10.40 - 10.53
11.43 -~ 11.54

6.55 - 7.05
7.55 =~ 8.06
8.56 - 9.06
.05 -9.15
10,05 - 10.15

11.05 - 11.15



06°IT — 06°0T ‘uiwm Q9 A4

00°1T - 00°01 ‘uTl Q9 : A 4
g% 0T ~ 9%°6 ‘BIW 79 60T
€1°71 - €T1°11T ‘w1 (9 . )
00°%1 - 00°€T ‘urw Q9 "¢ 81
S¥*11 ~ S%°01 ‘uIm Q9 "GTLT
6G°€T - §S°TT ‘uTm 09 C1°ZT - SI°11 ‘utw Q9 ‘591
GE*ZT ~ SE°TT ‘uTw 09 0T°1T - 0T°01 ‘uTw 09 "¢UClT
S0°6T - GO*%1 ‘utm g9 GG°ET - 66771 ‘urw Q9 "GTHT
8%°C1 ~ 8%°1T ‘urw 09 8¢ 11 — €701 ‘uUIW (9 $Z°01 - %26 ‘utw og TSUE
CT'E€T - 6T1°21 ‘utw Qg 65°TT ~ 65701 ‘utw (9 §T°01 - §2°6 ‘uUTW (9 A
9T ~ §1 ‘utw 09 SY YT - GTET ‘utE 9 0€°€T - 0€°71 ‘utw 09 "¢t

0E"HT ~ 0€°€T ‘uTWw Q9 €1 - 71 ‘utw (9 0E°TT - 0E°0T ‘uTw (9 01T - 6 ‘umu Q9 "$T01

€T - 21 ‘umwm gy Z1 - 17 ‘utw ¢y T1- 01 ‘vim g% 01 - 6 ‘utm ¢y S8

€1 - 2T ‘utw gg 7T - 11 ‘uTw Qg 11- 01 ‘uta Qg 01 - 6 ‘utw Qg ‘68

5 ‘e 7 .

BUIYAY ‘wag

snInelol unysyjTolTey USQUTETY § 3TVI



Liite 5: Lihasnéytteiden preparointi

Ty6n kulku:

1) hiiren tappaminen

2) nelipdisen reisilihaksen preparoiminen esiin

3) lihaksen punaisen ja valkoisen osan erottaminen

4) niytteen punnitseminen

5) néytteen jdddytys nestetypessi

6) ndytteen varastointi tinapaperipakkauksessa -80 OC:een

7} ndytteen homogenointi

M&dritysryhmit

1. 2. 3. 4.
Hiiriryhmien tappo
ja lihasndytteiden
otto:
H, K 11.5. 14.5. 17.5. 23.5. (1979)
HK, HL, K, KK 15.5. 18.5. 21.5. 27.5.
Lihasndytteiden
syvidjdddytysaika
{(vuorokausia) :
Keskiarvo 27.5 30.5. 71.5 72.0
Vaihteluvdli 22-33 26~35 67-76 67-77

Mddritysryhmien pakastusaikaerot (vuorokausia}:

Ryhmi 1. 2. 3. 4.
1. -
2 3 -
3. 44 41 -
4. 44.5 41.5 0.5 -

Arvot on laskettu ryhmdn ndytteiden pakastusaikojen

keskiarvoista.
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Liite 7:

Entsyymiaktiivisuuksien mittaaminen L 7/1

Katepsiini C (dipeptidyylipeptidaasi I), EC 3.4.14.1

Entsyymin m8dritys:

350 ul:aan puskuroitua substraattiliuosta lisdttiin 50 pl
aktivoivaa reagenssia. Tyhjdkokeisiin lis&ttiin 0.5 ml 10 %
trikloorietikkahapon vesiliuosta. Reagenssiseoksia preinku-

boitiin neoin 10 minuuttia 37 OC:ssa vesihauteella.

Reaktio kdynnistettiin 100 ﬂl:lla lihashomogenaattia ja

reakticsecksia inkuboitiin tarkasti noin kaksi tuntia 37 Oc:ssa.

Entsyymireaktio pysdytettiin lisddmdlld reaktioseoksiin
0.5 ml 10 % jd&kylmd& trikloorietikkahappoa. Seoksien annet~
tiin seisoca jddhauteella noin puoli tuntia, jonka jdlkeen
niitd sentrifugoitiin (Heraeus Christ Labofuge =~pdytidsentri-

fuugi) 10 - 15 minuuttia nopeudella 4600 kierrosta minuutissa.

Varireaktiota varten pipetoitiin uusiin koeputkiin 0.5 ml

kirkasta supernatanttia.

Tdhdn lisdttiin 0.5 ml 0.1 % natriumnitriittiid, jonka

annettiin reagoida tasan kolme minuuttia.

Seckseen ligdttiin edelleen tarkasti ajoittaen 0.5 ml
0.5 % ammoniumamidosulfonaattia, joka sai reagoida tasan kaksi

minuuttia.

Tdmédn jdlkeen reaktioseckseen ligdttiin 1.0 ml N-l-naftyy-

lietyleenidiamiinin etanoliliuosta.

Varin annettiin kehittyid ja stabiloitua 30 minuuttia,
jonka jdlkeen sen intensiteetti mitattiin 580 nanometrin aal-
lonpituudella (181 Hitachi Uv-Vis -spektrofotometri).

Beta-naftyyliamiinistandardin perusteella havaittiin v&rin
madrdn kasvavan kdytetylld konsentraatioalueella lineaarisesti
pitcoisuuden funktiona. Vakiokuvaajan perusteella muutettiin
absorbanssilukemat entsyymiaktiivisuusyksikdiksi. Aktiivisuu-
det ilmoitettiin pikomooleina minuutissa hydrolysoitua subst-

raattia milligrammaa lihaksen médrk&painoa kohti.
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Substraattiliuvos

3.83 mg Gly-Phe-betanaftyyliamidia / 100 pul dimetyylisulf-
oksidia 4+ 0.9 ml 2 mM suolahappoa. Reagenssi liukeni tdy-
dellisestl DMSQ:iin, mutta HCl lisd3vksen jdlkeen j4i same-
aksi. T&md kantaliuos pakastettiin p&ivittdisissd kdyttsd-
erissd. Ennen kdyttdd kantaliuos puskuroitiin lisddmdlla

1 ml:aan kantaliuosta 14 ml 0.1 M Kalium-Natriumfosfaatti-
puskuria pH 6.0.

Reagenssit:

Gly~L~phe~beta=~naphthyl amide, Vega Biochemicals, Tucson.
Dimethylsulfoxid (DMS0O), C,H_0S, Fur die Gas-Chromatographie,

276
Merck.

Aktivoiva reagenssi

50 mM 2-Merkaptoetyyliamiini liuotettuna 0.1 M Kalium-Nat-
rium-fosfaattipuskuriin pH 6.0. (142 mg / 25 ml).
Reagenssit: _

2-Mercaptoethylamine HC1l, Koch-Light Laboratories, England,

pure.,

"NED ~ reagenssi"

0.5 mg N~l-naftyylietyleenidiamiinia liuotettiin 1 ml:aan
95 % etanoclia.

Reagenssit:

N-l-napthyl-ethylenediamine di HCl, Sigma Chemical Company,
St. Louis, USA.

Abs. 99.5 %, ALKO.

Natriumnitriittiliuvos

Valmistettiin 0.1 2 (w/v) natriumnitriitin vesiliuos,.
(loo mg / 100 ml). -

Reagenssit:

NaNOz, p.a., Merck.

Tislattu vesi, Biologian laitos, Jyvdskyla.
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Ammoniumamidosulfonaattiliuvos

Valmistettiin 0.5 % ammoniumamidosulfonaatin vesiliuos.
(500 mg / 100 ml).

Reagenssit:

NSO ,NH

2 37747
Tislattu vesi, Biologian laitos, Jyvdskyld.

Ammoniumamidosulfonat, H p.a., Merck.

Pysdytysliuos

Valmistettiin 10 % (w/v) trikloorietikkahapon vesiliuos
(10 g / 100 ml).
Reagenssit:
Trichloressigsiure, CC13COOH, p.a., Merck.

Tislattu vesi, Biologian laitos, Jyvidskyld.

Kalium-Natriumfosfaattipuskuri

Valmistettiin fosfaattisuoloista 0.1 M vesiliuos ja sdddettiin
mittarilla pH 6.0:ksi. PH:n s&8t06n kdytettiin HCl:83 ja NaOH:ta.

(KHZPO4 13.609 g / 1, NaZHPO4 X 2H20 17.799 g / 1). Ekviva-~
lentit tilavuudet liucksia sekoitettiin keskendidn ja tarkistet-
tiin pH.

Reagenssit:

Kaliumdihydrogenphosphat, KH PO4, p.a., Merck.

HPO

2

di-Natriumhydrogenphosphat - 2 -~ hydrat, Na b4 2H20, P.a.,

2 4

Merck,

Tislattu vesi, Biologian laitos, Jyvaskyl&d.

NED -reagenssi valmisgtettiin tarvittaessa ja kdytettiin tuoreena.

Muita liuocksia wvalmistettiin puolta koesarjaa varten kerrallaan,

Beta-naftyyliamiinistandardi

0.5 mM 2-Naftyyliamiinin kantaliucksesta valmistettiin laimennus-
sarja vdlille 0.72 ug / ml - 21.6 pug / ml. T&ll&in absorbanssit
olivat 0.020 - 0.675. Kédytettiin tislattuun veteen tehtyid
liuoksia, Jjoissa olivat mukana samat_ﬁomﬁonentit kuin reaktio-

seoksissakin. Tulosten perusteella laskettiin regressiosuora.
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Katepsiini D (KRatepsiini), EC 3.4.23.5

Entsyymin m88ritys:

Jokaisesta mitattavasta ndytteestd tehtiin kaksoismidri-

tys Jja ldhtdStason suuruus mitattiin tyhjdkokeen avulla.

Entsyymireaktio aloitettiin pipetoimalla 100 ﬁl 2 % (w/v)
lihashomogenaattia 300 ul:aan denaturoitua, puskuroitua, 3 min

37 °C:ssa preinkuboitua hemoglobiinisubstraattiliuvosta pH 3.8.

Tarkasti noin 90 minuutin 37 “C:ssa inkuboinnin jdlkeen
entsyymireaktio pysdytettiin sekoittamalla nopeasti reaktio-
seokseen 400 ul:aa jd&gkylmdd 10 & (w/v) trikloorietikkahapon

vesiliucosta,

Tyhjdkokeeseen lisdttiin lihashomogenaatti pysdytysreagens-—
sin jdlkeen. Ndytteiden inkuboinnin ‘ajan olivat pysdytetyt
tyhjdkokeet j&&-vesihauteella. Reaktioiden pysdytyksen j4l-

keen kdsiteltiin tyhjdkokeita samoin kuin vastaavia ndyitteiti.

Reaktioseosta pidettiin jdissd 20 ~ 30 minuuttia ja sentri-
fugoitiin laboratoriosentrifuugilla 15 minuuttia nopeudella

3500 kierrosta minuutissa.

Vdrireaktio aloitettiin ligd&mdllsd 400 pl:aan supernatant-
tia 2.5 ml alkaalista kuparireagenssia. XKymmenen minuutin ku-
luttua lisdttiin reaktiocseokseen 250 yl:aa laimennettua Folin-
Ciocalteaun kaupallista fenolireagenssia (1 osa reagenssia +
2 osaa vettd)}.

VArin intensiteetti mitattiin 30 minuutin kuluttua 700 nm:n
aallonpituudella (181 Hitachi Uv-Vis -spektrofotometri).

Absorbanssilukemat muutettiin tyrosiinistandardin avulla
entsyymiaktiivisuusyksikoiksi. Xaytetylld konsentraaticalueel-
la vérin intensiteetin ja pitoisuuden vdlilld oli lineaarinen
riippuvuussuhde. Standardisuoraan perustuen ilmoitettiin ent-
syymiaktiivisuug pikomooleina 37 ©c:gsa minuutin aikana liuen-
neita tyrosiiniekvivalentteja milliggémmaa lihaksen médrk&painoa
kohti.
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Denaturcitu hemoglobiinisubstraatti

2.0 g hemoglobiinia suspendoitiin n. 50 ml:ssa vettd, Erlen-
meyerpullossa olevaan seokseen lig8ttiin 36 g ureaa ja 8 ml:aa
1 N natriumhydroksidia (NaOH 4 g / 100 ml HZO). Proteiinin
denaturcimiseksi seos sai seisoa 30 - 60 minuuttia huoneenl&m-
mdssd. Tamdn jdlkeen seokseen lisdttiin 10 ml boorihappoliuos-
ta (6.184 g boorihappoa + 0.292 g natriumkloridia). Raviste-
lun j8lkeen lisdttiin 4.4 ml 5 % (w/v) kalsiumkloridiliuosta

{5 g CaCl2 / 100 ml). Liuos laimennettiin wvedelld 100 ml:ksi
ja sentrifugoitiin 15 minuuttia kiihtyvyydelld 4000 G. 0.1 N
asetaattipuskuriin pH 3.8 sekoitettiin ekvivalentti tilavuus
substraattilivosta ja sdddettiin liuoksen pH 3.8:aan. Liuos
pakastettiin sopivissa kdyttderissd ja sitd valmistettiin riit-

tdvd mdidrd puolta koesarjaa wvarten.

Pysdytysliuos

Valmistettiin 10 % (w/v) trikloorietikkahapon vesiliuos
(10 g / 100 ml).

Alkaalinen kuparireagenssi

Liuos A: 1.0 g trinatriumsitraattia Ja 0.5 g kuparisulfaattia
5 HZO liuvotettiin 100 ml:aan tislattua vettd,

TLiuos B: 16,0 g natriumhydroksidia ja 50 g natriumkarbonaattia
livotettiin 500 ml:aan tislattua vettd.

Kédyttdliuvos valmistettiin sekoittamalla 20 ml:aan B-liuosta

80 ml:aa laimennettua A-liuosta (1 osa A-liuosta + 79 osaa tis-—

lattua vettd).

Fenolireagenssi

Folin-ciocalteaun kaupallinen fenclireagenssi laimennettiin

tislatulla vedelld (1 osa reagenssia + 2 osaa vettd).
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Tyrosiinistandardi

L - tyrosiinin kantaliucksesta (200 nmol/0.4 ml tislattua
vettd) valmistettiin laimennussarja vdlille 20 - 200 nmol /
0.4 ml. Vastaavat absorbanssilukemat olivat t&11&in 0.075

= 0.502. Laimennoksen lisdksi reaktioseoksissa olivat muka-~
na kaikki jatkoreaktion komponentit ja tyStapa oli sama kuin
varsinaisissa analyyseissd. Tulosten perusteella laskettiin
vakiokuvaajan regressiosuora, koska vdri-intensiteetin ja
piteoisuuden vdlinen riippuvuus ndytti kdytetylld konsentraa-
tioalueella lineaariselta.

Reagenssit:

L-tyrosin, puriss., Fluka.

Tislattu vesi, Biologian laitos, Jyvidskyld.
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Beta-glukuronidaasi, EC 3.2.1.31

Entsyymin mddritys:

450 Ql:aan 0.1 N asetaattipuskuria pH 4.2 lisdttiin 50 ul
2 % (w/v) lihashomogenaattia. Seosta preinkuboitiin 5 minuut-
tia 37 OC:ssa.

Entsyymireaktio aloitettiin pipetoimalla vesihauteella
oleviin koeputkiin 250 Ql 5 mM p—nitrofenyyli-beta-D-glukuro-
nidin vesiliuosta. Substraatti lisdttiin ajoittaen ja reak-
tioseosta inkuboitiin tarkasti noin 18 tuntia 37 °C:ssa.
Talldin entsyymin hydrolyysitoiminnan vaikutuksesta glukuroni-

happoon konjugoituneena ollut 4-nitrofenoli vapautui liuokseen.

Reaktio pyséytettiin lisddmdlld seokseen 1.5 ml 0.1 M
jadkylmdd glyseriinipuskuria pH 10.8. Samalla koeputket siir-
rettiin jd&-vesihauteelle. Glysiinipuskurin lisdyksen vaiku-
tuksesta reaktioseoksen pH nousi jyrkdsti beta-glukuronidaa-
sin optimialueen ulkopuolelle ja entsyymi inaktivoitui. Al-
hainen ldmpOtila tehosti happamuusmuutoksen aiheuttamaa inhi-
biitiota. Pyséytysreagenssi lisdttiin ajoittaen ja samalla

huomioitiin entsyymireaktion tarkka kestoaika.

Jokaisessa mddrityssarjassa oli aina vksi tyhijdkeoe kuta-
Kin ndytteestd tehtyd kaksoismddritystd kohti. Tyhjdkokee-
seen lisdttiin glysiinipuskuri ennen substraattia ja pysdytet-

tyd reaktioseosta inkuboitiin normaalisti vesihauteella.

Pysdytyvksen jdlkeen reaktioseocksia sentrifugoitiin 10
minuuttia (Heraeus Christ Labofuge -pdytdsentrifuugi) nopeu-

della 3000 kierrosta minuutissa.

4 -nitrofenolin molaarinen ekstinktiokerroin pH:ssa 10-11
on 420 nanometrin aallonpituudella noin 18000 ( 12 ).
Supernatanteissa olevan p -nitrofenclin mddrd saatiin selville
mittaamalla liuvocksen ekstinktio 420 nanometrin aallonpituudella
tislattua vettd vastaan ja vdhentdmdllid lukemasta tyhjdkokeen
aiheuttama epdspesifinen absorbanssi. Mittaus suoritettiin

spektrofotometrilld (181 Hitachi Uv-Vis).
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Absorbanssilukemat muutettiin p -nitrofenolistandar-
din avulla entsyymiaktiivisuusyksik®iksi. Aktiivisuus
ilmoitettiin pikomooleina minuutissa hydrolysoitua substraat-

tia milligrammaa lihaksen m&rk#painoa kohti,
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Substraattiliuos

Valmistettiin 5 mM p-nitrofenyyli~beta-D-glukuronidin vesi-
livos (17.1 mg / 10 ml).

Reagenssit:

p—nitrophenyl-beta-D-glukuronide, Sigma.

Tislattu vesi, Biologian laitos, Jyvédskyld.

Asetaattipuskuri

Valmistettiin 0.1 N asetaattipuskuriliuos pH 4.2 etikkahaposta
ja natriumasetaatista (0.1 N CH,COOH:; 5.7 ml jddetikkaa /

1000 ml tislattua vettd, 0.1 N CH,COONa: 8.204 g / 1000 ml
tislattua vettd). Sekoitettiin 76.1 ml etikkahappoliuosta ja
23.9 ml natriumasetaattiliuosta, jolloin liuoksen pH:ksi tuli
4,2, Happamuus tarkistettiin pH-mittarilla ja s#dddettiin tar-

vittaessa oikeaksi.

Glysiinipuskuri

Livos A: Liuotettiin 7.507 g glysiinid ja 5.844 g natriumklo-
ridia 1000 ml:aan tislattua vettd.
Livuos B: Valmistettiin 0.1 M natriumhydroksidin vesiliuos
(4 g NaCH / 1000 ml).
Kayttdliuos valmistettiin sekoittamallé 52.2 ml A-liuvosta ja
47.8 ml B-liuosta, jolloin liuocksen pH:ksi tuli 10.8. Happa-

muus tarkistettiin ja sdddettiin tarvittaessa oikeaksi.

Jos homogenaatit on tehty puskuriin, lisdtddn ndytteisiin
detergentiksi Triton X-100-liuvosta. (1 ml:aan homogenaattia
lisdtd3dn 10 pl 10 % (v/v) Triton X-100:aa). (76,80).

Jos homogenaatit on tehty veteen, detergenttid el tarvita. (48).

p ~Nitrofenolistandardi

Laskuperusteena kdytettiin tietoa, jonka mukaan 10.5 nanomoo=-
lia p-nitrofenolia / ml aiheutti 0,15 suuruisen absorbanssi-

muutoksen 420 nm:n aallonpituudella mitattuna.
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Hapan ribonukleaasi (Ribonukleaasi II), EC 3.1.4.23

Entsyymin m88ritys:

0.35 ml:aan 0.16 N asetaattipuskuria pH 5.0 lisdttiin
0.050 ml 2 & (w/v) lihashomogenaattia. Seosta preinkuboitiin

ncin 10 minuuttia 37 OC:ssa.

Jad~vesihauteella oleviin tyhjdkokeisiin lisHdttiin asetaat-
tipuskurin ja lihashomogenaatin jdlkeen 0.5 ml jHidkylmdd pysidy-
tysliuosta.

Entsyymireaktio kdynnistettiin lisd&mdlld ajoittaen reak-
tioseoksiin 0.100 ml 37 °C:ssa temperoitua substraaattia.
Samanaikaisesti lisdttiin substraatti pysdytettyihin, jddhau-

teella oleviin ndytteitd vastaaviin tyhjdkokeisiin.

Reaktioseoksia inkuboitiin tarkasti 15 - 18 tuntia 37 OCSsa
vesihauteella. Haihtumisen vidlttdmiseksi kdytettiin suljettu-
ja koeputkia. Tyhjsdkokeita siilytettiin inkubeinnin ajan kyl-

mdkaapissa +4 ®C:ssa jdd~vesihauteella.

Reaktioseoksia pysdytettiin l1isd8mdlld reaktioseoksiin

ajoittaen 0.5 ml jddkylmii pysdytysliuosta.

Pysdytyksen jdlkeen reaktioseckset saivat olla noin 10
minuuttia j&issd, jonka jdlkeen ne sentrifugoitiin. Sentrifu-
gointiaika oli noin 10 minuuttia nopeudella 4600 kierrosta

minuutissa (Heraeus Christ Laboguge ~p6Ytésentrifuugi).

Kirkkaat supernatantit laimennettiin 1l:3 lisd&m&dlla 0.1

ml:aan supernatanttia 2.9 ml tislattua vetti.

Sekoituksen jdlkeen mitattiin laimennuksessa olevien
oligoribonukleotidien md&rd. Ma&4ritys tehtiin mittaamalla
livoksen aiheuttama absorbanssi 260 nanometrin aallonpituudel-
la. Ekstinktio mitattiin spektrofotometrilld (Hitachi 100-40).

Mononukleotideille md&ritetty molaarinen ekstinktiocker-
roin 8.5 x 10°. Lambert-Beerin lakiin perustuen muutettiin

absorbanssilukemat entsyymiaktiivisuusyksik&iksi,

Aktiivisuudet ilmoitettiin pikomocleina 37 °C:ssa minuutin
aikana vapautuneita happoliukoisia ocligonukleotidifragmentteja

milligrammaa lihaksen mdrk&painoa kohti.
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" RNA -substraatti

RNA liuotettiin 0.6 % (w/v) :ksi liuokseksi 0,16 M natriumase-
taattipuskuriin pH 5.0. Saatua RNA =liuosta dialysoitiin

48 tuntia samaa puskuria vastaan +4 Oc:ssa. Dialysoitu subst-
raattiliuvos pakastettiin sopivissa kdyttderissi ja sdilytet-
tiin -20 °C:ssa.

Reagenssit:

RNA, purum, Fluka AG, Switzerland.

Dialyysikalvo, 1-8 / 32", Medicell International Ltd, London.

Natriumasetaattipuskuri

Natriumasetaatista ja etikkahaposta valmistettiin 0.16 M
puskurilivos pH 5.0. Liuos valmistettiin sekoittamalla pH-
mittarilla 0.16 M natriumasetaattia ja etikkahappoa keskenddn
(NaCH3COO: 13.125 g / 1, CH ,COOH : 9.608 g / 1 eli 9.150 ml /1).
Liuokset valmistettiin tislattuun veteen.

Reagenssit:
Natriumasetaatti, NaCHBCOO, p.a., Merck.

Etikkahappo, CH3COOH, 100 %, p.a., Merck.

Pysdvtysliuos

10 % (w/v) perkloorihappoliuos valmistettiin tislattuun veteen.
Liuokseen lis&8ttiin uranyyliasetaattia 0.25 % (w/v):ksi pitoi-
suudeksi.
Reagenssit:
Pexrkloorihappo, HClO4, 70 &,

Uranyyliasetaatti, (CH3COO) Uuo, x 2H20, p.a., Merck.

2772



Liite 8: Entsyymiaktiivisuuden ja proteiinipitoisuuden laskeminen

Dipeptidyylipeptidaasi I (Katepsiini C):

0.025 % AE < 106 1 .n~l - -1
0.213 * min PO mi gl
Katepsiini D (Katepsiini):

100 AE -1

3 =1
G357 X qin X 10 pmol min mg

Beta-glukuronidaasi:

10.5 x 2.250 AE -1

0.15 X min

X 103 prol min_l mg

Hapan ribonukleaasi (Ribonukleaasi II):

30 AR 6 . =1 -1
g5 X o X 10 pmol min mg

Protejinipitoisuus:

Vakiokuvaajalta saatu arvo x 5 ug proteiinia / mg lihaksen

mdrkdpainoa kohti.



Liite 9: Proteiinipitoisuuden miirittiminen L 9/1

50 pl pakastettua (-20 0C) 2 % {(w/v) lihashomogenaattia liuo-
tettiin 200 uwl:aan 1 N NaOH:a +40 Ccissa 60 minuutin ajan.
"Hydrolysaatti" laimennettiin lisddmilld 50 pyl:aan liuvosta
450 ul tislattua vett#. Laimennoksesta médritettiin sen pro-
teiinimddrd,

Mddritys aloitettiin lisddmdlld 0.5 ml:aan ndytettd 2.5
ml alkaalista kuparisuolaliuosta. Liuos sekoitettiin hyvin
ja sen annettiin seisoca vEhintdin 10 minuuttia huoneen lam-
pbtilassa.

Liuckseen ligidttiin 250 yl tislatulla vedellid 1:2 lai-
mennettua Folinin fenolireagenssia. Reagenssin lisdyksen
jdlkeen liuvos sekoitettiin 1 - 2 sekunnin kuluessa. Tamin
jdlkeen liuos sai seisca vihintidin 30 minuuttia huoneen l3m-

potilassa.

Védrin intensiteetti mitattiin spektrofotometrilld 700
nanometrin aallonpituudella (Hitachi 100-40).

Vakiockuvaaja tehtiin hiridn seerumin albumiinista (BSA).
Mddritysolosuhteet olivat samat kuin vastaavien nidytteiden
proteiinimirien mittauksessa. Albumiinistandardi oli muka=-

na jokaisessa "hydrolysoidussa" mddrityserdssi.

Proteiinistandardin perusteella ilmoitettiin ndytteiden
proteiinipitoisuus pg:na albumiiniekvivalentteja mg lihaksen

midrk&painoca kohti.
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Alkaalinen kuparisuolaliuos

Liuos valmistettiin p#ivittdin sekoittamalla keskendin 50 ml
0.1 N natriumhydroksidin vesiliuokseen tehtyd 2 % (w/v)
natriumkarbonaattilivosta ja 1 ml 0.5 % (w/v) kuparisulfaat-
tia 1 % (w/v) kaliumtartraattiliuoksessa. Kuparisuolaliuos
valmistettiin sekoittamalla keskenid&n suhteessa 1:2 (1 osa +
1 osa) 1 % kuparisulfaatin vesiliuosta ja 2 % kaliumtartraa-
tin vesiliuosta.

Alkaalinen natriumkarbonaattiliuos

Valmistettiin vesiliuos, joka oli 2 % (w/v) natrium-
karbonaatin suhteen ja 0.1 natriumhydroksidin suhteen

(40 g NaCO, + 8 g NaOH / 2000 ml H.O).

3 2

Valmistettiin 1 % (w/v) kuparisulfaatin vesiliuos
(0.5 g Cuso, - 5H,0 / 50 ml E,O).

Kaliumtartraattiliuos

Valmistettiin 2 % (w/v) kaliumtartraatin wvesiliuos
(1.0 g K2C2H4O6 1/2 XH20/ 50 ml HZO) .

Folin-Ciocalteaun fenolireagenssi

Reagenssi valmistettiin tarvittaessa sekoittamalla kaupal-
lista valmistetta (Merck) tislattuun veteen tilavuussuhteessa
1:2 (1 osa + 1 osa).

Vakiokuvaaija

Testattiin pitoisuuden ja pitoisuusmittarin vdlinen riippu-
vuus. HErdn seerumin albumiinista (Bovine serum albumin,
Sigma) tehtiin proteiinim#ddrin ja vastaavan viri-intensitee-
tin vdlisen riippuvuuden vakiokuvaaja alueelle 10, 30, 50, 70
mikrogrammaa (ug). Kantaliuos valmistettiin 1 N natriumhydr-
oksidin vesiliuckseen ja laimnnnosten NaOH-pitoisuus pidettiin

vakiona (0.08 N). T&md oli sama kuin ndytehydrolysaatin
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normaalisuus ennen alkaalisen kuparisuolaliuoksen lis#ysti.
Natriumhydroksidipitoisuuden vakioiminen kasvatti hiukan
absorbansseja aikaisempaan tekotapaan verrattuna. Riippu-

vuus pysyi samanlaisena kuin aikaisemmin.

Kantaliuosgs: 100 mg / 50 ml 1 N NaOH
10 ug ; 0.5 ml kantaliuvosta+ 7 ml 0.5 N NaOH +42.5 ml H.0

2
30 yg ;1.5 ml " +5 ml " +43.5 "
50 g ; 2.5 ml " 4+ 3 ml " + 44.5 "
70 ug ; 3.5 ml " +1 ml " + 45,5 "

Absorbanssit mitattiin 55 minuutin kuluttua fenolireagenssin
lisdyksestd,

Proteiinilaimennokset pakastettiin (-20 ©

C) ja sulatettiin
vastaavan mddrityssarjan yhteydessid. Ndytteiden proteiini-
pitoisuudet m8&ritettiin 16 erdssd.

Proteiinipitoisuuden ja vdrireaktion vdlinen kuvaaja ei

ollut tlysin suoraviivainen.

1 N Natriumhydroksidiliuos

Valmistettiin 1 N natriumhydroksidin vesiliuos

(20 g NaOH / 500 ml HQO).

0.5 N Natriumhydroksidiliuos

Reagenssi valmistettiin Titrisol-liuoksesta ohijeen mukaan.
?
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Tulosten k&sittely L 10/1

t

ABSORPTIOMITTAUKSET

Hitachi 181, Hitachi 100-40

v

PRIMAARITULOSTEN LASKEMINEN

{Monroe 1930)

Y
HAVAINTOTIEDOSTON MUODOSTAMINEN
< HYLPS-OHJELMAT
Univac 1100
TULOSTUS : . TAULUKQT
N

' I

Rivikirjeitin, piirturi, pdidte KUVAAJAT

1. Tiedoston k&8s ittely

L.l. Havaintomddrien keskiarvojen ja keskihajontojen

laskeminen

Havaintoaineiston luokittelu:

~koe~ Jja kontrollirvhmien mukaan (K, XK, H, HL, HK)
~harjoittelukertojen mukaan (3, 6, 9, 15)

Ryhmittdin tulostettiin:

~havaintojen lukumd&ridt (N)
~keskiarvot (M)

-keskihajonnat (D)

Tyd tehtiin ohjelmilla: KH16, KH19, KH20, KH22 ja KH23
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1.2, Tilastollinen testaus

t-testi:

~ryhmien vdlilld
Yksi- ja kaksisuuntainen varianssianalyysi:
—-ryhmittelymuuttujien suunnassa
Ryhmittdinen tulostus:

-havaintojen lukumiiri (N)
-keskiarvot (M)
~keskihajonnat (D)

Muuttujakohtainen tulostus:

-ryhmien vdliset t-arvot vapausasteineen
~varianssianaiyysin tulostuksena merkitsevyystaso prosen-

teissa Ja nollahypoteesin hylk&dmisriski

Tyd tehtiin ohjelmalla KHS5

l.3. Muuttujien v8linen korrelaatio

Korrelaatiokertoimien lukuarvot:

-ryhmitetystd aineistosta

~kaikkien havaintojen perusteella
Ryhmitetystd aineistosta ja koko aineistosta:

~havaintomiidrit (N)
~keskiarvot (M)
-keskihajonnat (D)

Tyd tehtiin ohijelmalla KHLl
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1.4, Muuttujien vélinen korrelaatio graafisesti

Tulostuksessa kdytettiin
-rivikirjoitinta
-piirturia
~padtettd

Tyd tehtiin sekd ohjelmalla KH12 ettd laskentakeskuksen piir-

turiohjelmilla,

1.5, Entsyymiaktiivisuuksien laskeminen proteiinimiddrii

kohti

Kaava: X mol ] 0.5 Al .-l -1
1 min - V @l 2 -y ug % - [X mol min Hg prot -}

Missd: X mol.on moolin kerrannainen
V ml on reaktioseoksen tilavuus
I min, 0.5 ja 2 ovat vakioita

Hg % on proteiinipitoisuusyksikkd

Esim. Beta-glukuronidaasi:

29.17 0.5
0.750 " 7 . 19.96

= 0.487 [pmol min~1 ug prot_11

[umol min T ng prot"l

o o]

Ryhmitt&8in tulostettiin:

-~havaintomddrit (N)
-keskiarvot (M)

~keskihajonnat (D)

TyS tehtiin ohjelmalla KH25 -
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1.6. Kontrolliryhmien uudelleenryhmittely

Kontrollieldimet jaettiin harjoitteluryhmii vastaaviin mi&ri-

tysryhmiin.
Ryhmittdin tulostettiin:

~havaintomd&drit (N)
~kesgskiarvot (M)
-kesgkihajonnat (D)

TyS tehtiin ohjelmilla: KH26, KH27, KH28 ja KH29

1.7. Muuttujien vilinen korrelaatio

Proteiinipitoisuutta kohti ilmaistuja aktiivisuusarvoja kdytti-
en laskettiin muuttujien vilisten korrelaatiokertoimien luku-
arvot.

Tyd tehtiin ohjelmalla KH37

1.8, t-testi

Proteiinipitoisuutta kohti ilmoitettujen aktiivisuusarvoien
mukaiset ryhmien vdliset t-arvot laskettiin vapausasteineen,

Lisdksi tulostettiin:

~havaintomiddrit (N)
—~keskiarvot (M)
-keskihajonnat (D)

Ty tehtiin ohjelmalla KH40

1.9. Vaihtelukerroin

Laskettiin kullekin entsyymille keskihajonnan ja keskiarvon

suhde sekd ryhmittdin ettd koko ainetgtossa.

Ty® tehtiin ohjelmilla: KH33, KH34, KH35 ja KH36
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2, Prosenttimuutosten Il askeminen

Harjoittelemattomien eldinten kuormituksen jdlkeinen

prosentuaalinen aktiivisuusmuutos laskettiin kaavasta:

KK - K

X x 100

Harjoittelun vaikutus kuormituksen jdlkeisiin aktiivisuus-

muutoksiin laskettiin kaavasta:

HX - HL

=i x 100

3, 6, 9 ja 15 harjoittelukerran jdlkeen.

Harjoittelun lopettamisen prosentuaalinen vaikutus aktii=-
visuusmuutoksiin laskettiin kaavasta:

HL - H

5 X 100

3, 6, 9 ja 15 harjoittelukerran jilkeen.

Harjoittelun prosentuaalinen vaikutus aktiivisuusmuutok-
siin laskettiin kaavasta:

H=-X 100

3, 6, 9 ja 15 harjoittelukerran jdlkeen.

Ryhmd&symbolit olivat: K = hikeissd elidvd kontrolliryhmi,
KK = kuormitettu kontrolliryhm#, H = harjoitellut ryhmi, HL =
harjoittelun lopettanut ryhmi ja HK = harjoitellut ja kuormi-
tettu ryhmi. '
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Menetelmdllisesti tutkimus jakautul viiteen osavalheeseen.
Ndmd olivat: 1) eldinten juoksutus, 2) ndytteiden preparoin-
ti, 3) ndytteiden homogenointi, 4} nédytteiden bickemiallinen
analysointi sekd 5) tulosten kdsittely.

1) Happamien hydrolaasien perusaktiivisuudet vaihtelivat
koe~-eldinkohtaisesti. El&imet sopeutuivat myds yksildl-

lisesti fyysiseen kuormitukseen.

2) Ndytteiden preparocintiin kuluva aika wvaihteli 6 - 20 mi-
nuuttiin. Preparointi tarkoittaa eldimen tappoa, lihasndyt-
teen ottamista, ndytteen punnitsemista ja ndytteen neste-
typpijdddytystd. Punainen ja valkoinen lihasn8yte syvi-
jd8dytettiin kudospalana. Mddritysryhmien vdlinen pakas-
tusaikaero vaihteli 3 - 44.5 vuorokauteen. Suurin pakastus-
aikaero, 44 - 44.5 vuorokautta, oli kahden ensimmdisen 3ja

kahden jdlkimmdisen mddritysryhmdn v&lilli.

3) Tarkoituksena oli mé&rittdd nédytteiden erdiden lysosomaa-
listen happamien hydrolaasien kokonaisaktiivisuudet.
Lihasndytteet homogencoitiin jdisind jddkylmdssd tislatussa
vedessd. Tydmenetelmien vakicimisella pyrittiin homoge-

nointituloksen toistettavuuteen.

4) Entsyymien aktiivisuusmddritykset perustuivat pddasiassa
Barrettin (1972) esittdmiin mddritysohjeisiin (10). Prote-
iinimddrd mitattiin Lowryn ja kumpp. (1951) esittamaan

menetelmddn pexrustuen (50).

5) Aineiston ryhmittely, laskut ja tilastotestit suoritet-
tiin tietokoneella. Osa graafisesta tulostuksesta tehtiin
tilastolaskimeen vhdistetylld piirturilla ja osa kuvista

piirrettiin kdsin.

Vertailuryhmid kdyttdmdlld saatiin menetelmdvirheet eliminoi-
tua. Muuttujien arvojen wvaihtelu johtui t&dlldin fysiologi-
sesta muuttujasta. Erocavuudet koe-eldinryhmien k&sittelyssd

vaikuttivat lihaksen fysiclogiseen tilaan.



ENTSYYMIAKTIIVISUUS

«Q
A
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KOVA 1

Beta-glukuronidaasin aktiivisuustasokuvaaja punaisessa lihastyy-

pissd

X
S0 ®3
=50 @7

0 3 6 9 15
HARJOITTELUKERTOJEN LUKUMAARA

Harjoituksen vaikutukseksi kuormituksen jdlkeiselle aktiivisuustaso-
muutokselle saadaan:
a-b=(a~2aA)-(b-B), jossa

Y « B
a - B on vertailutasoa kdyttdmidlld saatu aktiivisuusmuutos harjoi-
tusryhmien 0 ja 3 vAlilli.
Y on edelld mainittujen harjoitusryhmien vdlinen aktiivisuusmuutos

laskettuna HK-ryhmidn sis8isen aktiivisuustasovaihtelun perusteella.

Vastaavasti saadaan:

a-~¢c=(a-4a)-(c-20C)
a-d=(a-a)-(d-0D)
a-e= (a-A)—-(e~-E)
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b~c¢c=(b=-B) - (c=-2C)
b - = (b -B ) - ( - D)
b - = {(b-8B) - { - E)
c - = (c-C}) = { - )
c - = - C) - - E)
d-~e=(d=-D) -~ (e ~E)

Menetelmien luotettavuuden arvioimiseksi verrattiin keske-

nddn muuttujien absoluuttisia ja suhteellisia arvomuutoksia.

Absoluuttisten ja suhteellisten arvomuutosten vialisten
erotusten suuruus mittaa menetelmivirheen suuruutta. Suh-
teellisella mittaustavalila saatu arvomuutos on suurempi, jos

erotus on negatiivinen.



KUVAT 2

PUNAINEN LIHAS

0 3
0 -
3 -1.3 -
6 ~1.5 -0.2
9 -0,2 1.1
15  -0.1 1.2

0 3
0 -
3 2 0.3 -
6 10.2 9.9
9 ~-6.8 -7.1
15 -2.4 -2.7

1.3

1.4

0.1 -

~17.0

-12.5

0
0 -
3 -71.9
6 -58.7
9 -170.1
15  =-21.0
(-31.97 £ 92.47)

13.3

-98.6

50.9

-119.6

6.5

9 15
-
g 15

L 11/4
VALKOINEN LIHAS
Beta-glukuronidaasi

0 3 6 9 15
O -
3 -0.4 -
6  -1.8 -1.4 -
9 -0.7 -0.3 1.1 -
15 ~2.4 ~2.0 0.6 =-1.7 -
(-0.9 + 1.16)

0 3 6 9 15
o -
3 3.8 ~
6 -2.0 -5.8 -
9 -23.1 -26.9 -21.1 -
15 -12.9 -16.7 -11.0 10.2 -

(-10.55 = 12.07)

0 3 6 9 15
0 -
3 1.9 -
6 ~27.9 -29.8 -
9 -126.8 -128.6 -98.9 -
15 16.9 15,0 44.8 78.6 -

(~25.48 = 71.70)
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Hapan ribonukleaasi_ (Ribonukleaasi II) Hapan ribonukleaasi (Ribonukleaasi IT)
0 3 6 9 15 0 3 6 9 15
0 - 0 -
3 64.5 - 3 59.4 -
6 87.8  23.3 - 6 62.4 3.0 -
9  ~54.4 -118.9 -142.2 - 9  -140.7 -200.1 =-203.1 -
15 -28.3 -92.8 -116.0 26.2 - 15 -122.6 -182.0 -185.0 18,1 -
(~35.08 + 82.31) (~89.06 + 111.51)
Proteiinipitoisuus Proteiinipitoisuus
0 3 6 9 15 0 3 6 9 15
0 - 0 -
3 -l.4 - 3 -2.3 -
6 0.7 1.9 - 6 0.3 1.0 ~
9 2.0 3.2 1.3 - 9 1.9 2.5 1.6 -
15 2.1 3.3 3.6 0.1 - 15 2.2 2.9 1.9 0.4 -
(1.68 + 1.56) (1.24 = 1.51)

Puolimatriisien akselit ilmoittavat harjoittelukertojen lukumiddrit
ja lukemat ovat absoluuttisten ja suhteellisten arvojen perusteella las-
kettujen aktiivisuusmuutosten erotuksia entsyymiaktiivisuusyksikkdini,
ja proteiinipitoisuuden tapauksessa mikrogrammoina, lihaksen mirkdpainoa
kohti. Suluissa on ilmoitettu kaikkien ryhmien erotusten keskiarvo %
keskihajonta.

Absoluuttisten ja suhteellisten arvomuutosten vidlinen korrelaatiokerroin
mittaa menetelmdn sopivuutta tutkittavan fysiologisen muuttujan havainnoi-

miseen.

Absoluuttisten ja suhteellisten arvomuutosten vdlisestid regressio-
suorasta ndhdddn antaako jompi kumpl mittaustapa systemaattisesti opti-

mituloksesta poikkeavia arvoja.



Absoluuttisten ja suhteellisten aktiivisuuserojen vdlinen

korrelaatio ja

PUNAINEN LIHAS

ABS

regressio.

ode

SUHT

Beta-glukuronidaasi

!

ARS

nn

1

0.994

1004

60

20F

1.115-X - 0.817

h 4

-490

Katepsiini C

T,
Yy

(1]

* o
[y
. { 20

-40¢
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98
0.94

SUHT

60

5
77X + 4,372

100

<

VALKOINEN LIHAS
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-
B r .
°
@
< 4t
[ § § L i LY
-0 o 4 8 ’
o I SUHT

Beta-glukuronidaasi

r = 0.974
vy = 1.027-X + 0.958
A
80}
L ]
- L]
@ 40t
< .
] 1 1 1 4 i 3
-40 13 40 80
. -
) SUHT
L]
- ~-40%

Katepsiini C

kg
!

= 0.948
= 0.934.X + 11.092



PUN%}NEN LIHAS

VALKOINEN LIHAS

L 1Y/7

200
A
1% | ® e 1200 o
0w L 0 i ®
m m
ool 4
40 |- ® 401
i @ i i i £ )3 N R ‘® <D e N o + o
£ » & ® y
-80 40 @ 120 200 -40 4 120
- - 40T
SUHT SUHT
80T ® @
@{- -
Katepsiini D Katepsiini D
r = 0,347 r = 0.243
y = 0.339-X + 60.362 y = 0.163-X + 37.622
A
N B
®
200 | ® . ®
®
100 B ® -
w0 )
= L ® ZI
®@
L 1 @ ] i £ 1 1 b Y 1 ] (xD [] @n i N
@ L4 \)_9 7
~50 100 200 =100 100 200
SUHT SUHT
=100 F -100 [
®@®® 5
_ ,%
=200 - —20&%-

Hapan ribonukleaasi

r = 0.873 r = 0.747

b

Hapan ribonukleaasi

0.495-X + 36.015 y = 0.325-X + 66.927
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PUNAINEN LIHAS VALKOINEN LIHAS
F.
4 d
@@ M
a2t 2
o () a 2 F
@r ' ’
[ @ 1 [l 1 iy L 1 1 3 ®a i 1 1 3
-2 2 -2 ® 0 4
i ®
© SUHT ®@ ® ® @ sunr
....2 @ -2
® |
-4 b =
Proteiinipitoisuus ‘ Proteiinipitoisuus
= 0.602 ' r = 0,500

0.270+X - 1.058

g
n i

r
v = 0.459-X - 1.570

Akseleitten arvot ovat entsyymien osalta pikomooleja minuutis-
sa milligrammaa lihaksen mdrkdpainoa kohti. Absoluuttiset arvot
(ABS) tarkoittavat HK ryhmdn sigdisid aktiivisuustasomuutoksia har-
joitusryhmien (0, 3, 6, 9, 15 kertaa harjoitelleet) v&1illd. Suh-
teelliset arvot (SUHT) tarkoittavat HK ja HL ryhmin aktiivisuustaso-
jen suuruuseroja vertailtavien harjoitusryhmien v&1illH.
Proteiinipitoisuus on ilmecitettu mikrogrammoina lihaksen markdpainoa
kohti,.



Liite 12: Muuttujien vdliset korrelaatiot hiiren reisilihaksessa

VALKOINEN LIHAS

[y%]
L]

Havaintojen lukumddr& on 166.

keskiarvolla,

Punaisen ja valkoisen lihaksen vid1illi

PUNAINEN LIHAS
MUOTTUJIA Beta-Gu Rat C Ribon Rat D
Beta-GU .476 501 .372 . 260
Kat C .314 .559 .404 .175
Ribon .139 .269 .708 202
Rat D .218 .143 ,266 .701
Punaisessa lihaksessa
MUUTTUJA Beta-GU Kat C Ribon Kat D
Beta~GU 1.000
Kat C . 785 1.000
Ribon LA421 LA67 1.000
Kat D LA400 .230 .247 1.000
Valkoisessa lihaksessa
MUUTTUJA Beta-GU Kat C Ribon Kat D
Beta-GuU 1.000
Kat C .806 1.000
Ribon .587 .634 1.000
Kat D .432 . 349 . 366 1.000

Lukemat ovat korrelaatickertoimien arvoija.

Lyhennysmerkinndt: Beta-GU on Beta-glukuronidaasi, Kat C on

Katepsiini C, Ribon on Hapan ribonukleaasi ja Xat D on Katep-

siini D.

Puuttuva havainto on korvattu

Korrelaatiot on laskettu koko aineistosta.




Liite 13: Happamien hydrolaasien aktiivisuuskuvaajat. Entsyymiaktii-

visuudet on laskettu proteiinimddrdid kohti.
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ENTSYYMIAKTIIVISUUS

BETA-GLUKURONIDAASI /

PUNAINEN LIEAS

KK

HK
HL

O X 0 e 0o
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V

HARJOITTELURKERTOJEN LUKUMAARA



(U/min)

ENTSYYMIAKTIIVISUUS

BETA-GLUKURONIDAASI /
VALKOINEN LIHAS

KK

HK
HL

OX B e o
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V

HARJFOITTELUKERTOJEN LUKUMAARZA

15



ENTSYYMIAKTIIVISUUS‘(U/min)

KATEPSTINI C /

PUNAINEN LIHAS

HK

bl
@

KK
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HARFOITTELUKERTOJEN LUKUMEARA

15

V



(G/min)

ENTSYYMIAKTIIVISUUS

KATEPSIINI C /

VALKOINEN LIHAS

KK

HK
HL
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HARJOITTELUKERTOJEN LUKUMAERA

15
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(U/min)

ENTSYYMIAKTIIVISUUS

20 ~

16 H

8 4

HAPAN RIBONUKLEAASI /

PUNAINEN LIHAS

KK

HK
HL

il

O %X B @0
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HARJOITTELUKERTOJEN LUKUMAARA

15
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(U/min)

ENTSYYMIAKRTIIVISUUS

20

16

12

HAPAN RIBONUKLEAAST /

' VALKOINEN LIHAS

OX B e 6
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HARJOITTELUKERTOJEN LUKUMAARA
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(U/min)

ENTSYYMIARTITIVISUUS

30

20+

10+

KATEPSIINL D /

PUNAINEN LIHAS

KK

HK
HIL
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OISO JC)

HARJOITTELUKERTOJEN LUKUMAARA

-

15
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{U/min)

ENTSYYMIAKTITIVISUUS

304

204
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KATEPSIINI D /

VALKOINEN LIHAS

KK

HK
HL

Ox 5 @ 0@
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HARJOITTELUXERTOJEN LUKUMAARA
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Liite l4: Happamien hydrolaasien aktiivisuuskuvaajat ja proteiinipitoi-

suus. Entsyymiaktiivisuudet ja proteiinimd&drid on laskettu

lihaksen mdrk&painoa kohti.

BETA~GLUKURONIDAAS!I / a) BETA~GLUKURONIDAASL / b)
300 PUNAINEN LIHAS 200L YALKOINEN LIHAS
180
250|
1601}
200| 1401
120
15.01
&Q 100} —
100 80
00 30 60 90 120 B0 00 30 60 90 120 15D
KATEPSIINI C / PUNAINEN LIHAS ) KATEPSIINI C / VALKOINEN LIHAS d)
25001 20001
1750
2000
1500 |
15001
1250}
1000 1000 )
0.0 30 6.0 30 120 150 0.0 30 60 90 120 150
HAPAN RIBONUKLEAASI / e) HAPAN RIBONUKLEAASI / f)
§500, PUNAINEN LIHAS 5500 VALKOINEN LIHAS
5000 5000 [
45001
4000 45001
3500} 40001
3000
2500| 3500 |
2000 3000

0.0 30 6.0 9.0 120 15.0 0.0 30 60 9.0 120 150
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KATEPSIIN] D / PUNAINEN LIHAS  g) KATEPSIINI D / VALKOINEN LIHAS h)
1050.0 | 8000
1000.
o 750.0
950.01
7000
900.0|
850.0 [ 6500
800.0 6000
0.0 30 60 90 10 150 00 30 &0 90 120 180
PROTEIINIPITOISUUS / i) PROTEIINIPITOISUUS / N
24,0, PUNAINEN LIHAS 250 VALKOINEN LIHAS
220l 2301
210
20.0
19.0]
180 | 170l
160 ) 150 e e
00 30 60 90 120 150 0.0 20 60 90 120 150

Entsyymiaktiivisuudet ja proteiinipitoisuus on ilmoitettu,
kuten taulukoissa 1, 2 ja 3. Vaaka-akseli ilmoittaa harjoit-
telukertojen lukumddrdn. Symbolit ovat kuten liitteessd 13.

K~ ja KK-ryhmit kuvaavat nollahetken tilannetta.




Liite 15: Hiiren nelip8isen reisilihaksen yksittdiset entsyymiaktiivi-

suusmddritykset ja proteiinipitoisuuden mittaukset

BETA~GLUKURONIDAAS! /
60. PUNAINEN LIHAS

504
40
i .
H
30
| A
20}-- LA o ..n', T
',”..'«:_""c' St TS L M
10 A PR

a)

HAPAN RIBONUKLEAAS! /

900 PUNAINEN LIHAS

800 .
700
G(X) .

<)

500 * el - e N -
401 T e el
300 w 'l ,.”“"-'. . ’ e S, .
PYROL AT T I 2 Y
2004 SN
1 183
PROTEIINIPITOISUUS / )
PUNAINEN LIHAS
30
28 . .
60 . .
AT s L me s ..
i LR T N T R R
22]',-; e I LT e e e
- + Fa “ .
zol A :'. LR .‘ ~t -_-o\ u“'.’_‘"
11 I A :
16 . IR
14 .
1 185

Entsyymiaktiivisuudet ja proteiinipitoisuudet ovat kuten
2 ja 3.

taulukoissa 1,

KATEPSIINI C / PUNAINEN LIHAS
400
350
300 . .

250 . v

.
2w . [
. ‘. Lid
150! _.-*.’.. IR IO
o L . - LV I
‘m:".“' 'J'.‘..' “.-.\‘. «'.1".." -
e LA B .

50
o

1 157

KATEPSIINI D / PUNAINEN LIHAS
2000

1500

1000 L

mddritykset on tehty liitteen 6 mukaisesti.

b)

d)

Jokainen piste on mittaustulos Ja






