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litkuntabiologian laitos. 74s.

Tamén tyon tarkoituksena oli tutkia proteiiniaineenvaihdunnan tutkimuksessa
“kiytettidvin isotooppi-infuusio —menetelmén toistettavuutta ja tarkkuutta sekéd osoittaa
sitd kiyttden maksimivoimaharjoituksen aiheuttavan muutoksen proteiiniaineen-
vaihdunnan muuttujissa. Menetelmd perustuu  kolmiallasmalliin, joka kuvaa
aminohappojen liikettd kolmen eri aminohappoaltaan; valtimon, laskimon ja lihaksen
vililld. Menetelméssd koehenkiloon infusoidaan suonensisdisesti isotoopilla leimattua
aminohappoa.

Lepomittauksessa koehenkildihin (n=4) infusoitiin “Hs leimattua fenyylialaniinia ja
verindytteitd (2 x 2 ml) alettiin kerdtd valtimo- ja laskimokatetreista 135 minuuttia
infuusion aloittamisesta 10 minuutin vilein yhteensd nelja. Viimeisen verindytteen
jilkeen otettiin lihasndyte. Toinen vastaava mittausjakso aloitettiin 270 minuuttia
infuusion aloittamisesta. Jokainen verindyte analysoitiin kahteen kertaan ja GC/MS
mittasi néytteen isotooppikertymin kahdesti. Voimaharjoitusmittauksessa (n=4)
alaraajojen  lihaksistoa  kuormittava  hypertrofinen = maksimivoima-tyyppinen
voimaharjoitus tehtiin ennen ensimmaéisid verindytteitd. Kolmiallasmalliin perustuen
valtimo-, laskimo- ja lihasniytteistd laskettiin proteiinien synteesin, hajoamisen ja
nettotilanteen arvot suhteutettuna veren virtausnopeuteen ja jalan tilavuuteen.
Nettotilanne tarkoittaa synteesin ja hajoamisen vilisti erotusta.

Lepomittauksessa mittausjakson 1 (135-165 minuuttia) proteiinien synteesi,
hajoaminen tai nettoarvo eivéit eronneet mittausjaksosta 2 (270-300 minuuttia).
Rinnakkaisten néytesarjojen vililld ei 16ytynyt tilastollisesti merkitsevid eroa misséién
proteiiniaineenvaihdunnan ~ muuttujassa.  Mittausjaksojen  ja  ndytesarjojen
variaatiokerroin vaihteli 5-70 %. Voimaharjoitus kiihdytti proteiinien synteesid
(p<0.05) ja hajoamista (p<0.05) mutta ei vaikuttanut nettoarvoon mittausjaksolla 1.
Vilivaiheiden fenyylialaniinin kertymi#- ja pitoisuusarvoissa esiintyi systemaattista
virhettd ndytesarjojen vililld. Voimaharjoitus aiheutti tilastollisesti merkitsevad eroa
laskimon pitoisuusarvoissa (p<0.01) mittausjaksolla 2. Veriniytteiden rinnakkaisten
GC/MS-tulosten korrelaatiokerroin oli kaikissa leporyhmin néytesarjoissa vihintin
r=0,942 (p<0.01). Niytesarjojen vililli korrelaatiokerroin oli r=0,967 (p<0.01)-
GC/MS-tulosten variaatiokerroin oli yhtd poikkeusta lukuun ottamatta alle 10 %.
Lihasniytteiden variaatiokerroin vaihteli 1-24 % vaililla.

Lopullisissa proteiiniaineenvaihdunnan muuttujissa tilastollista eroa ei ilmennyt, vaikka
vilivaiheiden  muuttujissa  esiintyi systemaattista  ja  satunnaisvirhetti.
Maksimivoimaharjoitus  kiihdytti proteiinien synteesid ja hajoamista heti
voimaharjoituksen jilkeen. Rinnakkaiset ndytesarjat ja tulokset olivat yhtenevéisid.
Nididen padtulosten perusteella isotooppi-infuusio -menetelmdd voidaan pitdd
toistettavana ja tarkkana tutkimusmenetelming, jolla pystytddn osoittamaan
maksimivoimaharjoituksen aiheuttamat muutokset proteiiniaineenvaihdunnassa.
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1. JOHDANTO

Proteiinien tehtdvd ja aineenvaihdunta ihmisilli on hyvin monimuotoinen ja sen vuoksi
proteiinien kinetiikan tutkiminen on laaja tutkimuskohde. Vaikka aineenvaihduntareitit
on kartoitettu hyvinkin tarkasti (Pangborn, 1987), kaikkien niiden reaktioiden huomioon
ottaminen proteiinisynteesin ja hajoamisen tutkimisessa on ongelmallista myds nykyajan

proteiinitutkijoille.

Yksi proteiiniaineenvaihdunnan uyusimmista tutkimusmenetelmistd on isotooppi-infuusio.
Elimisto6n infusoidaan alkuaineen isotoopilla leimattua aminohappoa, jonka kulkua
seurataan veri- ja lihasndytteiden avulla. Menetelmén laskennalliset muuttujat kuvataan
kolmiallasmallissa (Wolfe, 1992). Mallin mukaan aminohapot siirtyvidt vapaasti
valtimoveren, laskimoveren ja lihasten vililli. Kun huomioidaan veren virtaus
kudoksessa ja tarkasteltavan yksikon tilavuus, padstdin laskemaan proteiinien synteesin

ja hajoamisen arvot.

Aminohappoinfuusiota on kiytetty ladketieteessi hoitomuotona silloin, kun halutaan
varmistaa valmiiksi pilkottujen proteiinien saatavuus ja nidin ollen kudosten nopea
uusiutuminen.  1980-luvulla  yleistyi  infuusion  kdyttd  terveiden  ihmisten
aineenvaihduntatutkimuksissa. Proteiinien ohella myds muita energiasubstraatteja
voidaan tutkia infusoimalla leimattua substraattia verenkiertoon. Isotooppi-infuusio on
siis energiametabolian - perustutkimusmenetelmd, jota voidaan soveltaa niin kliinisiin

toimenpiteisiin kuin myos liikuntafysiologisiin tutkimuksiin.

Tamin tutkimuksen kirjallisuusosan tarkoituksena oli selvittdsi proteiiniaineenvaihdunnan
perusteet ja isotooppi-infuusio -—menetelmén fysiologiset periaatteet ja niiden
soveltaminen kiytdnt6on. Kokeellisessa osassa mitattiin menetelméin toistettavuutta ja
tarkkuutta ja  pyrittiin = osoittamaan  voimaharjoituksen aiheuttama  muutos

proteiiniaineenvaihdunnassa.



2. PROTEIINTIAINEENVAIHDUNTA

Proteiinit toimivat elimistdssd monissa tirkeissd tehtdvissi. Kaikkia kemiallisia reaktioita
katalysoivat entsyymit ovat proteiineja. Solussa ja solukalvolla proteiinit toimivat
reseptoreina ja kuljetustehtdivissd. Lihaksien supistuvat komponentit ovat proteiineja,
samoin luiden, jinteiden ja ligamenttien osat, hormonit ja hemoglobiini.

(Houston, 2001, 3)

Proteiineja saadaan ravinnosta, aminohappojen synteesisti tai infuusion avulla.
Ruoansulatuksessa proteiineista hajotetut aminohapot kulkeutuvat ensin vapaaseen
aminohappoaltaaseen, josta ne kiytetddn synteesiin, hapetetaan energiaksi tai hajotetaan
poistettavaksi hien, virtsan tai ulosteen mukana. Vapaa aminohappoallas on lyhytaikainen
aminohappojen varasto. Vapaita aminohappoja on plasmassa ja kudoksien intrasellu-
laaritilassa. Altaan aminohappopitoisuus on alhainen , silli proteiinien synteesid ja hajo-

amista tapahtuu jatkuvasti. Proteiinien kinetiikka on esitetty kuviossa 1. (Lemon, 1998)

RAVINNON AMINOHAPPOJEN

PROTEIINIT SY ESI
Nv‘f proteiinien
SUOLISTO hajoaminen
imeytyminen "\ vomAPPO.  )* | PROTEINIT
l' ALLAS —>
proteiinisynteesi
ULOSTEET -
VIRTSA HIKI CO,

KUVIO 1. Proteiinien kinetiikka. (mukaeltu Lemon, 1998)

Verenkierto huolehtii aminohappojen kuljetuksesta tarvittaville kudoksille. Plasman
aminohappopitoisuus on normaalisti 35-65 mg/dl. Ruoansulatuskanavasta aminohappojen
siirtyminen verenkierron kautta soluun vie vain lyhyen aikaa, joten aminohapot eivit .
kumuloidu plasmaan. Aminohappojen siirtyminen solukalvon lipi vaatii useimmiten

energiaa. Siirryttyddn soluun aminohapot kiytetddn heti synteesiin ja proteiinien
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hajoamisessa vapautuneet aminohapot siirtyvit vapaaseen aminohappoaltaaseen.

Solunsisdinen aminohappopitoisuus pysyy siis koko ajan alhaisena. (Guyton, 1996, 878-
879)

2.1 PROTEIINIEN RAKENNE

Proteiinit rakentuvat aminohapoista. Aminohappomolekyyli koostuu aminoryhmisti ja
karboksyyliryhméstd sekd sivuketjuista, jotka vaihtelevat eri aminohapoilla. Peptidi
muodostuu  aminoryhmidn (NH;) ja karboksyyliryhmian (COOH) yhdistyessi
peptidisidoksella. Termilli polypeptidi tarkoitetaan kymmenii tai satoja aminohappoja
sisdltdvad peptidiketjua. Proteiinit koostuvat yhdesti tai useammasta polypeptidiketjusta,
joihin voi olla lLittynyt muita aineita kuten metalli-ioneja, hiilihydraatteja, rasvoja tai
lipideja. (Houston, 2001, 3, 8-9)

Proteiinien priméirirakenteella tarkoitetaan aminohappojen jarjestysti
polypeptidiketjussa. Kaikki 20 erilaista aminohappoa voivat yhdistyd peptidiketjuissa
tuhansilla eri tavoilla. Polypeptidiketjun selkidrangan muodostavat hiiliatomi,
aminoryhmi ja karboksyyliryhmi. Téami kolmesta komponentista koostuvan selkidrangan
muoto antaa proteiinille sen sekundiirirakenteen. Tavallisimmat sekundiirirakenteet
ovat o-helix ja P-levy. Tertiddrirakenteen muodostavat proteiiniin littyneiden
sivuketjujen vililld tapahtuvat sidokset. Tertiddrirakenteeseen kuuluu myds muiden
substanssien jirjestyminen peptidiketjussa. Monet proteiinit koostuvat yhdestd tai
Niitd ketjuja voidaan kutsua alayksikoiksi (subunif). Kvarternddrirakenne muodostuu
alayksikkojen jarjestiytymisestd toisiinsa nihden. Esimerkiksi lihasproteiineista myosiini
sisiltdd kuusi alayksikkod, jossa molekyylipainoltaan kevyet ja raskaat ketjut saavat
aktiinin kanssa liittyessdin aikaan lihassupistuksen. (Houston, 2001, 9-11; McArdle,
1996, 29)

2.2 PROTEIINISYNTEESI JA PROTEIINIEN HAJOAMINEN

Homeostaasitilanteessa proteiinisynteesin ja proteiinien hajottamisen avulla kehon
proteiinimiddrd pyritddn pitdimiin vakiona. Proteiinisynteesin rakennusaineita saadaan
proteiinipitoisesta ravinnosta tai elimistd tuottaa niiti itse. Aminohappoja valmistetaan

transaminaatiossa, jossa aminoryhmi siirretdfin rakentuvalle aminohapolle. Esimerkiksi
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alaniinia valmistetaan Littimilli glutamaatin aminoryhmid pyruvaattiin.  Kaikkia

tarvittavia aminohappoja elimistd ei itse pysty valmistamaan. Niiti kymmentd
aminohappoa kutsutaan vilttimittomiksi aminohapoiksi ja niitd ihmisen tulee saada
ravinnosta. (Wolfe, 1992, 360; Guyton, 1996, 27; Houston, 2001, 3, 117)

Proteiinisynteesissi ~ aminohapoista rakennetaan satoja aminohappoja  sisiltdvid
proteiinimolekyyleji. Tuman DNA:ssa sijaitsevat geenit siséltdvdt tiedon, mistd
aminohapoista voidaan muodostaa tarvittava proteiini. DNA:sta  kopioidaan
transskriptioksi kutsutussa reaktiossa lihetti-RNA-molekyyli (mRNA). Transskriptio
tapahtuu tumassa, mutta seuraavat proteiinisynteesin vaiheet solun sytosolissa.
Translaatiossa mRNA:n sisiltimin koodin mukaan rakennetaan aminohapoista
proteiinimolekyyli. Reaktiossa tarvitaan mRNA:n ja energian lisdksi siirtdji RNA
(tRNA), joka tuo sopivan aminohapon paikalle seké ribosomaalinen RNA (rRNA), jonka
pinnaila translaatio tapahtuu. Aminohapot litetdéin toisiinsa peptidisidoksin ja valmis

proteiini voidaan vapauttaa tarvittavaan tehtdviin. (Houston, 2001, 35)

2.2.1 Transskriptio

Transskriptiossa tuman DNA:ssa sijaitsevista geeneistd muodostetaan proteiinisynteesiin
tarvittava  lihetti-RNA —ketjuu DNA eli deoksiribonukeliinihappo  rakentuu
adeniini ja guaniini ja pyrimidiineiksi kutsutaan tymiinia ja sytosiinia. DNA-ketjujen
selkirankoina ovat fosforihappo ja deoksiriboosi ja niiden vélissd eméisparit muodostavat
vetysidoksen ja pitdvit ketjut yhdeéséi. ‘Emﬁspareina toimivat aina adeniini ja tymiini seki
guaniini ja sytosiini. Kuviossa 2 voidaan myds ndhdd, ettd DNA-ketjut kiertyvit

kaksoiskierteiseksi. (Guyton, 1996, 27; Houston, 2001, 21-22)
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KUVIO 2. DNA:n rakenne (S=deoksiriboosi, P=fosforihappo, A=adeniini, T=tymiini,
C=sytosiini, G=guaniini). (Houston 2001, 32)

RNAn synteesissi DNA-ketjut hajoavat véliaikaisesti, jolloin toinen niistd toimii mallina
lahetti-RNA  -ketjulle. Toinen DNA-ketju jd4 inaktiiviseksi RNA muistuttaa
perusrakenteeltaan DNA:a. RNA:ssa sokeri on riboosi ja tymiini korvataan urasiililla.
RNAm muodostaminen alkaa reaktiota katalysoivan entsyymin tunnistaessa DNA-
ketjussa aloituskohdan, jota kutsutaan promoottoriksi. Ehtsyymi aiheuttaa DNA:n
kaksoiskierteen purkautumisen ja halkeamisen kahdeksi eri ketjuksi. Entsyymi liukuu
pitkin DNA-ketjua ja kasvattaa samalla promoottorin per'aiﬁn RNA-ketjua. Kun entsyymi
saavuttaa DNA-ketjun piitekohdan, entsyymi irtoaa DNA:sta ja jatkaa tehtdvddnsi
RNA:n muodostamisessa. Uusi RNA sisiltas noin 90 % introneiksi kutsuttua tarpeetonta
materiaalia. RNA-ketju pilkotaan séuraavissa vaiheissa siten, ettid vain eksonit (n. 10 %)

kaytetidsn proteiinin rakentamiseen. (Guyton, 1996, 29; Houston, 2001, 157-170)



2.2.2 Translaatio

Translaatioksi kutsutaan varsinaista proteiinimolekyylin synteesid. Lihetti-RNA:n
aloituskodonissa on ohje ribosomin alayksikén muodostamiseen. Ribosomi on isosta ja
pienestd  alayksikOsti koostuva molekyyli, jonka pinnalla aminohappoketjun
rakentaminen tapahtuu. Aminohappojen liittymisessd on mukana siirtdji-RNA, joka tuo
ribosomin pinnalle sellaisen aminohapon, jonka kodoni vastaa lihetti-RNA -ketjun
kodonia. Aina kun ribosomiyksikk$ likkuu pitkin ldhetti-RNA —ke’gjua, Littyy ketjuun
uusi aminohappo. Terminaalivaiheessa ldhetti-RNA:ssa on lopetuskodoni, jolloin eri
yksik&t irtoavat toisistaan ja valmis proteiini vapautetaan. (Guyton, 1996, 32; Houston,
2001, 174-180)

Small Ribosome
Transfer gtgi\sengef subuynit

&2 " &g
Amino € Polypeptide®
acid chain

KUVIO 3. Proteiinimolekyylien muodostuminen (transfer RNA = siirtdji-RNA,
messenger RNA = lihetti- RNA, small subunit = pieni alayksikkd, ribosome = ribosomi,
amino acid = aminohappo, polypeptide chain = polypeptidiketju, large subunit = iso
alayksikko). (Guyton, 1996, 32)

2.2.3'Proteiinien hajoaminen

Proteiinien hajoaminen tarkoittaa proteiinimolekyylin pilkkoutumista a]kuperéi'i/siixi’
éminohappqihin ja muihin molekyyhn tarvitsemiin tuklryhmnn Hajoaminen tapahtuu .
entsyymien avulla. Suurin osa entsyymeistd sijaitsee lysosymeissa. Lysosymaalinen
systeemi on osa vakuolia, joka on solun sisilld solukalyoon yhteydessd oleva rakenne
mitokondrioita lukuun ottamatta. Lysosymaaliset entsyymit valmistetaan karkeassa
endoplasmisessa retikulumissa, josta ne siirtyvit siledin endoplasmisen retikulumin kautta
Golgin laitteeseen. Sielli ne muodostavat vesikkeleitd, joita kutsut_a_an ensisijaisiksi
lysosymeiksi (primary lysosymes). (Wolfe, 1992, 380-381) '

Vakuolissa on kahdenlaisia proteiineja sisltivid vesikkeleitd. Ekstrasellulaariproteiinit

ovat tulleet solun sisdlle endosytoosin kautta ja vesikkeleitd kutsutaan heterofagiseksi
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vakuoliksi. Intrasellulaariproteiineja sisiltéivit yksik6t ovat autofagisia vakuoleja. Kun

ensisijainen lysosymi kohtaa proteiinivakuolin, syntyy toissijainen lysosymi (secondary
lysosyme). Lysosymin pH laskee ja proteiini hajoaa hydrolyysiksi kutsutussa reaktiossa.
Proteiinien hydrolyysissi hajotetaan vesimolekyylin avulla peptidisidokset siten, ettd
hydroksyyli-ioni littyy toiseen ja vetyioni toiseen aminohappoon ja polypeptidiketju
pilkkoutuu. (Wolfe, 1992, 380-381; Guyton, 1996, 833) ’

Kaikkia normaalin proteiinien hajoamisen seurauksena vapautuneita aminohappoja ei
kiytetd uudelleen synteesiin. Koska aminohappoja ei voi varastoida, ne kuljetetaan
maksaan pilkottavaksi. Aminohappoja hajotetaan hapetusreaktioissa tai niissi oleva
typpiryhmi eritetdsin ureasyklissd virtsaan. Hapetusreaktiossa menetetddn elektroneja ja
vépautuvasta hiilirungosta saadaan energiaa. Ureasylkissi karbamoyylifosfaatin ja
aspartaatin typpiryhmit muodostavat lopulta arginiinin, josta urea vapautuu. Ureasyklin
péiéivaiheet on esitetty kuviossa 4. (Campbell, 1995, 524-525)

CQ, + NH,
2ATP _"Carbamoyl—Phosphate
Synthetase

i Carbamoyl Phosphéte

P

QOrnithing
Transcarbamoylase Ornithine

Argmase
Citruline .
Ursa C O
Asparate Argininosuccinate
Synthetase

AMP + PP; Arginine

Argininosuccinate '
Argininosticcinate

Oxaloacetate Lyase

TCA Cycle
(part)
Fumarate

. -

KUVIO 4. Ureasykli. (Wolfe, 1992, 343)

Kun ravinnosta saadaan kulutukseen nihden lilkaa proteiineja, suurin osa proteiineista
varastoidaan. Lihas toimii proteiinien suurimpana varastona. Pieni ma#rd pfoteijneja on
my0s maksassa. Paastossa, aliravitsemuksessa tai vihidenergisessi ruokavaliossa
hiilihydraatteja ei ole tarpeeksi saatavilla tai niitd hySdynnetdén- huonosti. Koska aivot
pystyvit kiyttimidn vain hiilihydraatteja energianlihteendidn, voidaan hiilihydraatteja
valmistaa proteiinivarastoista. Lihaksen pro.teiinit kulkeutuvat maksaan aminohappoina,
jossa niiden hiilirunko kiytetddn gluicoosin uudismuodostukseen (glukoneogeneesi).
(Aro, Mutanen & Uusitupa, 1999, 108; Campbell, 1995, 524-525)
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2.3. PROTEIINIAINEENVAIHDUNTAAN VAIKUTTAVIA

TEKIJOITA

Kudokset ja solut pystyvdt sditelemdsn tiettyjen proteiinien pitoisuutta ja
proteiinituotantoa proteiinisynteesin avulla. Funktionaalisesti katsottuna
proteiinisynteesid sdddellddn yleiselld (hormonit, ravinto, kuormitus) ja spesifilli
(entsyymit, hormonit) tasolla. Yleinen taso tarkoittaa koko kehon proteiinitasapainoa, kun
taas spesifi taso tiettyjen proteiinien muodostamista solussa. Proteiinien hajoamista
sdddelliéin sen mukaan, miten ravinnon proteiinit riittdvit elimiston tarpeisiin. (Millward
& Waterlow, 1978)

2.3.1 Entsyymit

Entsyymit ovat muutaman kymmenen aminohappoa sisiltéivid proteiinimolekyylejd, jotka
katalysoivat useita kemiallisia reaktioita alentamalla tarvittavaa energiaa ja nopeuttamalla
niitd. Helikaasi avaa DNA-ketjun RNA:n muodostamista varten. Itse transkriptidta
sditelevit RNA' polymeraasi -entsyymit. Ne ovat ryhmi proteiinientsyymejd, joista
esimerkiksi polymeraasi I toimii korjaavana entsyymini ja polymeraasi III uuden RNA-
ketjuﬂ muodostajana. Ribonukleaasi-entsyymit kontrolloivat sitd, kuinka kauan lihetti-
RNA on solulimassa. Translaatiossa aloittamistekijit  (initiation  factors),
aminohappoketjun pideﬁtéimiseen vaikuttavat tekijit (elongation factors) ja lopetustekijit
(termination factors) sditelevat aktiivisuudellaan synteesid. (Guyton, 1996, 29, 35;
Houston, 2001, 13, 32-33, 37; Campbell, 1995, 610-612) |

2.3.2 Hormonit

Hormonit -ovat solujen vilisii viestinviejid. Hormoneja syntetisoidaan endokriinisissi
elimissd ja ne kulkeutuvat kohdesoluihin Verenkierron'vﬁlityksell'zi. Kemiallisen rakenteen
mukaan hormonit jaetaan steroideihin (esim. testosteroni), polypeptideihin (esim.
insuliini) ja aminohappojohdannaisiin (esim. tyroksiini). Hormonit voidaan jakaa myos
niiden vaikutusten suhteen anabolisiin ja katabolisiin hormoneihin. Anaboﬁsia hormoneja
ovat insuliini, IGF-1 (insuliinin kaltainen kasvutekija 1), kasvuhormoni ja testosteroni. -
Tarkein katabolinen hormoni on kortisoli. (Guyton, 1996, 882; Campbell, 1995, 566)
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Insuliini osallistuu ravinnosta saatavien ravintoaineiden varastoimiseen. Haiman erittimi

imsuliini aktivoi tiettyjen aminohappojen (valiini, leusiini, isoleusiini, tyrosiini ja
fenyylialaniini) kulkeutumista soluun. Proteiinisynteesii insuliini kiihdyttdd valillisesti,
silli hormoni lisid ldhetti-RNA:n translaatiota, jolloin proteiineja syntetisoidaan
enemmin. Insuliinin tiedetddn aktivoivan joidenkin DNA-sekvenssien transkriptiota.
Insuliinin ja leusiinimetabolian vilisid yhteyksid on tutkinut mm. Castellino et al. (1987).
'Hyperinsulemia alentaa plasman leusiinin pitoisuutta, estdd proteiinien hajoamista, lisid
leusiinin hapettumista sekd proteiinisynteesid. Jos aminohappoja on runsaasti vapaissa
aminohappoaltaissa, proteiinien hajoaminen on vihentynyt, mutta leusiinin hapettuminen
ja proteiinisynteesi kiihtyneet. Insuliinin puute voi lakkauttaa proteiinisynteesin
kokonaan. Mekanismia ei tunneta tarkkaan, mutta insuliini stimuloi tiettyjen proteiinien
kulkeutumista soluun. Energiametabolian kannalta insuliini ja glukagoni yllipitdvit veren
glukoosipitoisuutta, jolloin proteiineja ei hapeteta energiaksi. (Guyton, 1996, 882, 976;
Viru, 1996)

Insuliinin kaltainen kasvutekiji 1 (IGF-1) vaikuttaa proteiiniaineenvaihduntaan insuliinin
tavoin. Russell-Jones & Umplebyn (1996) mukaan in vitro IGF-1 stimuloi DNA:n
synteesid ja soiujen lisaantymistd. In vivo IGF-1:n on todettu hidastavan proteiinien
hajoamista, mutta synteesissd ei tapahtunut muutoksia. In vitro -kokeissa synteesin on
kuitenkin todettu kithtyvin. Thmisilli tehdyt tutkimukset on mitattu paZasiassa
paastotilassa, jolloin aminohappojen riittdvyys proteiinisynteesiin on kyseenalainen.
Tutkimustulosten perusteella IGF-1 kiihdyttds proteiinisynteesié vain, jos aminohappoja
on runsaasti saatavilla. (Russell-Jones & Umpleby, 1996)

Aivolisikkeestd erittyvd kasvuhormoni lisdd lihasmassaa ja kiihdyttdd yleisti kasvua ja
kehitystd.  Proteiiniaineenvaihdunnassa  kasvuhormoni stimuloi  proteiinisynteesi
lisdamilldi aminohappojen kuljetusta  solukalvon ldpi sekd  transkriptio- ja
translaatioaktiivisuutta. Proteiinien hajoamiseen kasvuhormoni ei vaikuta. Vilillisesti
kasvuhormoni  toimii = rasva-aineenvaihdunnan  kautta.  Kasvuhormoni  lisdd
varastorasvojen vapautumista, mikd inhiboi aminohappojen kiyttod energiaksi. Kun
aminohappojen hapettuminen hidastuu, vapaita aminohappoja voidaan kayttid synteesiin.
(Guyton, 1996, 882; Russell-Jones & Umpleby, 1996)

Testosteronilla on kasvuhormonin kaltaisia, anabolisia vaikutuksia. Testosteronin teho
kestdd muutamia kuukausia, kun taas kasvuhormonin vaikutus kestdi koko elinién.
Anaboliset steroidit stimuloivat myofibrillaarisia proteiineja sekd RNA polymeraasien
aktiivisuutta ja sitd kautta proteiinisynteesid. (Guyton, 1996, 882; Viru, 1996)
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Aineenvaihduntaa sidtelevd tyroksiini vaikuttaa vilillisesti proteiiniaineenvaihduntaan.
Muiden energianlihteiden ollessa riittdméttomat, kilpirauhasesta = erittyvd tyroksiini
aiheuttaa nopeasti proteiinien hajottamisen energiaksi. Tyroksiini  kithdyttdd
proteiinisynteesii siind tapauksessa, kun aminohappoaltaassa on paljon vapaita
aminohappoja, jolloin ne kuljetetaan solukalvon lipi syntetisoitavaksi. (Guyton, 1996,
- 882)

Glukokortikoidit alentavat proteiinien méirad kudoksissa, joten vapaiden aminohappojen
seki maksan ja plasman proteiinien pitoisuus lisiintyy. Kun plasmassa on paljon
proteiineja, maksan proteiinisynteesi kithtyy. Kortisoli on anabolisten hormonien
vastavaikuttaja. Se inhiboi proteiinisynteesii ja aktivoi proteiinien hajoamista, muualla
paitsi maksassa. Kortisolin vaikutuksesta proteiinivarastot pienentyvit ja aminohappojen
kuljetus vihenee. Lihaksessa RNA:a ei muodostu niin paljon, jolloin proteiinien synteesi

inhiboituu. (Guyton, 1996, 962)

2.3.3 Ravinto

Paljon proteiineja sisdltivid ruokia ovat liha, kala, kananmuna seki maitotaloustuotteet.
Lihes kaikki ravinnon proteiinit pilkotaan ruoansulatuksessa aminohapoiksi, silli vain
harvat polypeptidiketjut tai kokonaiset proteiinit voivat imeytyd suoraan verenkiertoon.
Proteiineja  pilkkovat  ohutsuolen  polypeptidaasientsyymit, jotka  katkaisevat
peptidisidokset muodostaen di- ja tripeptideji. Epiteelisolun di- ja tripeptidaasit pilkkovat
di- ja tripeptidit aminohapoiksi, jotka siirtyvit kﬁljettajaproteiinin vilitykselld
verenkiertoon. Pieni osa aminohappoja imeytyy kerrallaan ja vastaavasti verestd
aminohapot siirtyvit soluihin 5-10 minuutissa. (Aro, Mutanen & Uusitupa, 1999, 124;
Guyton, 1996, 878)

Kansainvilisten ravitsemussuositusten (RDA) mukaan péivittdinen proteinin tarve
aikuisella ihmiselli on 0,8 g proteiineja painokiloa kohden. Sa#nn6llinen litkunta lis#d
proteiinien tarvetta 150-210 %. Voimaharjoittelussa proteiineja tarvitaan kithdyttdméin
elimiston anabolisia prosesseja. Kuormituksen jilkeen proteiinisynteesi on kiihtynyt,
jolloin aminohappoja tarvitaan synteesiin rakennusaineiksi (esim. Biolo et al., 1997).
Proteiinien tarve voimaurheilijoilla on 1,6-1,7 g/kg/vrk. My0s kestévyysharjoittelu lisad
proteiinien tarvetta. Kestivyysurheilijat tarvitsevat prdteijﬁeja 1,2-1,4  g/kg/vrk.
Proteiinisynteesi kiihtyy, koska lihaksen kudosvauriota pyritdfin korjaamaan. Osa
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lihaksen proteiineista hapetetaan energiaksi. Aminohappojen ja hiilihydraattien

nauttiminen ennen ja jilkeen suoritusta sekd suorituksen aikana nostaa vapaiden

aminohappojen mairii ja nopeuttaa palautumista. (Lemon, 1998)

Sukupuolen ja ifin on todettu vaikuttavan proteiinien tarpeeseen. Miehilldi on enemmin
lihasmassaa ja vihemmin rasvakudosta kuin naisilla, jolloin proteiinivarastot hupenevat
erityisesti kuormituksen yhteydessd. Miesten ja naisten erilaista proteiinitarvetta
selitetdin myOs hormonaalisilla - tekijoilli. Lapsilla ja.. nuorilla bproteijneja tarvitaan
kasvuun ja kehitykseen. Fyysisesti aktiivisen lapsen ja nuoren tulee huolehtia riittdvistd
proteiinien saannista, silli proteiinien kulutus on suurta. Ikéintyessi lihasmassa pienenee,
jota voidaan yrittd4 hidastaa riittdvilli proteiinien saannilla. (Aro, Mutanen & Uusitupa,
1999, 212; Lemon, 1998)

Vaikka proteiineja nautitaan huomattavasti enemméin kuin mitd RDA-suositukset
osoittavat, silli ei ole todettu olevan haitallisia vaikutuksia. Ainoastaan munuaisten
vajaatoiminnasta kirsiville ei suositella ylima#rdisti proteiinia. Proteiinipitoinen ravinto
saattaa lisdtd kalsiumin menetystd virtsan mukana, mikd on haitallista osteoporoosin
riskiryhméssa oleville naisille. (Lemon, 1998)

Proteiinien puute johtaa varastoproteiinin hajottamiseen. Jos energian saanti ja kulutus
eivit ole tasapainossa, proteiineja tarvitaan energiaksi. Silloin lisdproteiinikaan ei toimi
anabolisesti. Paastotilassa RNA:n pitoisuus laskee ja kolmessa viikossa proteiiniton,
vahidproteiininen tai vihdenerginen ruokavalio alentaa lihaksen RNA:n ja proteiinien
suhdetta jopa 75 % ja ndin ollen hidastaa proteiinisynteesid. (Lemon, 1998; Millward &
Waterlow, 1978)
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3. PROTEIINIAINEENVAIHDUNTA

KUORMITUKSESSA

Kuormituksella on todettu olevan monia akuutteja ja pitempiaikaisia vaikutuksia
proteiiniaineenvaihduntaan. Aminohappoja mobilisoidaan enemmin hapettumista ja
glhikoosin uudismuodostusta (glukoneogeneesi) varten. Kuormituksen aikana 5-15 %
tarvittavasta energiasta saadaan proteiineista. Energiaa pilkotaan lihaksen ja maksan
aminohapoista. (Tipton & Wolfe 1998; Hargreaves, 1995, 131-132)

Supistuvien lihasproteiinien hajoaminen hidastuu kuormituksen aikana, mutta kiihtyy
vilittomisti palautumisen alkaessa. (Tipton & Wolfe, 1998; Dohm et al, 1987)
Kuormituksen jilkeen palautumistilassa pyritddn saavuttamaan elimiston normaali
homeostaasi, tdyttiméin vajavaiset energiavarastot ja korjaamaan rakenteelliset vauriot.
Proteiinimetabolian muutokset voivat kestdd kuormituksen jidlkeen muutamista

minuuteista useisiin paiviin. (Viru, 1996; Tipton & Wolfe, 1998)

Proteiiniaineenvaihduntaa tutkittaessa on huomioitava myds muutokset proteiinien
hajoamisessa. Vaikka synteesi on kiihtynyt, suurempi hajoaminen voi kumota anabolisen
vaikutuksen. Voimaharjoituksen jilkeen synteesin on raportoitu kithtyvian (Tipton &
Wolfe, 1998), mutta hajoamisen taso on pysynyt samana. Silloin synteesin vaikutukset
ovat todellisia. Synteesin ja hajoamisen vilistd suhdetta voidaan tarkastella
proteiinitasapainon - avulla. Tiptonin et al. (1999a) tutkimuksessa kuormituksen jilkeen

nautittu aminohappovalmiste muutti proteiinitasapainon negatiivisesta positiiviseksi.

3.1 VOIMAHARIJOITUKSEN VAIKUTUS PROTEIINIAINEEN-
VAIHDUNTAAN

Proteiinisynteesin on todettu kiihtyvin voimaharjoituksen jilkeen (taulukko 1) ja
kestdvin jopa 48 tuntia. (Tipton & Wolfe, 1997; Chesley et al., 1992; Carraro et al.,
1990a; Carraro et al., 1990b). Biolon et al. (1995b) tutkimuksessa synteesin taso nousi
noin 100 % ja hajoaminen kiihtyi noin 50 %. Proteiinitasapaino muuttui vihemmin .
negatiiviseksi, mutta ei aivan saavuttanut positiivista arvoa. Jotta harjoituksen anabolinen
vaikutus saataisiin esiin, ravintotekijit on huomioitava harjoittelun yhteydessi. (Biolo et
al. 1995b)
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TAULUKKO 1. Voimaharjoituksen vaikutus proteiiniaineenvaihduntaan

TEKIJA MENETELM MAARA, KUORMITUS- PROTEIINI-

A KUORMA TAPA AINEEN-

| VAIHDUNTA

Phillips et al. “Hs-fenyyli- 8 x10/3’ plyometrinen proteiinisynteesi T
(1999) alaniinin ja ’N- 120 % 1 RM  voimaharjoitus,

fenyylialaniinin mm. jalkojen

infuusio ekstensio
Bioloetal. ’Ce-fenyyli- 5x10ja4x8/ jalkaprissi, proteiinisynteesi T
(1995b) alaniinin, 2’-3 jalkojen ekstensio proteiinien

BC-leusiinin,  10-12RM hajoaminenT

5N-lysiinin ja

13C-alaniinin

| infuusio

Chesley et al. C-leusiinin =~ 4 x 6-12/ 3’ ylivartalon proteiinisynteesi T
(1992) infuusio, 80 % 1 RM voimaharjoitus

RNA-miiritys |
Tarnopolsky '*C-leusiinin 30 sek/2’ kuntopiiri ei muutosta
etal (1991) infuusio 70 % 1 RM

Synteesin kithtyminen johtuu siitd, ettd rakennusaineita on runsaasti saatavilla. Elimiston
omaa proteiinia hajotetaan enemmén ja vapaiden aminohappojen kuljetus on tehostunut,
jolloin aminohappoja pddsee kulkeutumaan lihasten kiytettiviksi  Synteesin
tehostuminen on perdisin transskription - jilkeisten mekanismien kithtymisestd, koska
Chesley et al. (1992) mukaan RNA:n pitoisuuksissa ei tapahdu akuutteja muutoksia. Sen
- lisgksi aminohappoinfuusion on todettu kiithdyttivin proteiinisynteesii (Volpi et al.,
1998; Biolo et al., 1997). Tipton et al., 1999b mukaan riittdvd aminohappojen saanti ja
siten kiithtynyt proteiinisynteesi voidaan varmistaa my0s suun kautta nautituilla

aminohappo- ja proteiinivalmisteilla. (Tipton & Wolfe, 1998; Biolo et al., 1995b).

Voimaharjoituksen jilkeistd proteiinien hajoamismekanismia ei tarkkaan tunneta, mutta

rottakokeissa  lysosomaalisten  proteinaasien on todettu olevan mukana

hajoamisprosessissa ja proteolyyttinen aktiivisuus on kithtynyt. Proteolyyttinen
aktiivisuus lisdéntyy lihassoluvaurioiden ja tulehduksen seurauksena. (Dohm et al. 1980;
Evans & Cannon, 1991)



17

3.2 KESTAVYYSHARJOITUKSEN VAIKUTUS PROTEIINI-
AINEENVAIHDUNTAAN

Kestivyysharjoituksen aikana voidaan mitata kuormituksen aikana tapahtuvia
tutkimuksissa
proteiinien hajoamisen on todettu kiihtyviin. Samaan aikaan proteiinisynteesin taso laskee
(Dohm et al, 1987).
aminohapot kiytetddn energiaksi. Tidstd todisteena on Knapikin et al. (1991) tutkimus,

proteiiniaineenvaihdunnan muutoksia. Taulukon 2 mukaan useissa
Kestivyyssuorituksen aikaisessa kataboliassa vapautuneet
jossa leusiinin hapettuminen kiihtyi. Koska leusiini hapettuu lihaksessa, voidaan paitells,
ettd proteiinien hajotuksesta saatavaa energiaa tarvitaan tyOskenteleville lihaksille.

(Tipton & Wolfe, 1998)

TAULUKKO 2. Kestédvyyssuorituksen vaikutus proteiiniaineenvaihduntaan

TEKIJA MENETELMA KUORMA, KUORMITUS- PROTEIINI-

MAARA TAPA AINEEN-
VAIHDUNTA
Carraro  °N-alaniini 45 % VO2max  kively proteiinien
et al. 2h hajoaminenT
(1994)
Phillips  typpitase, 65 % VO2max  juoksu " proteiinien
et al. BC-leusiinin 1,5h hajoaminenT
(1993) infuusio
Knapik et '°C-leusiinin 45 % VO2max  pyoriily leusiinin
al. (1991) infuusio levosta hapettuminen T
uupumukseen ja proteiinien
hajoaminenT
Carraro  C-leusiinin =~ 40 % VO2max  kively ei vaikutusta
et al. . infuusio, 4h
(1990) 3-metyyli-
histidiini
Stein et 13.C-leusijm;n 53 % VOZmax >3 h pyoriily ja ﬁroteﬁnien
al. (1989) infuusio 8h 5 h kévely hajoaminenT

tietylle tasolle




18

Proteiinien hajoamisen yhteydessi muodostuu yleensd ureaa. Kuormituksen aikana tai
kuormituksen jilkeen ureaa ei erity enemmén kuin lepotilassakaan. Urean siséltami typpi
voidaankin kierrittdd takaisin proteiinien rakennusaineeksi, jolloin sitd ei erity virtsaan.
Toinen selittdvd tekijd on se, etti urean muodostuminen on niin hidasta, ettei sen
lisdantynyttd eritystd pystytd rekisterdimiéin lyhyen mittausjakson aikana. (Tipton &
Wolfe, 1998)

Tipton et al. (1996) tutkivat yhdistetyn voima- ja kestdvyysharjoituksen vaikutusta
proteiiniaineenvaihduntaan. Voima- tai kestdvyysharjoitus yksindiin ei vaikuttanut
proteiinisynteesiin niin paljon kuin yhdistelméharjoitus. T#héin saattoi olla syyni se, ettd
yhdistelmdharjoituksen kuormittavuus oli suurempi kuin yksittdisen harjoituksen.

Proteiinien hajoamisen muutokseen harjoitusmuodolla ei ollut vaikutusta.
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4. PROTEIINIAINEENVAIHDUNNAN TUTKIMUS-
MENETELMAT

4.1 ISOTOOPPIEN KAYTTO FYSIOLOGISISSA TUTKIMUKSISSA

Isotoopilla tarkoitetaan saman alkuaineen atomeja, joilla on erisuuret massaluvut.
Samalla alkuaineella on ytimessdin sama midrd protoneja, mutta neutronien méiiri
vaihtelee. Isotooppien kemiallisissa reaktioissa ei ole eroja, joten niitd voidaan kiyttdi
merkkiaineina fysiologisissa tutkimuksissa. Alkuaineilla esijhtyy yksi tai useampia
isotooppeja, joiden massaluku on n, n+1, n+2 jne. Taulukossa 3 esitetidn tavallisimpien

alkuaineiden luonnollinen isotooppijakauma. (Wolfe, 1992, 1-2)

TAULUKKO 3. Tavallisimpien alkuaineiden isotooppijakauma. (Wolfe, 1992, 2)

ALKUAINE ISOTOOPPI LUONNOLLINEN ESIINTYVYYS (%)

VETY () 1 99,985
2 0,015
HIILL (C) 12 | 98,89
13 L1
TYPPI(N) 14 99,63
5 0,37
HAPPI (0) 16 99,76
17 0,037
18 0,204
RIKKI () 32 95,0
3 0,76

34 4,22
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4.1.1 Radioaktiiviset isotoopit

Jotkut isotoopit ovat radioaktiivisia, jolloin neutronit voivat vapaasti hajota protoniksi ja
neutroniksi. Hajoamisessa vapautuu energiaa. Esimerkiksi hiilelli on radioaktiivinen
isotooppi "6C. Ytimessi on kahdeksan neutronia ja kuusi protonia. Kun yksi neutroni
hajoaa, neutroneita on yksi vihemmin kuin alkuperdiselld hiilelli eli seitsemin.
‘Reaktiossa vapautuu pieni midrd energiaa. Vapautuneesta energiasta voidaan laskea

sateilyn méird, jota radioaktiivinen isotooppi ldhettdd. (Wolfe, 1992, 3)

Kiytettdessd radioaktiivisia merkkiaineita on laskettava séteilyn méadrd, jolle tutkittava
kohde altistuu. Siteilyannos ei saa ylittdd yleisesti tunnettuja rajoja. Radioaktiivisista
isotoopeista kiytetiin yleensd vetyd CH) ja hiilti (**C). Niytteiden siteilyn méirin

perusteella voidaan laskea aineenvaihdunnan muuttujia. (Wolfe, 1992, 15-16)

4.1.2 Stabiili-isotoopit

Stabiili-isotooppien kiyttd perustuu radioaktiivisiin isotooppitutkimuksiin, joita tehtiin
ihmisille yli 20 vuotta ennen kuin menetelmistd luovuttiin. Stabiili-isotooppitutkimukset
perustuvat olettamukseen, ettd merkkiaineet jdljittelevit merkkaamattomien aineiden
likettd ja aineenvaihduntaa. Elimistd ei todenndkdisesti pysty erottelemaan merkattua ja
merkkaamatonta ainetta. Useampia isotooppeja voidaan antaa koehenkilolle
samanaikaisesti, jolloin tulosten luotettavuus paranee. Stabiili-isotooppien kidytto vaatii
erittdin tarkkoja laboratorioanalyysejd, ja niytteiden puhtaus on olennainen tekijd

mitattacssa GC/MS:Ili. (Wolfe, 1992, 14-15)

Proteiiniaineenvaihdunnan tutkimiseen kiytetddn merkkiaineena isotoopilla leimattua
aminohappoa. Yleisimpid aminohappoja ovat fenyylialaniini, leusiini, lysiini ja alaniini
(Volpi et al., 1998; Biolo et al.,, 1995a) . Fenyylialaniinia voidaan merkata vedylld (2H)
tai hiilelli (*>C). Leusiini ja alaniini leimataan yleisimmin hiilen isotoopilla *C ja lysiini

typelld BN.

Fenyylialaniini on aromaattinen aminohappo, jolla ei ole polaarisia sivuketjuja (Wolfe,
1992, 359; Campbell, 1995, 73). Fenyylialaniin rakennekaava on kuviossa 5.
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COO

KUVIO 5. Fenyylialaniinin rakennekaava. (Campbell, 1995, 73)

Kun kiytetdin isotooppia merkkiaineena, joku rakenteen alkuaineista korvataan sen
isotoopilla. Siksi yleisimmit isotoopit ovat vety, hiili, typpi ja rikki, koska niitd 16ytyy
orgaanisten aineiden rakenteista. Kun fenyylialaniini leimataan vedylld, rengasrakenteen
vetyatomit (‘H) korvataan isotoopilla (*H). (Wolfe, 1992, 14-15; Campbell, 1995, 10)

4.1.3 Jatkuva infuusio ja flooding dose -menetelma

Jatkuvan infuusion menetelmissi infusoidaan leimattua isotooppia alhaisella nopeudella
niin kauan, ettd isotooppia tulee ja poistuu altaasta samalla nopeudella. Tissd
menetelmissd yleisimpid isotooppeja ovat vedyn, typen ja hapen isotoopit. Typen
isotooppia (*°N) kiytettiessi voidaan niytteiti keritd veresti tai virtsasta, silli typpi
erittyy loppujen lopuksi virtsaan. Talloin infuusioaika on verrattain pitkd (30-40 tuntia) ja
osa typestd kierritetddin uudestaan. Typped menetetdin myds hien ja ihon mukana, mikd
on otettava huomioon tulosten tulkinnassa. Menetelmin olettamuksena on, ettd virtsan
muodostukseen erittyvd typpi on lihtSisin samasta aminohappoaltaasta kuin
proteiinisynteesiin tarvittavat aminohapot. Menetelméin etuna on ndytteiden kerdyksen
helppous. Lisdksi infuusioaikaa voidaan lyhentdis antamalla aminohappoaltaan kokoon
nihden sopiva alkuannos. (Wolfe 1992, 385)

Hapen isotoopilla leimattua leusiinia kéytetdsin yleisesti proteiiniaineenvaihdunta-
tutkimuksissa (Knapik et al.,, 1991; Lamont et al., 1990; Stein et al., 1989). Infuusion
aikana niytteisti analysoidaan leusiinin aineenvaihduntatuotteen, a-ketoisokaproaatin (0i-
KIC) kertym#i. Leusiinin hapettuminen voidaan méfritti3 hengityskaasunéytteistd, koska
happi erittyy hiilidioksidina pois elimistdstd ja myds hapen isotooppi poistuu samaa

reittii. Leusiini hapettuu lLihaksessa, jolloin kaikki lihaksen intrasellulaaritilasta kadonnut
leusiini on mennyt proteiinisynteesiin tai hapetettavaksi. Tasapainotilassa synteesi

lasketaan hajonneen ja hapettuneen leusiinin erotuksesta. (Wolfe, 1992, 387) Flooding
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dose —menetelmissi infusoidaan leimattua ja leimaamatonta isotooppia niin suuri kerta-

annos, ettd ekstra- ja intrasellulaaritiloissa isotooppeja on yhtd paljon. Proteiinisynteesin
nopeus lasketaan lihakseen sitoutuneen ja intrasellulaaritilan leimatun isotoopin vilisestd
suhteesta  tiettynd ~ ajanjaksona.  Menetelmiissi ~ vapaassa  aminohappoaltaassa
leimaamatonta isotooppia on kaikkialla yhti paljon, joten eroja aminohappoaltaiden
pitoisuuksissa eri puolilla elimistod ei ole. Koska plasma on suurin vapaa
aminohappoallas, isotooppien vilinen suhde voidaan méarittd4 verindytteistd. Naytteiden
kerdys tapahtuu lyhyen ajanjakson sisélld, verrattuna jatkuvaan infuusioon, jossa
isotooppia on infusoitava useita tunteja. Flooding dose —menetelmin olettamuksena on,
ettd isotooppien kerta-annos ei vaikuta proteiinisynteesiin. (Chinkes, Rosenblatt & Wolfe,
1993)

4.2 TYPPITASE

Typpitaseessa mitataan ravinnon mukana saatu ja virtsan ja ulosteiden mukana menetetty
typpi. Hien, ihon ja hiusten mukana menetetty typpi on osuudeltaan vihdinen ja niiden
osuus arvioidaan kehon koon, sukupuolen ja fyysisen aktiivisuuden mukaan. Saadun ja
menetetyn typen erotuksesta saadaan selville positiivinen tai negatiivinen typpitase. Jos
arvo on positiivinen, ravinnosta saadun typen méird on suurempi kuin menetetty typpi ja
negatiivisessa taseessa menetetdin enemmin typped kuin sitd saadaan. Nami kertovat
elimiston anabolisesta ja katabolisesta tilasta. Niiden avulla ei kuitenkaan saada selville

proteiinisynteesin ja hajoamisen suuruutta. (Aro, Mutanen & Uusitupa, 1999, 105)

4.3 MUUT MENETELMAT

o qgee o

siind suhteessa, kun ]jhasproteijneja hajotetaan, joten se kuvaa koko kehon proteiinien
hajoamista. On kuitenkin osoitettu, ettd eritetystd 3-metyylihistidiinistd noin 75 % on

lihasperdistid. Sen vuoksi mitataan myds kreatiniinin pitoisuutta, joka epésuorasti kuvaa

proteiinisynteesin  tasoa. Lihasndytteiden ribosomien profillin avulla arvioidaan

translaation aktiivisuutta. (Russell-Jones & Umpleby, 1996)
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5. ALKUANNOS-JATKUVA INFUUSIO ~-MENETELMAN
PERIAATTEET

5.1 INFUUSION PERIAATTEET

Aineenvaihduntaa mitattaessa midritetisin aminohapon (substraatin) esiintyvyys ja
hidvidgminen vapaasta aminohappoaltaasta. Englannin kielessd termit ilmaistaan rate of
appearance(Ra) ja rate of disappearance (Rd). Tatkuvan infuusion tavoitteena on
saavuttaa isotooppinen tasapainotila (isotopic steady state), jollom Ra ja Rd ovat
samansuuruiset. Kuviossa 6 esitetddn tilanne, jossa leimaamatonta substraattia
mfusoidaan nopeudella 1 ml/min. Liuoksen konsentraatio on 100 mg/ml. Koska Rd on
100 mg/min, isotooppinen tasapainotila on saavutettu. (Wolfe, 1992, 119-120)

D — ‘
6o 100 mg/min Rd ©)

8! o
100 mg/mt (Q) (o]
1 mi/min o o

4

KUVIO 6. Substraattialtaan isotooppinen tasapainotila, jossa Ra=Rd. (Wolfe, 1992, 120)

Altaaseen (pool), johon substraattia infusoidaan, tulee substraattia myds luonnollisia
aineenvaihduntareitteji pitkin. Sen takia arvioitaessa steady state —tilaa on otettava
huomioon kaksi Véiyi'aléi,' joista substraattia tulee altaaseen: infuusio ja luonnollinen
esiintyvyys. Kun infausio aloitetaan, isotooppisen tasapainotilan saavuttamiseen kulw
jonkin verran aikaa, riippuen substraattialtaan koosta ja aineenvaihdunnan vilkkaudesta.
Kuviossa 7 edetdin tilanteeseen, jossa saavutetaan isotooppinen tasapainotila. Valkoiset
pallot kuvaavat leimaamatonta, luonnollisesti esiintyvii substraattia ja mustat infusoitua,

leimattua isotooppia. (Wolfe, 1992, 120)
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N .
- KUVIO 7. Isotooppisen tasapainotilan saavuttaminen, kun infusoidaan leimattua

isotooppia (valkoiset pallot=leimaamatonta substraattia, mustat pallot=leimattua
substraattia). (Wolfe, 1992, 120)

Mitattaessa leimattua ja leimziamatonta substraattia tulokset ilmoitetaan niiden vilisend
suhteena ja siti voidaan nimittdd termilli kertymi (emrichment). Kuviossa 8 esitetdin
kertymikayrd infuusion aloittamisesta tasapainotilan saavuttamiseen. Kirjaimet A, B ja C
viittaavat kuviossa 7 esitettyyn tilanteeseen. (Wolfe, 1992, 121)
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111

Enrichment

200

KUVIO 8. Leimatun ja leimaamattoman substraatin vilinen suhde (enrichment) infuusion

aloittamisesta. (Wolfe, 1992, 121)

5.2 ALKUANNOKSEN MERKITY'S

Substraatin kiertokulku voi o]la> hidasta - suuressa substraattialtaassa, joten pelkilld
infuusiolla isotooppisen tasapainotilan saavuttaminen voi vieds useita tunteja. Potilaan tai
koehenkilén hyvinvoinnin kannalta pyritdéin tasapainotila saavuttamaan mahdollisimman
nopeasti. Sen vuoksi ruiskutetaan infusoitavaa substraattia kerta—lar“lvnos ennen varsinaisen
infuusion  aloittamista, jolloin tasapainotila saavutetaan huomattavasti nopeammin.
Alkuannos ei vaikuta kertymiarvoihin, eikd hdiiritse muutenkaan  substraatin

aineenvaihduntaa. (Wolfe, 1992, 126)

Alkuannoksen tarkoituksena on saafttaa substraattialtaaseen mahdollisimman nopeasti
leimattua substraattia. Olettamuksena on, ettd alkuannoksen molekyylejd otetaan
kdytt6on samalla nopeudella kuin infusoitavaa substraattia. Graafisesti esitettyni

alkuannoksen ja infuusion kiyrd ajan suhteen on kuvion 9 mukainen. (Wolfe, 1992, 128)
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KUVIO 9. Alkuannoksen (bolus injection) ja jatkuvan infuusion (constant infusion)

kertyméd (APE=atom percent excess, atomien suhdeluku). (Wolfe, 1992, 128)

Alkuannoksen koko mi#riytyy substraattialtaan suuruuden mukaan ja se voidaan laskea

tai kokeellisesti osoittaa. Kuviossa 10 on kolmen erikokoisen alkuannoksen vaikutus

isotooppikertymifn (enrichment). Yhiendinen viiva kuvaa alkuannoksen ja infuusion

yhteisvaikutusta kertymiin. Viimeisessd kuvassa kertymiviiva on vaakasuora, miki

osoittaa alkuannoksen olevan oikeansuuruinen substraattialtaaseen ja infuusioon nihden.

(Wolfe, 1992, 130)
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KUVIO 10. Erisuyruisten alkuannosten vaikutus isotooppikeftyméiéin. (Woltfe, 1992, 130)
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5.3 INFUUSIONOPEUS JA ALKUANNOKSEN KOKO PROTEIINI-
AINEENVAIHDUNNAN TUTKIMISESSA

Infuusion nopeus ja alkuannoksen koko miirdytyvit substraattialtaan koosta, substraatin
kierron nopeudesta ja koehenkilon koosta. Kiaytinndssd tdmd tarkoittaa tietyn
| aminohapon pitoisuutta veressd. Eri aminohapoilla pitoisuus vaihtelee. Leusiinia on noin
130 nmol/ml, lysiinii 160 nmol/ml, alaniinia 140 nmol/ml ja fenyylialaniinia 50 nmol/ml
(Tipton et al., 1999) laskimoveressd. Valtimoveren pitoisuudet ovat hivenen korkeampia
(Tipton et al., 1999). Leusiini, lysiini ja fenyyhalaniini ovat valttiméttomii aminohappoja
ja alaniini ei-valttdmiton. Alaniinia muodostetaan pyruvaatista transaminaatiossa (Wolfe,
1992, 360).

Koska fenyylialaniinin konsentraatio veressd on pieni, infuusionopeus ja alkuannos ovat
myOskin  pienid. Fenyylialaniinilla kdytetiin nopeutta 0,05 pmolkg/min ja
alkuannoksena 2 pmol/kg. Leusiinilla vastaavat arvot ovat 0,08 pmol/kg/min ja 4,8
umol/kg, lysiinilld 0,08 pmol/kg/min ja 7,2 pumol/kg ja alaniinilla 0,35 umo])kg/min ja 35
pmoVlkg. (Biolo et al., 1995a; Biolo et al., 1995b)
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6. VERI- JA LIHASNAYTTEIDEN KASITTELY JA

MITTAAMINEN LABORATORIOSSA

6.1 NAYTTEIDEN KASITTELYN TARKOITUS

Leimattujen  aminohappojen  pitoisuudet madritetdsin  lihas- ja  verindytteistd.
Esikiisittelyssd aminohapot erotetaan ja puhdistetaan ioninvaihtokromatografian avulla.
Prosessi on nimeltddn deproteiinisaatio, jossa aminohappojen viliset sidokset katkeavat.
Ioninvaihtokromatografian erottelukyky perustuu ndytteen ja ioninvaihtohartsin valilld
oleviin varaus-varaus —suhteisiin. Ioninvaihtohartsi puhdistetaan hapolla ja emikselld
sekd tislatulla vedelld. Sen jéi]keen niyte kaadetaan ioninvaihtohartsiin, jolloin veri- ja
lihasniytteiden orgaaniset yhdisteet (aminohapot) tarttuvat hartsiin kemiallisten varausten
vuoksi. Hartsista ndyte irrotetaan sopivalla liuottimella ja niytettd haihdutetaan
typpievaporaatorissa ja haihduttavassa sentrifuugissa. Niyte kuivataan tdysin
vedettomiksi, silli GC/MS:n mittauskyky heikkenee, jos niyte sisdltad vettd. (Lahti,
2000)

6.2 DERIVATISOINTI

Jotta mittauksessa pystytddn kiyttimiddn GC/MS:a, nidytteistd tehdddn johdannaisia
derivatisoimalla ne. Derivatisoinnissa niytteeseen lisdtddn yhdistettd, joka on
kemiallisesti pysyvi, limpotilan vaihteluita kestdvd, mutta haihtuva alle +300 asteessa.
Derivatisoinnin tarkoituksena on lisdtd haihtuvuusominaisuuksia ja parantaa niytteen
kromatografista ilmentyvyytti ja toimivuutta. Derivatisointireagenssina kaytetdin
yleisesti joko NAP- (N-asetyyli, n-propyyli) tai t-BDMS- (tertifiirinen butyyli-di-
metyylisilyyli) derivaattaa. NAP-derivaatta pysyy stabiilina useita kuukausia, kun taas t-
BDMS-derivaatta on stabiili vain muutaman viikon (Wolfe, 1992, 37; Lahti, 2000)

Niytteet derivatisoidaan useimmiten mittauspdivini. Derivatisointireagenssista riippuen
niytteet pysyvit mittauskelpoisina kahdesta viikosta useisiin kuukausiin. Derivatisoinnin
jilkeen niytteet siirretddn vialleihin, jotka suljetaan ilmatiiviilli korkilla. Jos naytteet
joudutaan ajamaan useaan kertaan, korkit vaihdetaan, jotta vettd tai muita epépuhtauksia

el padse niytteeseen. (Lahti, 2000)
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6.3 MITTAAMINEN KAASUKROMATOGRAFI-

MASSASPEKTROMETRILLA

Niytteiden isotooppikertymi (isotopic enrichment) mitataan laitteella, jossa yhdistyvit
kaasukromatografi ja massaspektrometri. Kromatografiassa yhdisteet erottuvat liikkuvan
ja stationddrifaasin vilitykselli. Kaasukromatografissa liikkuva faasi on kaasu (helium,
vety, typpi). Laitteen heﬂ<kyys ja nopeus riittdvdt erottelemaan aminohapot. |
Kaasukromatografin vaatimuksena on niytteiden kyky hoyrystyd, mutta niiden on oltava
riittdvin  stabiileja anainyijIL Néiistéi syistd  nidytteet  derivatisoidaan.
Massaspektrometrissd yhdiste hajotetaan elektronipommituksella edelleen ioneihin, joita
voidaan kontrolloida jdnnitteen ja sihkokentidn avulla. Kun halutaan lisdti GC/MS:n
herkkyyttéi; kiytetdin SIM-tekniikkaa (selected ion monitoring). Sen avulla voidaan
keskittyd tarkastelemaan vain tietyn molekyylipainon omaavia ioneja. Koska leimatun
aminohapon molekyylipaino on suurempi kuin Inonnollisesti esiintyvéin aminohapon,

leimaamattoman ja leimatun aminohapot -erottuvat GC/MS:1td ja aminohappojen ionien

2000)
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KUVIO 11. GC/MS:n kaaviokuva (GAS CHROMTOGMPHY = kaasukromatografi,
SEPARATOR = erdttaja, MASS SPECTROMETER = massaspektrometri, Inject sample =
néiyttéen mjektointi, Carrier Gas = kantajakaasu, Vacuum pump = vakuumipumppu,
‘Ionizing Source = ionisointildhde, High Vacuum Region = alipainealue, Focusing Lenses
= tarkentavat linssit, ‘Quadn‘tpole Mass Analyzer = nelitahoinen massan ahalysoija,
Electron Multiplier = elektronivahvistin, Data System = tietokoneohje]misto, Display. =
nitts). (Wolfe 1992, 38) "
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7. KOLMIALLASMALLI JA SITHEN PERUSTUVAT
LASKUTOIMITUKSET

Kaasukromatografi-massaspektrometristd saaduista tuloksista voidaan laskea isotoopin
kertym# korjauskertoimien avulla ja pitoisuus sisdisen standardin avulla. Kertymi- ja
pitoisuusarvot sijoitetaan kolmiallasmalliin, jossa tarvitaan veren virtausarvoja

. kuvaamaan aminohappojen virtausta eri yksik6iden vililli. (Biolo et al., 1995b)

7.1 PITOISUUDEN LASKEMINEN SISAISEN STANDARDIN
MENETELMALLA

GC/MS:n luvut kertovat leimatun isotoopin ja luonnollisen isotoopin vilisen suhteen eli
kertymin (E, enrichment). Kertymi tarkoittaa samaa kuin TTR (tracer to tracee ratio).
Sisdisen standardi on leimatun isotoopin kanssa mahdollisimman samankaltainen aine,
jota lisdtddn niytteeseen tunnettu m#ird. GC/MS mittaa sisdisen standardin kertymin
samalla kertaa kuin ndytteen isotoopin kertymin. Kun tunnetaan niytteen tilavuus,

laskukaava voidaan ilmoittaa seuraavasti:
C=Qs /(V * Exs)

missid C = konsentraatio (nmol/l),

Qs = sisdisen standardin maadra (nmol),

V = nidytteen tilavuus (1),

Ejs = sisdisen standardin kertymid GC/MS:1la mitattuna. (Biolo et al. 1995b)

Sisdisen standardin avulla voidaan selvittdd isotoopin kertymd myds lihaksen
intrasellulaaritilassa. . Laboratorioanalyyseissi lihasndytteen jauhamisen yhteydessd
erotetaan supernatantﬁ ja timéan liuoksen kertymé edustaa lihaksen pitoisuutta. (Biolo et
al., 1995b; Lahti, 2000)
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7.2 KORJAUSKERTOIMET

Aminohappojen pitoisuuden laskemisessa on otettava huomioon tuloksiin vaikuttavia
tekijoitd, jotka pystytddin vilttim#din korjauskertoimilla. Pitoisuuden laskemisessa
kéytetddin kahta erilaista korjausmenetelmid; isotooppikorjauskerrointa ja overlapping-
korjauskerrointa. (Wolfe, 1992, 65)

Isotooppikorjauskerroin  ( “skew”  correction factor) huomioi alkuaineen
isotooppijakauman. Lihes kaikki alkuaineet esiintyvdit myos luonnostaan yhtd yksikkod
painavammassa muodossa. Esimerkiksi "H esiintyy 99,985 % ja deuteriumia (*H) 0,015
% kaikista vetyatomeista (Taulukko 3). Sen takia GC/MS:std saatu kertymdarvo ei ole
todellinen, silli se sisdltdid myds luonnollisesti esiintyvin isotoopin. Todellinen lukema

saadaan kaavasta
E.=E * 1/(1+An),

missi E; = todellinen kertymi,
E = kertymi GC/MS:1t4,
A = leimauksessa kiytetyn isotoopin lnonnollinen esiintyvyys,

Esimerkiksi kun infusoidaan *Hs leimattua fenyylialaniinia, aminohappomolekyylin
hiiliatomissa on viisi deuteriumatomia ja silloin korjauskerroin = 1/(1 + 0,00015 * 5) =
0,999251. Jos GCMS:n ilmoittama kertym#arvo H; -fenyylialaniinille on 7,38 %,
tode]]inen luku on silloin E.=17,38 *(0,999251 = 7,374 %. (Wolfe 1992, 66)

Vastaavat korjaukset lasketaan myos sisdiselle standardille. Sisdisend standardina
kiytetddn yleensd samaa aminohappoa, joka on leimattu muulla alkuaineella tai toisella
isotoopilla kuin infusoitu isotooppi. Esimerkiksi ’Hs;  -fenyylialaniinin sisdisend
standardina voidaan kiyttid >Cs -fenyylialaniinia (Tipton et al., 1999a). (Wolfe, 1992,
66)

Overlapping-korjausta kiytetddn silloin, kun infusoidaan kahdella alkuaineella leimattua
aminohappoa tai kun sisdinen standardi héiritsee aminohappokertyméi. Teoreettisesti
GC/MS ilmoittaa m+1 ja m+2 Kkertym#arvot. M+l on myotdvaikuttanut m+2
esiintyvyyteen yliarvioiden sitd. Jos esimerkiksi infuusiolivos siséltda BC-leusiinia ja

BN-13C-leusiinia, GC/MS:sti saadaan luotettava °C -leusiinin kertymi, mutta toisen
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isotoopin kertymi yliarvioidaan. N-">C -leusiinin kertymi on siis todellista suurempi,

silld se sisdltdd myds infusoidun isotoopin kertymin (*’C-leusiini on edellytyksend °N-
B3C  Jeusiinin muodostumiselle). Koska laskutoimituksissa halutaan kisitelldi vain
todenmukaisia arvoja, kertymiarvot korjataan overlapping-kertoimen avulla. Kerroin
saadaan vihentimilld m+2 kertymistd m+1 kertymi, joka on kerrottu m+1 luonnollisella
esiintyvyydelld. Kertoimen matemaattinen muoto on esitetty kuviossa 12. (Wolfe, 1992,

67-68)

TIRM + k) = [(ﬂ‘-ﬁ) - (Piﬂ‘) J - ki TIRM + §) (PM*““D
Py /s Pu /o j=1 : P o

M

KUVIO 12. Overlapping-kertoimen matemaattinen malli. (Wolfe, 1992, 67)

7.3 KOLMIALLASMALLI

Kolmiallasmallin kehittelyn pohjana on ollut A-V —eron (valtimo- ja laskimonaytteiden
erotus) midrittdminen. Siind aminohappojen likettd kuvataan vain valtimon ja laskimon

vililli. A-V —ero ei ota huomioon aminohappojen uudelleenkiyttod (de novo —synteesi),

. jolloin synteesii ja hajoamista hieman aliarvioidaan. Biolo et al. (1995ab) kehitti

menetelmin, jossa myds lhaksen intrasellulaaritilan aminohappojen kertyméi ja
pitoisuutta mitataan. Kolmiallasmalliksi kutsutussa menetelmissd voidaan yhdistad
useampia merkkiaineita, esim. vilttimittomii ja ei-vilttiméttomid aminohappoja, jolloin
saadaan selville de ﬁovo —synteesin  osuus. Kolmiallasmalli huomioi niyds
aminohappojen virtauksen suoraan valtimosta laskimoon. (Wagenmakers, 1999)

Kolmiallasmallin yksikt ja substraatin kulkureitit on piirretty kuvioon 13.
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Fin

Fv,a

F out

KUVIO 13. Kolmiallasmalli reiden lihaksen aminohappoaineenvaihdunnasta. (esim.
Biolo et al., 1997; Biolo et al., 1995a,b; Volpi et al., 1998)

Kolmiallasmallin aminohappoaltaat ovat valtimo (A), laskimo (V) ja lihas (M) ja ne on
yhdistetty nuolin osoittaen substraatin yksisuuntaisen virtauksen yksikodiden vililld.
Aminohapot siirtyvit kudokseen reisivaltimon kautta (F im) ja poistuvat reiden
laskimosta (F out). F v,a tarkoittaa aminohappojen suoraa virtausta valtimosta
laskimoon. F m,a ja F v,m merkinnoilli ilmoitetaan aminohappojen kulkeutumista
valtimosta lihaksen intrasellulaaritilaan ja intrasellulaaritilasta laskimoon. F 0,m
tarkoittaa aminohappojen hdvidmistd intrasellulaaritilasta ja vastaavasti F m,0
aminohappojen ilmaantumista intrasellulaaritilaan. Fenyylialaniini ja lysiini eivit hapetu
lihaksessa, joten F O,m ilmoittaa, miten paljon n#itd aminohappoja hyddynnetdlin
protefinisynteesiin (PS). Leusiinia k#ytettdessi on huomioitavaa, ettd sitd voidaan
hapettaa lihaksessa ennen kuin se siirtyy intrasellulaaritilaan. Leusiinille ' O,m on siis
proteiinisynteesin  ja hapetetun leusiinin mé##rd. Ei-vilttimittomille aminohapoille
(alaniini) F 0,m on proteiinisynteesin ja de novo —synteeéin méaard. Proteiinien hajoamista

(PB) kaikilla aminohapoilla kuvaa F m,0. (Biolo et al., 1995a,b)

{
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Aminohappokinetiikan parametrit on midritelty seuraavasti:

Fin=C, * BF
Fout=C, *BF

NB = (C,-Cy) * BF
Fm,a = {[(EmEV)/(Es-Ew)] * Cy + G} * BF
F vym = {[(Ew-E\)/(Es-Ew)] * Cy + Gy} * BF
- Fvia=Fin-Fma

Fm0=Fm,a* (EJ/E,~-1)
FO0,m=F m,0 + NB

mlssa C. ja Cy ovat reiden valtimon ja laskimon aminohappokonsentraatiot. Ep, E, ja E,
tarkoittavat lihaksen, laskimon ja valtimon kertymii. BF on reiden veren virtausnopeus,
joka saadaan mitattua indosyaniiniviriaineen avulla (Jorfeldt & Wahren 1971). NB
ilmoittaa aminohappojen nettotasapainon jalan lihaksessa. Vastus lateralis -lihasta
kiytetddn kuvaamaan koko jalan aminohappokinetiikkaa, silli sen hitaiden ja nopeiden
lihasfiibereiden jakauma on suunnilleen sama kuin koko jalan lihaksistossa. (Biolo et al,
1995b)

7.4 VEREN VIRTAUSNOPEUDEN MITTAAMINEN

Veren virtausnopeus vaikuttaa substraattien kuljetukseen, energian kulutukseen ja
lihaksen aineenvaihdunnan aktiivisuuteen. Virtausnopeus vaihtelee syddmen sykkeen
syklistdi riippuen. Vaihteln on niin nopeaa, ettei silld ole merkitystd
aineenvaihduntatutkimuksissa, jossa mittausjakso on huomattavan pitkd. Virtauksen

keskiarvo on riittivin tarkka kuvaamaan steady state —tilaa. (Radegran, 1999)

Virilaimennusmenetelmdlli voidaan mitata veren virtausnopeutta levossa ja
kuormituksen aikana. Menetelmidssi infusoidaan indosyaniini-viriainetta (ICG)
reisivaltimoon ja ndytteitd kerdtdsn yhtd aikaa reisilaskimosta ja perifeerisestd laskimosta.
Ennen kuin ﬁﬁyttéité aletéan keréiﬁmﬁﬁn,. infuusion on saavutettava steady state —tila eli
indosyaniini on kiertdnyt ison ja pienen verenkierron lipi. Levossa steady state —tilan
saavuttamiseen kuluu kolme minuuttia ja kuormituksen aikana tai heti sen jilkeen 1 min
20 s. (Jorfeldt & Wahren, 1971)
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Niytteet siilytetdfin huoneenlimmdssi ennen sentrifugointia. Sentrifugoinnissa erottunut

seerumi kaadetaan kyvettiin ja mitataan spektrofotometrilli aallonpituudella 805 nm.
Spektrofotometri kalibroidaan mitatun vahvuisella indosyaniini-seerumi —liuoksella.

Spektrofotometrin tulokset sijoitetaan kaavaan

F.= E (C_i_'Cg)
(C-Gp)(1-HCT)

missi FL = veren virtausnopeus jalassa (ml/min),

F; = infuusionopeus (ml/min),

C; = indosyaniinin konsentraatio (Umol/l),

C, = indosyaniinin konsentraatio reisilaskimossa (Lmol/1),

C; = indosyaniinin konsentraatio perifeerisessd laskimossa (umol/l),
HCT = hematokriitti.

Hematokriitin perusteella saadaan koko veren virtaus, kun niytteistd analysoidaan vain
seerumia. (Jorfeldt & Wahren, 1971)

Veren virtausnopeus suhteutetaan jalan tilavuuteen, jota lasketaan jalan ympérysmittojen
avulla. Ympérysmitat otetaan kuudesta kohdasta ja niiden vilinen pituus mitataan.
Jalkaterdn pituuden ja korkeuden sekd nilkan ympidrysmitan perusteella lasketaan
jalkaterdn tilavuus, joka lisitddn koko jalan segmenttien yhteenlaskettuun tilavuuteen
(Liite 1.). Lihaksen osuus on noin 60 % koko jalan tilavuudesta, jolloin luiden, rasvan,
ihon, jidnteiden ja muiden kudosten yhteenlaskettu osuus on noin 40 %. Jones &
Pearsonin (1969) julkaisema jalan tilavuuden laskukaava huomioi muiden kudosten
osuudet, jolloin jalan tilavuuteen suhteutettu veren virtausnopeus kuvaa pelkistédin jalan
Lihaksen veren virtausnopeutta. (Biolo et al., 1995a; Jorfeldt & Wahren, 1971; Jones &
Pearson, 1969)

Veren virtausnopeuden muutokset heijastavat proteiiniaineenvaihduntaan. Verenkierron
lisisintyessd vapaat aminohapot kulkeutuvat nopeammin kudoksiin. Kuormituksen
jilkeen tehdyissd mittauksissa veren virtaus on 5-6 ml/min/100ml jalan tilavuudesta, kun
taas levossa arvot ovat noin 3 ml/min/100 jalan tilavuudesta. (Biolo et al, 1995b;
Rasmussen et al., 2000)
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8. ISOTOOPPIMENETELMAN ONGELMAT

8.1 MENETELMAN FYSIOLOGISET OLETTAMUKSET

Isotooppimenetelmé perustuu tiettyihin fysiologisiin olettamuksiin. Laskutoimituksissa ei
oteta huomioon sitd, etti leimattua aminohappoa voidaan kayttdd uudelleen synteesiin,
kun se proteiinien hajoamisen tuloksena on padssyt takaisin intrasellulaaritilaan.
Aminohappojen  kierto  vapaasta aminohappoaltaasta kudokseen ja  takaisin
aminohappoaltaaseen vaihtelee eri aminohapoilla. Kierron nopeus riippuu aminohapon
pitoisuudesta intrasellulaaritilassa. Fenyylialaniinilla kierron nopeus on 0,5 * 0,1 h,
leusiinilla 0,4 + 0,1 h, lysiinilld 2,1 + 0,3 h ja alaniinilla 0,8 + 0,1. (Rasmussen et al,,
2000; Biolo et al., 1995a)

Menetelmissd  tulee  huomioida  aminohappojen  erilainen  ameenvaihdunta.
Fenyylialaniina ja lysiinii ei hapeteta lihaksessa. Niitd kiytettdessd kaikki lihaksen
intrasellulaaritilasta hﬁVinnyt aminohappo tarkoittaa aminohapon hyviksikdyttod
proteiinisynteesiin. Leusiinia hapetetaan lihaksessa, jolloin lihaksen intrasellulaaritilasta
hivinnyttd aminohappoa kéytetdin synteesiin tai - ehergiaksi. Jos leimattuna
aminohappona on pelkistddn leusiini, myds hapettuneen leusiinin midrd tulee mitata
uloshengitysilmasta (Tarnopolsky et al, 1991). Kun ei-vilttimdtontd aminohappoa
kiytetdsn merkkiaineena, on huomioitava, etti elimistd pystyy valmistamaan nditd
aminohappoja my0s itse. Alaniinilla mitattaessa lihaksen intrasellulaaritilaan tulleen
alaniinin m#drd kuvaa proteiinien ha]oamjsesta vapautunutta ja pyruvaatista

muodostunutta alanuma (Biolo et al., 1995b)

Kudoksen kertyman ja veren ammohappop1t01suuks1en uskotaan edustavan koko
intrasellulaaritilaa. Intrasellulaaritilasta on erotettava ekstrasellulaaritila, jonka kautta
aminohapot siirtyvit takaisin vereen. Ekstrasellulaaritilan kertymé- ja pitoisuusarvot ovat

intrasellulaaritilan ja laskimon kertymien ja pitoisuuksien vililld. (Biolo et al., 1995¢)

Intrasellulaaritilan tulee olla homogeeninen, jolloin kaikkien aminohappojen
hyddyntiminen on niiden pitoisuuteen suhteutettuna samanlaista. Liséksi oletetaan, ettd
kaikki proteiinisynteesiin kaytettivit aminohapot otetaan vapaasta aminohappoaltaasta. -

(Rasmussen et al., 2000)
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Leimattujen merkkiaineiden kiytossd yleensi oletetaan, etti leimattu aine ei héiritse

Iuonnollisesti esiintyvdd substraattia. Lisdksi leimatun aineen tulee jiljitelld Inonnollisen
substraatin aineenvaihduntaa. Leimattujen. merkkiaineiden infusointi saattaa hiiritd
substraatin luonnollista aineenvaihduntaa, jos infuusionopeus on suuri. Suuri
infuusionopeus on usein vilttamitonti, jotta merkkiaine nikyy GC/MS:ssd. (Wolfe 1992,
14-15)

Jalan  lihaksen  proteiiniaineenvaihdunta on 8590 %  koko  jalan
proteiiniaineenvaihdunnasta. IThon, luun ja rasvakudoksen aineenvaihdunnan ei uskota
olevan merkittivi tekiji aineenvaihdunnassa, eikd niitdi huomioida kolmiallasmallissa.
Lihasniytteet otetaan vastus lateralis -lihaksesta, jollom sen nopeiden ja hitaiden

Lihassolujen suhde vastaa koko jalan lihasten lihassolusuhdetta. (Biolo et al. 1995a)

8.2 VERI- JA LIHASNAYTTEIDEN KASITTELY

A-V —mallin mittauksissa on havaittu, ettd valtimon ja laskimon pitoisuuksien muutokset
tapahtuvat eri nopeudella. Kun valtimon pitoisuus nousee toiselle steady state —tasolle,
laskimon pitoisuus kohoaa myShemmin uudelle tasolle. Vastaavasti valtimon pitoisuuden
laskiessa, laskimon pitoisuus alenee pienelli viiveelldi. Naiden tekijdiden vuoksi
verindytteiden oton ajoitus on tirkedd. Nykykdsityksen mukaan nelji niytettd tasaisin
intervallein on riittivd, kun jokaisesta niytteestdi midritetdfin vield rinnakkaisniytteet.

(Macdonald, 1999)

Kolmiallasmallin heikkoutena on lihaksen intrasellulaaritilan kertym#arvon mi4ritys.

Midrityksen  tarkkuus  ja  toistettavuus  rijppuu  suurelta  osin  ndytteen

.....

(Wagenmakers, 1999)

Niytteet homogenisoidaan ja liuotetaan hapossa. Homogenisoinnin 'j/a happoliotuksen
tarkoituksena on erottaa rasva ja veri lihaskudoksesta, jolloin jéljelle jaivi niyte sisiltad
vain lihasproteiineja. Jos lihasniytteeseen jai 'likaa’, GC/MS:n erottelukyky heikkenee,
jolloin kertymi- ja pitoisuusarvot vaihtelevat suuresti. Puhdistamattoman ja puhdistetun

néytteen vililld pitoisuusero voi olla yli 20 %. Pitoisuusero tulee nékyviin substraateissa,
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joiden  pitoisuus  intrasellulaaritilassa  on  huomattavasti  suurempi  kuin

ekstrasellulaaritilassa (aminohapot). (Wagenmakers, 1999)

Valtimo- ja laskimoniytteitd otetaan yleensi neljin ndytteen sarjoissa. Silloin niiden
toistettavuusarvot voidaan méirittad. Sen sijaan lihasniiytteitd saadaan vain yksi, jolloin
neljin  verindytteen arvoista lasketaan keskiarvot vastaamaan yhtd lihasndytetta.
(Wagenmakers, 1999)

Kolmiallasmallin vahvuutena on pieni nidytekoko, koehenkildiden turvallisuus (verrattuna
radioaktiivisiin isotooppeihin) ja lihasniytteestd saatava lisdinformaatio verrattuna
pelkkiin A-V -malliin. Lihasniytteen kertymé#arvoista tulisi saada lisitietoa. Varsinkin

niytteiden toistettavuus ja tarkkuus on kyseenalaista. (Wagenmakers, 1999)

8.3 VEREN VIRTAUKSEN MITTAAMISEEN LIITTYVAT ONGELMAT

Indosyaniini-viriaineen infuusio veren virtauksen mittaamiseen on luotettava menetelmad,
kun steady state —tila on saavutettu. Levossa steady state saavutetaan kolmessa
minuutissa ja kuormituksen aikana tai jilkeen 1 min 20 sekuntia riittd4 steady state -tilan
saavuttamiseen. Menetelmd ei myoOskdin rajoita kuormitusmallia. Menetelmin
heikkoutena on sen invasiivisuus (tehdddn paljon kliinisii toimenpiteitd) ja niytteiden
kerdys verrattuna muihin menetelmiin (esim. MRI = magnetic resonance imaging ja
termodiluutio). Kuormituksessa veren virtaus nousee nopeasti ja sopeutuu kuormituksen
aikana lihastyon aiheuttamiin paineen muutoksiin verisuonissa. Mittausmenetelmén tulisi
rekisteroidd  virtausnopeus lihaksen supistus- ja relaksoitumisvaitheen aikana.
Palautumisen aikana veren virtausnopeus laskee, kun aineenvaihduntaa aktivoivien ja
lihaksen mekaanisten tekijoiden (enstyymit, hormonit) vaikutus vihenee. Kuormituksen

jilkeen mitatut arvot eivit siis kuvaa kuormituksen aikaisia arvoja. (Radegran, 1999)

8.4 MENETELMAN TOISTETTAVUUS JA LUOTETTAVUUS

Verindytteiden toistettavauden mittauksissa johtopdidtoksend on, ettd tarvitaan neljd
ndyteparia ja jokaisesta ndytteestd rinnakkaismidritys. Néiden keskiarvoa pidetddn

Inotettavana arvona. (Macdonald, 1999)
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Lahti (2000) kisitteli kaksi ndytesarjaa ja mittasi molemmista niytesarjoista rinnakkaiset

niytteet. Rinnakkaisten niytteiden keskiarvojen vaihtelu niytesarjojen vililli oli noin 4
%. (Lahti, 2000)

Vaikka <Wagenmakers (1999) artikkelissaan epéilee lhasniytteiden kdsittelyn
luotettavuutta, Patterson et al. (1997) tutkimuksellaan kumoaa ni#mi epiilyt.

‘Lihasniytteiden kertyméarvot ovat usein hyvin pienid, jolloin laitteen on oltava tarpeeksi
erottelukykyinen. Mitatut kertymiarvot nousivat lineaarisesti 0-0,01 % valilli (r*
=0,9999). Kolme rinnakkaisniytettd eivit eronneet toisistaan. Injektoidun niytteen mairi
ei vaikuttanut mittaustulokseen, jolloin niytettd voidaan injektoida 0,1-2 nmol.~
GC/MS:1ld pystytddn mittaamaan Iuotettavasti pienidkin kertymifi, kun valitaan oikea
merkkiaine ja soplvat GC/MS n ajo- olosuhteet A]kalsemmm kaytettun pelkastaan
ja 1sot00pm BC. GC/MS 1 voidaan mltata pienid niytteiti ja useita eri isotooppeja.

GC/MS:n kiytossd on tiettyjd rajoituksia. Isotoopin on hyvd olla vihintdsn kolme
yksikko3 painavampi kuin luonnollinen isotooppi. Esimerkiksi *Hs-fenyylialaniinissa on
viisi vetyd korvattu *H-isotoopilla ja GC/MS:ssi se nikyy viisi yksikkod painavampana
kuin luonnollinen fenyylialaniini. (Patterson et al., 1997)

Hallidayn ja McKeranin (1975) tutkimuksessa GC/MS:n toistettavuutta mitattiin 14
kuukauden ajan. Niytteet valmistettiin vikevistd ammoniumsulfaatista ja albumiinista.
Mittauksia tehtiin yhteensi 13. Ammoniumsulfaatilla kertymin keskihajonta oli 0,21 %
ja albumiinilla 0,20 %. Rinnakkaisndytteiden variaatio oli alle 0,02 % kertymiarvoista.
Niytteiden koolla (25-100 pg) ei ollut vaikutusta toistettavuuteen.

Calder et al. (1999) tutkivat veren ja plasman aminohappoja GC/MS:11i t-BDMS-
derivatisoinnin  jilkeen. ‘Toistettavuutta mitattiin iO rinnakkaisesta  veri- ja
plasmaniytteestd. Yhtd poikkeusta lukuun ottamatta variaatio oli < 1.0% (aspartaatilla 1.8
%). Aminohappoja lisittiin plasmaan tai vereen 96-103 %, mutta aspartaattia liséttiin
vihemmin, TAmi saattaa olla syynd suurempaan variaatioon. Korrelaatiokerroin oli
0.9999.

Van Eijkin et al. (1999) tutkimuksessa korrelaatiokerroin vaihteli 0.9984 ja 0.9997
vililli. Keskihajonta vikevissd niytteissd oli 0.1-0.5 % ja lajme‘ammissa néytteissd 0.2-
0.8 %. Calderin et al. (1999) ja van Eijkin et al. (1999) tutkimuksien perusteella
GC/MS:n toistettavuus on suurilla vikevyyksilli hyvad, mutta heikkenee niytteen ollessa

laimeampi.
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9. TUTKIMUSONGELMAT JA HYPOTEESIT

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdf proteiiniaineenvaihduntaa mittaavan isotooppi-
menetelmin toistettavuutta ja tarkkuutta rinnakkaisniytteiden avulla sekd osoittaa
hypertrofisen  maksimivoimaharjoituksen  aiheuttavan muutoksia  proteiiniaineen-

vaihdunnassa isotooppimenetelmilli mitattuna.
Tutkimusongelmat:

1. Onko isotooppi-infuusio -—menetelmi toistettava menetelmd proteiiniaineen-
vaihdunnan mittaamiseen?
2. Riittddkd menetelmin tarkkuus erottamaan maksimivoimaharjoituksen aiheuttamat

muutokset proteiiniaineenvaihdunnassa?

Hypoteesit:

H; Isotooppi-infuusio on toistettava menetelmd proteiiniaineenvaihdunnan
mittaamiseen.

H, Menetelmiin tarkkuus on riittivd, jotta maksimivoimaharjoituksen aiheuttamat

muutokset proteiiniainee-vaihdunnassa tulevat esiin.

Isotoopi-infuusio —menetelmidd on kiytetty 1990-luvulta alkaen (Wolfe, 1992). Sitd
pidetdin tdlli hetkelld parhaimpana proteiiniaineenvaihdunnan tutkimusmenetelméni,
koska silli pystytéﬁin jiiljittelemﬁéin aminohappojen luontaista aineenvaihduntaa in vive.
Menetelmin tarkkuus ei ole vakuuttanut kaikkia tutkijoita, silli menetelmid on
monivaiheinen ja vaatii  tarkkoja laboratorioanalyyseji. (Wagenmakers, 1999). Calderin
et al. (1999), van Eijkin et al. (1999) ja Pattersonin et al. (1997) mukaan verindytteiden
analyysin toistettavuus on hyvd (korrelaatiokerroin 1=0,9999-0,9987) , kun néytteet ovat
vikevid. Isotoopin pienemmilld pitoisuuksilla verindytteiden toistettavuusarvoja ei ole
mitattu. Isotooppi-infuusio —~menetelmissd merkkiaineiden pitoisuus on huomattavati
pienempi kuin Calderin et al. (1999) ja van Eijkin et al. (1999) tutkimuksissa. Isotooppi-
infuusio -menetelmid voidaan  kéyttdi kuvaamaan maksimivoimaharjoituksen
aiheuttamia muutoksia proteijniajneenvajhdunnassa, jolloin proteiinien synteesi ja

hajoaminen kiihtyvit heti voimaharjoituksen jilkeen. (Biolo et al., 1995b)
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10. MITTAUSMENETELMAT

10.1 KOEHENKILOT

Koehenkilst  (lepomittauksessa n=4, kuormitusmittauksessa n=4) olivat terveiti,
liikunnallisesti aktiivisia 22-37 -vuotiaita miehid, joilla ei ollut todettu mitdin
proteiiniaineenvaihduntaan  vaikuttavia  sairauksia  (diabetes, ruoka-aineallergiat,
hormonaaliset hiiriot) (Taulukko 4). Koehenkiltille selvitettiin kirjallisesti ja suullisesti
mittauspdivini tehtidvit toimenpiteet ja koehenkil6t allekirjoittivat suostumuslomakkeen.
Tutkimussuunnitelma ja koehenkiltiedote oli hyvaksytty Jyviskyldn yliopiston eettisessd

toimikunnassa seki Keski-Suomen Sairaanhoitopiirin eettisessi toimikunnassa.

TAULUKKO 4. Kochenkildtiedot (n=8).

KA (v) 26,4%5,0

PITUUS (cm) 180,52+ 9,4

PAINO (kg) 80,0 % 10,9
HEMOGLOBIINI (g/]) 153+ 12
HEMATOKRIITTI (%) 143133
SENKKA (mm/h) 28 %13
GLUKOOSI (mmol/l) 4303
KOKONAISKOLESTEROLI (mmoll)  4.2%0,7
HDL-KOLESTEROLI (mmol/) 13402
JALAN TILAVUUS () 101+13

10.2 KOEASETELMA

Koehenkiloiden tuli vilttdd raskasta fyysistd aktiivisuutta viikkkoa ennen mittausta ja
mittausta edeltivind péivind likunta oli kokonaan kielletty. Kaikki koehenkilot tayttivit
ruokapiivikirjaa viiden pidivdn ajan ja harjoituspiivikirjaa kahden viikkon ajan ennen
mittausta. Henkilot tulivat mittaukseen paastonneena edellisestd illasta alkaen.
Mittauspdivin aikana he saivat juoda vettd ja tarpeen tullen kidydd vessassa. Nelji

koehenkilod suoritti alaraajojen lihaksia kuormittavan hypertrofisen
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maksimivoimaharjoituksen. Maksimivoimaharjoituksen tiedetdin aiheuttavan muutoksia

proteiinien synteesissd ja hajoamisessa. Liikkeen maksimitoistomadrd (8-10 RM)

.......

Koehenkil6t mitattiin  kuvion 14 mukaisesti. Lepomittauksessa koehenkilot olivat
vuodelevossa  koko mittauksen  ajan. Kaikilta  koehenkil6iltd otettiin
‘proteiiniaineenvaihdunnan mittausta varten yhteensd kahdeksan niyteparia valtimosta ja
10 niyteparia laskimosta. Néaytepari tarkoittaa 2 x 2 ml verta eri koeputkiin laitettuna.
Laskimoniytteiti oli enemmin, koska taustaniytteet otettim kisivarren laskimosta. T4mi
ei vaikuttanut mittaustuloksiin, koska tarkasteltavaa 2Hs-fenyylialaniinia ei oltu vield
infusoitu. Molempien mittausjaksojen (mittausjakso 1 = 135, 145, 155, 165 minuuttia
infuusion aloittamisesta; mittausjakso 2 = 270, 280, 290 ja 300 minuuttia infuusion
aloittamisesta) neljin verindytteen tuloksista laskettiin keskiarvo, joka suhteutettin
mittausjakson lopulla otettuun lihasniytteeseen. Koska lihasnéytteen ottaminen vaikuttaa
veren virtaukseen, sitd ei voitu ottaa verindytejakson keskelld tai alussa, vaan paras
vaihtoehto oli ottaa se vilittomisti viimeisen verindytteen jélkeen. Kuormitus ei
vaikuttanut aikatauluun vaan kaikki tarvittavat nidytteet otettiin samaan aikaan infuusion
aloittamisesta kuin lepomittauksessa. Verindytteistd néytesarjat 1 ja 2 kisiteltiin erikseen
laboratoriossa ja jokaisesta nidytteesti ajettin GC/MS:1A kaksi rinnakkaista tulosta.
Jokaisesta yksittdisesti ndytteestd saatiin siis nelji rinnakkaista tulosta. Lihasniytteistd

jokaisesta niytteestd saatiin kolme rinnakkaista tulosta.

Veren virtauksen mittaamiseen tarvittavat ndytteet (2 ml reisilaskimosta ja 2 ml
kyynirlaskimosta) otettiin samaan aikaan kuin proteiiniaineenvathdunnan mittaukseen
tarvittavat ndytteet. Molemmilta mittausjaksoilta saatiin nelja tulosta (135, 145, 155, 165
ja 270, 280, 290, 300 minuuttia infuusion aloittamisesta), joiden keskiarvoa kiytettiin

lopullisissa proteiiniaineenvaihdunnan muuttujissa.
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KUVIO 14. Koeasetelma.

10.3. AINEISTON KERAYS

Esivalmistelut

Mittauspdivin tarkka ohjelma on esimerkkind liitteessi 1. Koehenkilot saapuivat
paastotilassa Jyviskylin yliopiston Liikunta- ja terveyslaboratorion liikuntabiologian
laitokselle, jossa heidit punnittiin ja otettiin verindytteet hematokriitin, hemoglobiinin ja
kolesterolin miirittimistd varten. Sen jilkeen heiddt kuljetettin Keski-Suomen
Keskussairaalalle mittausta varten varattuun huoneeseen. Jalan tilavuus mitattiin ennen
infuusion aloittamista. Jalan ympirysmitat mitattin mittanauhalla seitsemisti eri
kohdasta ja jalkaterdn pituus ja korkeus mitattiin (Liite 2). Mittaus suoritettiin kaksi
kertaa ja kaikkien koehenkiloiden mittauksen teki sama henkil®.

Taustaverindytteet

Polyuretaanikatetri (koko, 18G; HydrocathTM, Ohmeda, Iso-Britannia) asetettiin
vasemman  kyyndrvarren  laskimoon. Samalla  otettiin  taustaverindytteet
proteiiniaineenvaihdunnan ja veren virtauksen mittaamiseen. Taustaverindytteet otettiin
Kiisivarren laskimokatetrin avulla ruiskuun, josta sopiva midri ndytetti jaettiin
koeputkiin. “Hs-fenyylialaniinin (Cambridge Laboratories, USA) alkuannos ja infuusio
kiynnistettiin heti taustaverindytteiden jilkeen.
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Infuusioliuoksen valmistaminen

Tarvittava “Hs-fenyylialaniinin mizra laskettiin tarkasti koehenkilén painon mukaan
(Lite 3). Aminohappoa punnittiin laskettu m#drd ja jauhe liuotettiin steriilisti
fysiologiseen suolaliuokseen ja imettiin ruiskuun. Koska infuusiolinokset valmistettiin
muutamaa vuorokautta aikaisemmin, ruiskuun laitettiin aminohappoliuoksille tarkoitettu
suodatin sterij]jsdeen yllapitamiseksi. Ruiskut siilytettiin viiledissd mittauspidivdin asti.
Alkuannos oli 2 pmolkg ja infuusionopeus 0,05  pumolkg/min. Koehenkildiden
aamupaino mitattiin ennen mittausta. Kun tiedettiin infuusioliuvoksen tarkka
konsentraatio, laskettiin tarkistettu pumpun nopeus, jotta varsinainen infuusionopeus olisi
0,05 pmolkg/min (Liite 4). Infuusioon kiytettiin infuusiopumppua (Perfusion Pump,
Saksa).

Katetrointi

Katetrointi suoritettiin noin 100 minuuttia infuusion aloittamisesta. Reisivaltimon ja
laskimon polyuretaanikatetrit (koko 20G;' HydrdcathTM, Ohmeda, Iso-Britannia)
asetettiin  paikallispuudutuksessa oikeaan nivustaipeeseen. Valtimopaineen avulla
tarkistettiin katetrien sijainti oikeassa suonessa. Samalla asetettiin oikeaan kyynéirvarteen

katetri veren virtaukseen tarvittavien niytteiden kerdimisti varten.

Indosyaniini-infuusio

Indosyaniini liuotettiin suolaliuokseen, imettiin ruiskuun mittauspdivin aamuna ja
sdilytettiin' huoneenlimméssd. Noin 125 minuuttia  fenyylialaniini-infuusion
aloittamisesta kdynnistettiin indosyaniini-infuusio. Indosyaniinia (0,5 mg/ml) infusoitiin
reisilaskimoon nopeudella 60 ml/h infuusiopumpulla (Perfusion Pump, Saksa).

Verindytteiden ottaminen

Ensimméinen verindyte otettiin 135 minuutin kohdalla. Veren virtausniytteet otettiin
samanaikaisesti ‘rcideri jé Kiisivarren laskimosta. Sen jéi]keénwotéttii'l“l reiden laskimoniyte
ja valtimondyte. ICG-infuusio pysaytettiin hetkeksi, jotta valtimondyte saatiin otettua.
Valtimo- ja laskimonidyte (2 ml) laitettiin esipunnittuihin (Liite 5.), 2 ml 15 %
sulfosalisyylihappoa (SSA) ja 200 pl sisiisti standardia (50 umol/l ’Cs-fenyylialaniinia;
Cambridge Laboratories, USA) siséltdviin koeputkiin, sekoitettiin  huolellisesti
koeputkiin ja siilytettiin huoneenlimmdossi. Vastaavat néytteet otettiin 145, 155 ja 165
minuutin kohdalla, ‘
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Lihasndytteiden ottaminen

Vilittomiasti viimeisen verindytteen jilkeen otettiin lihasndyte. Lihasndyte otettiin
halkaisijaltaan 4 mm:n kokoisella Bergstromin biopsianeulalla. Iho ja ihonalainen kudos
puudutettiin  ja neula tydnnettiin 6-7 mm:n kokoisesta viillosta 3-5 cm:d syville
lihakseen. Neulan Ileikkausikkuna pidettiin suljettuna, sithen asti kunnes sopiva
niytekohta 16ytyi. Leikkaussylinteri suljettiin ja avattiin 2-4 kertaa, jolloin neulaan jii 30-
50 mg kudosta. Niytteestd poistettiin side- ja rasvakudos ja se huuhdeltiin jadkylmalla

suolaliuoksella ennen siirtdmisti nayteputkeen ja nestemiiseen typpeen.

Toinen mittausjakso ja jc’ilkitoimenpiteet :

ICG-infuusio lopetettiin lihasndytteen ottamisen jilkeen ja aloitettiin uudestaan 260
minuutin kohdalla. Veri- ja lihasndytteitd kerdttiin toinen jakso 270, 280, 290 ja 300
minuutin kohdalla infuusion aloittamisesta. Molemmat infuusiot lopetettiin viimeisen
lihasndytteen ottamisen jilkeen. Kisivarsien ja reiden katetrit poistettiin ja nivusta
painettiin voimakkaasti verenvuodon tyrehdyttdmiseksi. Painamisen jilkeen nivusen
paille laitettin paino ja koehenkilod tarkkailtin kahden tunnin ajan mittauksen
lopettamisesta. Katetroinnin ja lihasndytteen ottamisen takia fyysinen rasitus oli kielletty

seuraavaan iltaan saakka.

Voimaharjoitus

Verryttelyksi poljettiin ~ kuntopydrilli 10 minuuttia vapaasti valittavalla kevyelld
kuormalla. Sen jilkeen mitattiin jalkojen maksimaalinen voluntdidrinen isometrinen
ojennusvoima jalkadynamometrilla kolmella yrityksella. Varsinaiseen
voimaharjoitukseen kuuluivat jalkakyykky (syvikyykky, jolloin reiden yldosa on
vaakatasossa), yhden jalan jalkaprissi ja lonkan ojennus pdinmakuulla, joita kaikki tehtiin
noin 2 x 10 RM. Sarjojen vililli oli minuutin mittainen palautus ja harjoitteiden valilld
kahden minuutin palautus. Ennen kolmatta kierrosta mitattiin jalkojen maksimaalinen
voluntddrinen isometrinen ojennusvoima. Kolmannella kierroksella harjoitteita tehtiin
uupumukseen saakka kuorman pysyessid samana. Koehenkilod kannustettiin voimakkaasti
mahdollisimman moneen toistoon. Lopuksi mitattiin vield jalkojen maksimaalinen
voluntddrinen isometrinen ojennusvoima. Voimaharjoituksen jilkeen suoritettiin

Katetrointi ja mittausta jatkettiin edell kuvatulla tavalla (Kuvio 14).
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kuntopy0riily 10 min. MVC jalkakyykky lantion ojennus MVC
venyttely 3x1/1min. 2x10/2min. 2x10/1,5min. 3 x 1/1 min.
: 2 min. 2 mn. 2 min. 2 mun.

“ yhden jalan jalkapréssi
2 x 10/0,5 min. jalkojen ja yhden jalan MVC
1 min. sarjojen valilld jalkakyykky lantion ojennus jalkaprissi 3 x 1/1 min.
2 min. 2 min. 2 min. 2 min.

>

uupumukseen saakka suoritettu harjoite
MVC=maksimaalinen voluntiirinen isometrinen ojennusvoima

KUVIO 15. Kuormitusasetelma.

10.4. AINEISTON ANALYSOINTI

Verindytteet

Proteiiniaineenvaihdunnan mittausta varten verindytteet punnittiin mittauksen paityttyd,
jotta niytteen tarkka mddrd saatiin selville. Punnituksen jilkeen ndytteet sentrifugoitiin
4°C 10 minuutin ajan (2500 rpm)(Omnifuge 2.0 RS, Heraeus Sepatech, Saksa), kirkas
supernatantti pipetoitiin puhtaisiin ndyteputkiin ja putket pakastettiin myShempid

analyysejd varten.

Verindytteiden kertymd- ja pitoisuusarvoja varten valmistettin kationinvaihtohartsia
sisdltdvit kolonnit, ja hartsi puhdistettiin huolellisesti emikselld, hapolla ja tislatulla
vedelld. Niyte -kaadettiin kolonniin, -jolloin proteiinit v»tartiuivat hartsiin. Proteiinit
irrotettiin NH,OH:1l4 hartsista ja ne kerittiin lasiputkiin. Néytteet kuivattiin 1&mpiméssa
vesihauteessa, jonka haihdutusilma puhdistettiin aktiivihiilelld. Kuivatut niytteet
derivatisoitiin t-BDMS-derivaatalla, jonka jilkeen niistd méfritettiin *H;-fenyylialaniinin
kertymd GC/MS:Ila (HP Agilent 5973 N, GC 6890 Plus+, Hewlett Packard, USA).
GC/MS:ssi kiytettiin elektronipommitusta ionisaatioon. (Lahti, 2000)

Lihasndytteet

Lihasndyte punnittiin ja koeputkeen liséttiin kylmii perkloorihappoa (5 % PCA). Sisdistd -
standardia (2,472 pmol/ml 13C6-fenyyﬁalaﬁﬁnia; Cambridge Laboratories, USA) lisittiin
2 pl/mg. Nayte jauhettiin teflonkirjelli varustetulla nidytesurvimella ja sentrifugoitiin
mikrosentrifugissa (Biofiigé A, Heraeus Sepétech, Saksa) 4°C neljin minuutin ajan (3000
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rpm). Liuososa otettiin erilliseen ndyteputkeen ja happolisdys, jauhaminen ja

sentrifugointi tehtiin vield kahdesti ja molemmilla kerroilla otettiin liuososa talteen.
Niytteet haihdutettiin yon yli +50 ° C uunissa. Seuraavana pidivinid kuivunut niyte
punnittiin ja kaadettiin lasiseen koeputkeen ja lisittiin suolahappoa. Niaytettd pidettiin yon
yli kuumennusalustalla, jonka jilkeen se kisiteltiin kuten verindytteet. (Lahti, 2000)

Veren virtausnopeusndytteet

Niytteet sentrifugoitiin 4°C 10 minuutin ajan (2500 rpm). Erottunut plasma kaadettiin
mustiin kyvetteihin ja mitattiin spektrofotometrilli (Shimadzu UV 160-A, Japani)
aallonpituudella 805 nm. Taustaniytteesti tehtiin standardilivos lisiimilli punnittuun
plasmaan tunnettu miird ICG-livosta ja mittaamalla timéin liuoksen absorbanssi.
Standardilivoksen tilavuuksien ja absorbanssin avulla laskettiin laimennuskerroin.
Verindytteiden absorbanssin erotuksen, laimennuskertoimen, infuusionopeuden ja
hematokriitin avulla voitiin laskea lopulliset veren virtausnopeuden arvot. (Liite 6.)
(Jorfeldt & Wahren, 1971)

10.5 LASKUTOIMITUKSET

Verindytteiden kertymid- ja pitoisuusarvot ja lihasniytteiden kertymédarvot laskettiin
kolmiallasmalliin perustuvilla laskutoimituksilla (Biolo et al, 1995a). Veri- ja
lihasndytteiden kertymiarvot korjattiin ’skew correction’ — ja ’overlapping’-kertoimien
avulla, jotka huomioivat isotoopin luonnollisen esiintyvyyden ja sisdisen standardin
vaikutuksen GC/MS:n tuloksiin. Pitoisuusarvot laskettiin  sisdisen standardin
menetelmilld (Biolo et al,, 1995a), jossa samaa aminohappoa, mutta eri isotoopilla
leimattua aminohappoa liséttiin niytteeseen tunnettu mifird. Kun GC/MS méirittasd sekd
niytteen ettd sisdisen standardin kertymin ja kun tiedetfifin sisdisen standardin tilavuus,

voidaan laskea isotoopin pitoisuus niytteessi.

10.6 TILASTOLLINEN KASITTELY

Proteiinien synteesin, hajoamisen ja nettotilanteen keskiarvot, keskihajonnat, korrelaatio-
ja  variaatiokertoimet laskettiin lepomittauksessa ja voimaharjoituksen jilkeen.
Fenyylialaniinin kertymidn ja pitoisuuden keskiarvot, keskihajonnat, korrelaatio- ja
variaatiokertoimet laskettiin myds lepomittauksissa ja voimaharjoituksen jilkeen. Lisdksi -

laskettiin ndytesarjojen ja rinnakkaisten tulosten keskiarvot, keskihajoﬁnat ja
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variaatiokertoimet GC/MS:Iti saaduista tuloksista. Lihaksen rinnakkaisndytteiden

keskiarvo ja keskihajonta laskettiin leporyhmin niytteistd. Kaikkien muuttujien
tilastollista merkitsevyyttd tarkasteltiin Studentin t-testin ja parittaisen kaksisuuntaisen t-
testin avulla ja muuttujien vélistd- tilastollista yhteyttd Pearsonin- korrelaatiokertoimen
avulla. Tilastollisen merkitsevyyden rajaksi asetettin p=0.05. Veren virtauksen
keskiarvot ja keskihajonnat laskettiin ja tilastollista merkitsevyyttd tarkasteltiin Studentin
kaksisuuntaisen t-testin ja parittaisen kaksisuuntaisen t-testin avulla. Kaikkiin tilastollisiin
analyyseihin kiytettiin Microsoft Excel ’97 —taulukkolaskentaohjelmaa.

Tilastomenetelmit valittiin aineiston perusteella siten, ettd keskiarvojen eroa tarkasteltiin
t-testilld, joka kertoo tilastollisesti merkitsevin eron ryhmien vililli. Korrelaatiota
kidytettiin rinnakkaisndytteiden tarkastelussa, jolloin toisiaan vastaavien néyteparien
korrelaatio ja korrelaatiokerroin saatiin selville. Korrelaatiokertoimen (r) selitysosuus
saatiin kaavalla selitysosuus = r* . Variaatiokerroin (CV) kuvaa joukon keskihajonnan

suhdetta keskiarvoon. Sen avulla eri joukkojen variaatiota voidaan verrata toisiinsa.
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11 TULOKSET

Proteiiniaineenvaihdunnan mittaaminen perustuu aminohapon isotoopin infuusioon.
Tissi  tutkimuksessa infusoitin  “Hs-fenyylialaniinia tavbitenopeudella 0,05
pmolkg/min. Todellinen infuusionopeus koeryhmilldi oli keskimiddrin  0,049971

| pmol/kg/min. Mittausta edeltdvilli jaksolla koehenkildiden fyysinen aktiivisuus ja
ravinto olivat ennalta annettujen ohjeiden mukaisia. Kukaan ei tehnyt raskasta fyysistd
suoritusta mittausta edeltdvand piivinid. Ravinto noudatti kaikilla koehenkil6illd Valtion
ravitsemusneuvottelukunnan antamia suosituksia (Aro, Mutanen & Uusitupa, 1999, 35).
Proteiinien osuus kokonaisenergiasta oli 18,5 + 5,4 % ja painokiloa kohden laskettuna
1,3 +£0,3 g/kg.

11.1 PROTEIINIAINEENVAIHDUNTA LEVOSSA

Kuviossa 16 on esitetty proteiiniaineenvaihduntaa kuvaavat arvot lepomittauksessa
mittausjaksoilla 1 ja 2. Mittausjakso 1 tarkoittaa 135, 145, 155 ja 165 minuuttia
infuusion aloittamisesta otettuja verindytteitd ja 165 minuutin kohdalla otettua
lihasndytettd. Mittausjakso 2 kisittad 270, 280, 290 ja 300 minuuttia infuusion
aloittamisesta otettuja gferinéiytteitéi ja 300 minuutin kohdalla otettua lihasniytettd.
Kuviossa 16 proteiiniaineenvaihdunnan arvot on laskettu kolmelta koehenkil6lts, joilta
jokaiselta saatiin neljd verindytettd ja yksi lihasndyte. Nidin ollen jokaiselta
koehenkiloltd laskettiin neljin tuloksen keskiarvo, jotka edelleen keskiarvoistettiin.
Proteiinien synteesi, hajoaminen tai nettotilanne eivit eronneet toisistaan tilastollisesti
merkitsevisti. Absoluuttiset keskiarvot 1 ja 2 jaksoilla olivat lihes samat.

Mittausjaksojen viliset korrelaatiokertoimet (r) on my0s esitetty kuviossa 16.

Otettujen ndytesarjojen 1 ja 2 vélilli ei ollut eroja synteesissd (p=0.666), hajoamisessa
(p=0.717) eikd nettoarvossa (p=0.240). Keskiarvoistettujen 1. ja 2. mittausjaksojen
niytesarjojen viliset korrelaatiokertoimet on esitetty kuviossa 17. Kuvion 17 arvot on
laskettu kolmen koehenkilon kahdeksasta tuloksesta, koska yhden koehenkilon tulokset

erosivat liikaa muiden tuloksista.
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KUVIO 16. Proteiinien synteesi,' hajoaminen ja netto mittausjaksoilla 1 ja 2. Mittausjakso 1 on 135, 145,
155, 165 minuuttia ja mittausjakso 2 on 270, 280, 290 ja 300 minuuttia infuusion aloittamisesta. P-arvo ja

r-arvo kuvaavat mittausjaksojen 1 ja 2 vilistd yhteyttd. (keskiarvo * keskihajonta, n=3, ** p<0.01)
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KUVIO 17. Proteiiniaineenvaihdunnan mittausjaksojen 1 ja 2 keskiarvoistetut muuttujat 1- ja 2-

niytteiden vililld. Naytteiden 1 ja 2 viliset yhteydet on esitetty p- ja r-arvoilla. (keskiarvo * keskihajonta,

#% p<0.01, n=3)

Mittausjaksojen 1 ja 2 sekd néytesarjojen 1 ja 2 variaatiokertoimet on esitetty

taulukossa 5.
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TAULUKKO 5. Mittausjaksojen 1 ja 2 (n=3) seki néytesarjojen 1 ja 2 (6 tulosta)

variaatiokertoimet (CV(%)).

MITTAUS- MITTAUS- NAYTE- NAYTE-

JAKSO 1 JAKSO 2 SARJA1 SARJA2
Synteesi 8 70 % 17
- Hajoaminen 7 48 31 19
Netto , 5 16 . 11 28

11.2 PROTEIINIAINEENVAIHDUNTA VOIMAHARJOITUKSEN JALKEEN

Jalkojen maksimaalisen isometrisen ojennusvoimalla mitattuna maksimivoimaharjoitus
aiheutti lihaksiston visymistd. Muutosprosentti alkuarvoon n#hden oli harjoituksen
puolessa vilissi 5 + 4 % ja lopussa 8 + 4 %. Voimaharjoituksen aiheuttama &4rsyke
nikyi proteiiniaineenvaihdunnan muuttujissa  heti  voimaharjoituksen  jilkeen
mittausjaksolla 1 (Kuvio 18). Synteesi (p=0.011) ja hajoaminen (p=0.025) olivat
tilastollisesti merkitsevisti kiihtyneet, mutta nettotilanteessa ei tapahtunut tilastollisesti
merkitsevdd muutosta (p=0.740). Toisella mittausjaksolla ei tilastollisesti merkitsevid
eroja syntynyt lepo- ja voimaharjoitusmittausten vililld, vaikka synteesin ja hajoamisen

absoluuttiset arvot olivat korkeampia vastaaviin lepoarvoihin verrattuna. (Kuvio 19).

140
o 120 =0.011 =0.025
3 100 -
'g * *
= 801
E " Hlepo
(]
= 404 =0.
T p=0.740 O voimaharjoitus
S 20-
=
£ o
£ 1 2
g 20+
c
-40 1 synteesi hajoaminen netto
-60

KUVIO 18. Proteiinien synteesi, hajoaminen ja netto levossa ja voimaharjoituksen jilkeen
mittausjaksolla 1. Mittausten vilisti eroa on kuvattu p-arvoilla. (keskiarvo * keskihajonta, * p<0.05,

n=3 lepomittauksessa, n=4 voimaharjoituksessa)
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KUVIO 19. Proteiinien synteesi, hajoaminen ja netto levossa ja voimaharjoituksen jilkeen
mittausjaksolla 2. Mittausten vilisti eroa on kuvattu p-arvoilla. (keskiarvo + keskihajonta, n=3
lepomittauksessa, n=3 voimaharjoituksessa)

Veren virtausnopeus kasvoi heti voimaharjoituksen jialkeen (6,10 £ 1,37 ml/min/100 ml
jalan tilavuudesta; p=0.007), kun lepomittauksissa samaan aikaan veren virtausnopeus
oi 3,62 * 0,84 ml/min/100 ml jalan tilavuudesta. Toisella mittausjaksolla
voimaharjoitusryhmilld veren virtausnopeus pysyi kiihtyneeni (5,58 £ 2,00 ml/min/100
ml jalan tilavuudesta; p=0,009) leporyhmiin verrattuna (3,96 £ ml/min/100 ml jalan
tilavuudesta). Leporyhmilldi ensimmiisen ja toisen mittausjakson vililli ei ollut
tilastollisesti merkitsevad eroa (p=0.495), eiki myOskddn voimaharjoitusmittauksessa

ilmennyt eroa (p=0.460) mittausjaksojen 1 ja 2 valill4.

11.3 KERTYMA- JA PITOISUUSARVOT

Kolmiallasmalliin tarvittavista muuttujista keskeisimmit ovat valtimo- ja laskimoveren
sekd lhaksen fenyylialaniinin kertymiarvot sekd valtimo- ja laskimoveren
fenyylialaniinin  pitoisuudet (Taulukko 6). Lepomittauksessa mittausjaksolla 1
valtimoveren ja lihaksen kertymiarvo oli tilastollisesti merkitsevésti suurempi
(p=0.035) kuin mittausjaksolla 2. Maksimivoimaharjoituksen jé'lkeen valtimon ja
laskimon kertymiarvot eivit eronneet mittausjaksojen 1 ja 2 vililld tilastollisesti
merkitsevisti. Sen sijaan lihaksen kertymiarvo oli tilastollisesti merkitsevisti (p=0.024)

suurempi mittausjaksojen 1 ja 2 vililld.
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Fenyylialaniinin pitoisuusarvot eivit eronneet lepo- eikd voimaharjoitusmittauksessa

mittausjaksojen 1 ja 2 vililld. Mittausjaksolla 1 ei ilmennyt tilastollisesti merkitsevid
eroa lepo- ja voimaharjoitusmittauksen vililld. Sen sijaan mittausjaksolla 2 lepo- ja
voimaharjoitusmittauksen  vililli fenyylialaniinin  pitoisuus erosi tilastollisesti
merkitsevisti valtimossa (p=0.013) ja laskimossa (p=0.011). Taulukossa 6 on esitetty
mittausjaksojen 1 ja 2 viliset korrelaatiokertoimet lepomittauksessa sekd kaikkien

muuttujien variaatiokertoimet.

TAULUKKO 6. Fenyylialaniinin kertymit ja pitoisuudet lepomittauksessa (n=4) ja voimaharjoituksen
(n=4) jilkeen. Lepomittauksen arvot on laskettu 1-niytteistd. (keskiarvo * keskihajonta,
korrelaatiokerroin = r, variaatiokerroin = CV, * p<0.05, ** p<0.01, mittausjaksojen 1 ja 2 vililld, T
p<0.05, lepo- ja voimaharjoituksen vililli)

LEPO VOIMA-
HARJOITUS
Mittausjakso 1  Mittausjakso 2 Mittausjakso 1 Mittausjakso 2
KERTYMA
Valtimo 0,0896 % 0,0182% 0,0813 £0,0083 0,0812+0,0010 0,0832 % 0,0010
r 0,451
CV (%) 20 10 12 12
Laskimo ~ 0,0666 +0,0081 0,0749 +£0,0205 0,0679 £0,0066 0,0668 + 0,0077
r 0,570 *
CV (%) 12 27 10 11
Lihas 0,0423 +0,0020% 0,0361 £0,0055 0,0448 £0,0104 0,0462 % 0,0039%
r 0,316
CV (%) 5 15 23 9
PITOISUUS |
(nmol/ml)
Valtimo 55+12 61£11 506 53 + 4t
r 0,866 **
CV (%) 21 18 11
Laskimo 63+ 13 65+ 10 56+8 57+6t
r 0,872 **

CV (%) 20 15 14 10
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Lepomittausten niytesarjojen viliset kertymé- ja pitoisuusarvot on esitetty taulukossa

7. Taulukon arvot ovat mittausjaksojen 1 ja 2 keskiarvot. Kiytinnén syistd
lihasniytteitd ei voitu ottaa kuin yksi jokaista mittausjaksoa kohti, joten taulukossa 7
tarkastellaan vain verindytteistd mitattuja muuttujia. Valtimo- ja laskimoveren
kertymidarvot erosivat tilastollisesti merkitsevisti (p=0.005; p=0.008) niytesarjojen 1 ja
2 vilillda. My0s pitoisuudet olivat tilastollisesti merkitsevisti korkeammat niytesarjassa
1 nidytesarjaan 2 verrattuna (p=0.001; p=0.000). Niytesarjojen variaatiokertoimet on
my0s taulukossa 7. Niytesarjan 2 variaatiokerroin oli kaikissa muissa tuloksissa

pienempi paitsi valtimoveren kertymiarvossa niytesarjaan 1 verrattuna.

TAULUKKO 7. Naytesarjojen 1 ja 2 kertymit (n=4; jokaiselta 4 tulosta) ja pitoisuudet (n=4, jokaiselta 4
tulosta) valtimo- ja laskimoveressd. (keskiarvo * keskihajonta, korrelaatiokerroin=r, Variaatio-
kerroin= CV, **p<0.01, *** p<0.001) '

NAYTESARJA 1 NAYTESARJA 2
KERTYMA
Valtimo 0,0853 £ 0,0144 ** 0,0758 £ 0,0149
r 0,351
CV (%) 17 20
Laskimo 0,0708 £ 0,0159 ** 0,0604 £ 0,0090
r -0,158 '
CV (%) 23 15
PITOISUUS
(nmol/ml)
Valtimo 58 & 12 54+8
r 0,871 **
CV (%) 20 14 )
Laskimo 64 £ 11 *¥* 60£8
r 0,904 **

CV (%) | 17 | 14
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11.4 GC/MS:LTA SAADUT ARVOT

Jokaisesta lepomittauksen verindytteestd ajettiin kaksi rinnakkaista tulosta. Kaikissa
rinnakkaisniytteissd (n=70 ndyteparia) korrelaatiokerroin (r) oli vihintdan 0,999, paitsi
koehenkilon .M. 1-ndytteiden (n=10 niyteparia) korrelaatiokerroin, joka oli 0,942.

Kuviossa 5 on esitetty rinnakkaisndytieiden regressioanalyysi kaikilta neljilta
koehenkiloltd. Kuvioissa 20, 21 ja 22 seki taulukoissa 8 ja 9 esitetyt arvot ovat

GC/MS:n arvoja, joista ei ole laskettu todellista kertymai korjauskertoimien avulla.

ol  YeOEBQ0w

® it
0 2ndiiest
et
lulm

KUVIO 20. Rinnakkaisnsytteiden (n=4; jokaiselta 20 niyteparia) viliset regressioanalyysit. 1-n4ytteiden
regressiosuoran - kaava ja - korrelaatiokerroin on viivan yldpuolella ja 2-néytteiden kaava ja

korrelaatiokerroin viivan alapuolella.(** p<0.01)

koehenkiloltd analysoitiin rinnakkaiset niytesarjat, joiden regressioanalyysit ovat
kuviossa 21. Koehenkildiden niytesarjojen viliset korrelaatiokertoimet vaihtelivat
0,651 ja 0,999 vililla.
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KUVIO 21. Naytesarjojen (n=4; joakiselta 10 niyteparia) vilinen regressioanalyysi.(** p<0.01)

Kaikkien koehenkildiden rinnakkaisten ndytesarjojen regressioanalyysi on esitetty

kuviossa 22. Regressiosuoran kaava ja korrelaatiokerroin (r=0,674) nikyvit pistejoukon

yldpuolella.
14
y = 0,5509x + 2,2761

12 - r=0,674 **

10 4 o®
o 2 e kaikki sarjat
o~ - .

6 - kaikki sarjat
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KUVIO 22. Kaikkien niytesarjojen (n=4; jokaiselta 10 néyteparia) vilinen regressioanalyysi.

(**p<0.01)
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Niytesarjojen variaatiokertoimet on esitetty taulukossa 8. Rinnakkaisnidytteissd

néytesarjojen 1 ja 2 variaatiokerroin vaihteli 1 % ja 5 % vililld, paitsi koehenkilén I.M.
1-néytteilld variaatiokerroin oli 12 %. Niytesarjojen vilinen korrelaatiokerroin
laskettiin kahden rinnakkaisen tuloksen keskiarvosta. Variaatiokerroin oli alle 10 %
kaikilla 'm_uﬂla, paitsi koehenkil61ld I.M., jolla variaatiokerroin oli 32 %.

TAULUKKO 8. GC/MS:1t4 saatujen verindytesarjojen (n=4; jokaiselta 10 niyteparia)
variaatiokertoimet (%).

KOEHENKILO NAYTESARJA1 NAYTESARJA2 KAIKKINAYTTEET

H.N. 2 5 4
AL 2 1 7
T.K 2 2 9
IM 12 2 32

Lihasndytteistid ajettiin kolme rinnakkaista tulosta, ja niiden keskiarvot, keskihajonnat
variaatiokertoimet on taulukossa 9. Kahdella koehenkil61li mittausjaksojen 1 ja 2 vililla
esiintyi tilastollisesti merkitsevid ero (T.K p=0.000 ja I.M. p=0.013). Lihasniytteiden
variaatiokerroin vaihteli 0 % ja 10 % vililld ja kaikkien néiytteiden variaatiokerroin ol
13 %.

TAULUKKO 9. GC/MS:1tid saadut lihasnédytteiden (n=4; jokaselta 3 rinnakkaista tulosta) arvot ja
variaatiokertoimet. (keskiarvo + keskihajonta, variaatiokerroin=CV, * p<0.05, *** p<0,001)

KOEHENKILO  MITTAUS- MITTAUS-  KAIKKINAYTTEET
~ JAKSO1 JAKSO2

HN. 4,45 0,29 3,91 £ 0,07 4,18£0,35

CV (%) 7 2 8

AL 4,03 £ 0,41 3,68 £0,29 3,86 £0,37

CV (%) 10 8 10

TK 4,350,190 **+ 2,82 0,21 3,58 £0,36

CV (%) 4 8 24

LM 4,08+ 0,02 * 4,03 £0,02 4,05+ 0,03

CV (%) 0 0 1
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12 POHDINTA

Tamin tyon tarkoituksena oli tutkia proteiiniaineenvaihdunnan mittaamiseen
kaytettivin isotéoppimenetehnﬁn tarkkuutta ja toistettavuutta sekd osoittaa
hypertrofisen =~ maksimivoimaharjoituksen =~ aiheuttavan  muutoksia  proteiini-
aineenvaihdunnassa isotooppi-infuusio  -menetelmilld mitattuna.  Verindytteiden
tarkkuutta ja toistettavuutta mitattiin GC/MS:n rinnakkaisista tuloksista seki
rinnakkaisista niytesarjoista, jotka kasiteltiin laboratoriossa kahdesti. Lihasniytteistd
tarkasteltiin vain GC/MS:n rinnakkaistuloksia, koska koehenkil6iti ei voitu kuormittaa
liian monella lihasbiopsialla.

12.1 INFUUSION TOTEUTTAMINEN

Isotooppimenetelmi perustuu A-V-malliin, joka kuvaa aminohappojen liikettd valtimon
ja laskimon vililld. Tihdn mallin on lisdtty kolmas yksikko, lihas, jolloin saadaan
selville lihaksen intrasellulaaritilan aminohappojen pitoisuudet. Tdmén perusteella
voidaan arvioida myods lihaksen vapaasta aminohappoaltaasta proteiinisynteesiin
kiytettivien aminohappojen osuudet ja piinvastoin lihasproteiinien hajoamisesta
vapautuneiden aminohappojen ilmestyminen takaisin lihaksen intrasellulaaritilaan.
Kolmiallasmalliksi kutsutussa menetelméssd huomioidaan my0s aminohappojen suora

virtaus valtimosta laskimoon.

Isotooppimenetelmissd  infusoidaan  jonkin  alkuaineen iso'&coopi]la leimattua
aminohappoa verenkiertoon. Alkuaineen valinnan (H, C, N, O) perusteella piitetdin,
mistd niytteitd kerdtddn. Kaikissa tapauksissa valtimo- ja laskimoverestd sekd lihaksesta
voidaan ottaa ndytteet. Hiilen isotooppia voidaan analysoida hengityskaasuista
hiilidioksidin muodossa ja typen isotooppi 10ytyy virtsasta. Isotoopin valinta liittyy
liheisesti my0s Kkiytettivin aminohapon valintaan. Vilttimittomilldi ja ei-
vilttimittomilli aminohapoilla on erilaiset aineenvaihduntareitit, joiden nikokulmasta
tuloksia tarkastellaan. Ei-vilttdméttomien aminohappojen ilmestyminen
intrasellulaaritilaan kuvaa proteiinien hajoamista ja/tai aminohappojen synteesid, kun
vilttimattomilli sama arvo kuvaa pelkistiddn proteiinien hajoamisen tasoa (Biolo et al.,

1995a). Leusiinia hapetetaan lihaksessa, jolloin sen kiyttdd energiaksi tulee mitata.
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Leusiini leimaataankin useimmiten hiilen isotoopilla (Biolo et al., 1995b),. jolloin
hapetetun leusiinin m#ird saadaan selville mittaamalla hiilidioksidista isotoopin méaira.
Tassi  tutkimuksessa  kiytetty  “Hs-fenyylialaniini  kuuluvu  vilttimittomiin
aminohappoihin, jolloin lihaksen intrasellulaaritilan aminohappojen likke kuvaa suoraan
proteiinisynteesin ja proteiinien hajoamisen misras. Merkkiaineena 2Hs  voidaan
tarkastella veri- ja lihasndytteistd, jolloin mittauslaitteena on GC/MS. Hiilelld leimattua
leusiinia Kkiytettdessd hiilidioksidin mittaamiseen tarvitaan IRMS, jolloin kustannukset

nousevat huomattavasti muutenkin melko kalliissa menetelméssi.

Alkuannoksen suuruuden, infuusioliuoksen ja infuusionopeuden méidrittdminen on
perustana onnistuneelle mittaukselle. Kaikkien ndiden toimenpiteiden tarkoituksena on
saavuttaa steady state -tila mahdollisimman nopeasti, kuitenkaan héiritsematté
luontaista proteiinien aineenvaihduntaa (Wolfe, 1992, 126-130). Alkuannoksen ja
merkkiaineen midrd lasketaan tarkasti koehenkilon painon mukaan (Liite 4).
Infuusionopeus sdddetddn aminohappoaltaan koon mukaan. Tissi tutkimuksessa
kiytetyn fenyylialaniinin kiertokulun nopeus aminohappoaltaassa on 0,510,1 tuntia
(Biolo et al. 1995a), jolloin infuusionopeuden ollessa 0,05umol/kg/min steady state —
tilan saavuttamiseen kuluu aikaa noin kaksi tuntia (Biolo et al.,, 1995b). Tutkituilla
koehenkil6illd infuusionopeus oli 0,049967 pmolkg/min, jolloin tavoitearvo (0,05
umolkg/min) saavutettiin. Alkuannoksen suuruus (2 pmol/kg) laskettiin aikaisempien
tutkimuksien perusteella (esim. Tipton et al., 1999; Volpi et al, 1998; Biolo et al,
1995a ja 1995b). Ensimmdiset niytteet otettiin aikaisintaan 2 tunnin ja 15 minuutin
kuluttua infousion aloittamisesta. Nididen tekijoiden valossa voidaan sanoa, ettd
aminohapon infuusio ei ole hiirinnyt luontaista proteiiniaineenvaihduntaa ja niytteitd
on keritty steady state —tilassa, joten tulosten mahdolliset vaihtelut eivit johdu ainakaan

infuusion epaonnistumisesta.

12.2 PROTEIINIEN SYNTEESI JA HAJOAMINEN

Kolmiallasmallin  perusteella  lasketuista  proteiiniaineenvaihdunnan  muuttujista
tarkasteltiin ensisijaisesti proteiinisynteesin, proteiinien hajoamisen ja nettotilanteen
arvoja. Lepomittauksessa arvot saatiin kahdesta eri mittausjaksosta, jotka olivat 165 ja
300 minuuttia infuusion aloittamisesta. Ajankohdat médritettin lihasbiopsian

ottamisajan mukaan. Absoluuttiset synteesin ja hajoamisen arvot (Kuvio 16) ovat Biolo
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et al. (1995b) tuloksiin verrattuna hieman korkeampia, mutta nettotilanteessa arvbt ovat
lihes samat. Volpin et al. (1998) artikkelissa vanhuksilla mitatut synteesin ja
hajoamisen arvot olivat lihes kaksinkertaisia tihén tutkimukseen verrattuna. Biolon et
al. (1995b) tutkimuksen koehenkil6t olivat samanikdisida kuin tdmin tutkimuksen
koehenkilt (24-26 v.), jolloin nithin arvoihin vertaaminen on kertoo enemmén
mittausten onnistumisesta. Mittausjaksojen 1 ja 2 arvot eivdt poikenneet toisistaan
tilastollisesti merkitsevisti, mikéd fysiologisestikin on ennakoitavissa. Koehenkiltt olivat
koko mittausjakson vuodelevossa paastonneena, jolloin muutoksia
proteiiniaineenvaihdunnassa ei pitdisi olla fyysisen aktiivisuuden muutoksen suhteen.
Toisen jakson suuri keskihajonta kertoo ehkd koehenkildiden yksilollistd vasteesta
pitkéin paastoon. Mittaushetkelld koehenkildiden paasto ol kestényt yli 16 tuntia, miki

saattaa vaikuttaa vaihtelevasti proteiiniaineenvaihduntaan yksiloiden valilla.

Yleisesti ottaen paastotila on edellytyksend menetelmin onnistumiselle (Biolo et al,
1995b). Jos mittauksen aikana nautitaan ravintoa, proteiinit ja aminohapot vaikuttavat
aminohappoaltaiden aminohappopitoisuuksiin ja steady state —tilaa ei saavuteta.
Menetelmiin vaadittava pitkd paastokaan ei ole elimistdn ’'normaalitila’, mutta sen
ongelmattomuus  menetelmidn suhteen asettaa paaston etusijalle. Paastotilassa
proteiinien hajoaminen on suurempaa kuin niiden synteesi, jolloin nettotilanne on

negatiivinen. Elimistd on siis katabolisessa tilassa.

Neljilti koehenkiloltd kerdttiin lepomittauksessa rinnakkaiset verindytesarjat, jotka
molemmat analysoitiin. Rinnakkaisissa ndytesarjoissa ei syntynyt - tilastollista eroa
proteiinien synteesissd, hajoamisessa tai nettotilanteessa. Kaikissa muuttujissa
niytesarjojen vililld oli vihintddn heikko positiivinen korrelaatio (r=0,546-0,838).
Korrelaatiokertoimen avulla laskettu selitysosuus on synteesin ja hajoamisen osalta 67
% ja 70 % eli ldhes 70 % varmuudella rinnakkaiset niytesarjat vastaavat toisiaan.
Nettotilanteessa selitysosuus on vain 30%, mikd on hieman yllittdvas. Alhainen
selitysosuus lienee periisin 2-niytteiden suuremmasta keskihajonnasta, mikd kertonee
koehenkiloiden yksilollisestd vasteesta paastotilaan. Myds synteesin, hajoamisen ja
nettotilanteen variaatiokertoimet olivat melko korkeita, mik# johtuu = suuresta
keskihajonnasta. Ainoastaan mittausjaksolla 1 proteiiniaineenvaihdunnan muuttujien
variaatiokertoimet jéiiiréit alle 10 %. Mittausjaksolla 2 havaittu suuri keskihajonta
vaikutti my0s variaatiokertoimeen ja synteesin osalta variaatiokerroin oli periti 70 %.

Niytesarjoissa 1 ja 2 variaatiokerroin vaihteli 11-45 %. Suureen vaihteluun Lienee Syyni
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koehenkiloiden vihdinen madrd tdmintyyppisessd vertailussa. Toisaalta. tissd
menetelmiissd  variaatiokertoimet nousevat helposti melko korkeiksi, koska
koehenkiloiden m#4rd on vihdinen ja proteiiniaineenvaihdunnan suhteen homogeenisti
ryhmidd ei voida arvioida muiden mittarien avulla. Kahden mittausjakson ja
rinnakkaisten ndytteiden perusteella proteiinien synteesin, hajoamisen ja nettotilanteen
absoluuttiset arvot ovat olemassa olevan kirjallisuuden mukaisia. Korrelaatiokertoimien
| ja niiden selitysosuuksien mukaan rinnakkaiset niytesarjat ovat ldhelli toisiaan, mika
mydskin kértoo inenetelméin tbistettavuudesta. Ainoastaan variaatiokertoimen mukaan
proteiinien synteesin, hajoamisen ja nettotilanteen arvot antavat aihetta kritiikkiin,
mutta koehenkildiden vihdisen Iukuméidridn ja heiddn yksilollisten erojensa takia

variaatiokertoimet nousivat hyvin suuriksi.

Hypertrofisessa maksimivoimaharjoituksessa proteiinien synteesi ja hajoaminen
erosivat lepoarvoista tilastollisesti merkitsevisti (p<0.05) mittausjaksolla 1. Myds Biolo
et al. (1995b) raportoivat samanlaisia tuloksia. Absoluuttisissa arvoissa tarkasteltuna
tamin tutkimuksen lepo- ja voimaharjoitusarvot olivat hieman korkeampia
kirjallisuuteen verrattuna, mutta muutoksen suhde on samansuuruinen, jolloin
tilastollinen ero ilmenee. Biolon et al. (1995b) mukaan myds nettotilanne muuttui
vihemmidn  negatiiviseksi  voimaharjoituksen  jilkeen. Tissi  tutkimuksessa
nettotilanteessa ei  tapahtunut tilastollisesti —merkitsevddi muutosta. Toisella
mittausjaksolla voimaharjoituksen jilkeen proteiinien synteesi, hajoaminen ja nettoarvo
olivat absoluuttisesti tarkasteltuna korkeampia kuin lepoarvot, mutta tilastollista eroa ei
ilmennyt. Voimaharjoitusryhmén keskihajonta oli sen sijaan melko suuri. Timi
kertonee koehenkildiden erilaisesta kuormitusvasteesta. Voimaharjoitus oli tyypillinen
lihasmassaa kasvattava maksimivoimaharjoitus, jonka uskottiin aiheuttavan selvin
muutoksen  proteiiniaineenvaihdunnassa.  Jalkojen  isometrisen  voluntdirisen
ojennusvoimatuloksien mukaan kuormitusvaste jii toivottua alhisemmaksi, jolloin
selvid ja pitempiaikaisia proteiiniaineenvaihdunnan muutoksia ei tullut esille. Alhaiseen
kuormitusvasteeseen saattoi olla syyni myds pitkd paasto. Maksimivoimahrjoituksen
alkaessa paasto oli kestinyt noin 12 tuntia, jolloin vilittomét energiavarastot ovat
tyhjentyneet (McArdle, 1996, 230). Enpergiavajeen takia todellista maksimaalista
suorituskykyi ei saavutettu. Voimaharjoituksen tulisi kithdyttds protetinisynteesidi siten,
ettd vaikutus kestdisi ainakin 48 tuntia (Lemon, 1998). Téssi tutkimuksessa kiihtynyt
proteiinien synteesi ja hajoaminen havainnoitiin ainoastaan heti voimaharjoituksen

jilkeen, jossa synteesiarvo nousi 56 % ja hajoaminen 44 % lepoarvoihin verrattuna.
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Toisella mittausjaksolla muutosprosentti oli synteesin osalta 76. % ja hajoarm'séssa 64
%, vaikka tilastollista merkitsevyyttd ei ilmennyt. Biolon et al. (1995b) tutkimuksessa
synteesi nousi 100 % ja hajoaminen 50 %, vaikka mittausjakso oli noin kolme tuntia
voimaharjoituksen pidttymisestd. Heididn tutkimuksessaan vaste olisi saattanut olla

vieldkin huomattavampi, jos mittaus olisi ajoitettu heti voimaharjoituksen jilkeen.

12.3 VEREN VIRTAUSNOPEUS

Voimaharjoitus lisdd proteiinien kiertokulkua ja aminohappojen kuljetusta, mihin veren
virtausnopeus suuresti vaikuttaa. Téssdkin tutkimuksessa voimaharjoituksen jilkeen
veren virtausnopeus oli tilastollisesti merkitsevasti kiihtynyt (p<0.05) molemmilla
mittausjaksoilla leporyhméin verrattuna. Mittausjaksojen 1 ja 2 kiihtynyt veren virtaus
saattoi aiheuttaa sen, etti myOs proteiinien synteesi ja hajoaminen olivat kiihtyneit,
vaikka toisella mittausjaksolla tilastollista eroa ei ilmennytkdin. Vihimen virtauksen
aleneminen mittausjaksojen 1 ja 2 vililli saattoi johtaa sithen, ettd aminohappojen
virtaus ei ollut endid niin vilkasta, jolloin kudosten tarvitsemia rakennusaineita ei ole
saatavilla. Aminohappojen saatavuus kiihdyttdd proteiinisynteesid, mikd on havaittu
aminohappoinfuusiokokeilla (Volpi et al., 1998; Biolo et al., 1997) sekd suun kautta
nautituilla aminohappovalmisteilla (Rasmussen et al., 2000; Tipton et al., 1999b).

Leporyhmilld veren virtausnopeus oli 3,62 + 0,84 ml/min/100 ml jalan tilavuudesta,
mikd on korkeampi verrattuna Biolon et al. (1997 ja 1995b) tutkimuksiin, mutta esim.
Jorfeldt & Wahren (1971) ja Biolo et al. (1995a) raportoivat nopeuksia 3,53 — 3,90
ml/min/100 ml jalan tilavuudesta. Voimaharjoituksen jilkenen veren virtauksen arvo
oi 6,10 * 1,37 mi/min/100 ml jalan tilavuudesta. Aikaisemmissa julkaisuissa
(Rasmussen et al., 2000; Tipton et al., 1999a; Biolo et al., 1995b) virtausnopeudeksi on
raportoitu 3,8 — 5,6 ml/min/100 ml jalan tilavuudesta, jolloin timin tutkimuksen arvot
ovat hieman korkeampia. Keskihajonnan perusteella yksittdisen koehenkilon tulokset
saattavat nostaa koko ryhmin keskiarvoa. Menetelméin toistettavuutta Jorfeldt &
Wahren (1971) pitivit hyvini, silld variaatiokerroin (4 %) ja keskihajonta (0,7) olivat
verrattain pienid. Samoin menetelmén validiteetti oli hyvé, silli kuormituksessa veren
virtausnopeus korreloi hapenottoon (r=0,98) ja tydskentelykuormaan (r=0,98) (Jorfeldt
& Wahren 1971). Ridegranin (1999) mukaan veren virtausnopeuden mittaamisessa

indosyaniini-viriaine —menetelmd on yksi parhaimpia. Sitd voidaan kiyttdd levossa,
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submaksimaalisissa kuormituksissa sek#d niissi maksimaalisissa kuormituksissa, joissa
suoritetaan vain tiettyjd likkeratoja. Menetelmén heikkoutena on sen invasiivisuus ja

viriaineen kustannukset (Radegran, 1999).

12.4 KOLMIALLASMALLIIN TARVITTAVIEN VERINAYTTEIDEN TULOSTEN
TOISTETTAVUUS

Kolmiallasmalliin tarvittavat arvot saadaan GC/MS-mittauksista. GC/MS:n arvoista
lasketaan merkkiaineen kertymit valtimossa, laskimossa ja lihaksessa sekd pitoisuudet
arvoihin. Niiden osavaiheiden tuloksia on raportoitu lopullisten muuttujien yhteydessi
(Rasmussen et al.,, 2000; Volpi et al.,, 1998; Biolo et al., 1995a ja b). Kertymiarvot
noudattivat raportoituja arvoja levossa (Volpi et al, 1998; Biolo et al, 1995b) ja
kuormituksessa (Rasmussen et al., 2000). Vaikka mittausjaksojen vililli ol
tilastollisesti merkitsevad vaihtelua, samantyyppistd vaihtelua on esim. Rasmussen et al.
(2000) raportoinut. Muuttujien variaatiokerroinkin vaihteli jonkin verran (CV=5 - 27
%), mutta kajkkien muuttujien variaatiokertoimia tarkastellessa noin 20 % kerrointa
voidaan pitdd jo hyvind. Alle 10 % tuloksiin on vaikea péistd. Lepomittauksessa
mittausjaksot 1 ja 2 eivit korreloineet toisiiﬁsa n%ihdeﬁ (r=0,316-0,570). Vaikka
positiivista  korrelaatiota ei ollut, tim# ei vaikuttanut suuresti lopullisiin
proteiiniaineenvaihdunnan muuttujiin, silli niistd katsottuna tulokset ovat kirjallisuuden

mukaisia.

Lepomittauksessa valtimon ja laskimon pitoisuuksissa ei ollut tilastollista eroa
mittausjaksojen 1 ja 2 vililld. Mittausjaksojen vililla vallitsi positiivinen korrelaatio
(r=0,87). Variaatiokerroin oli vaihteli kaikissa pitoisuusarvoissa (CV=15 - 21 %), miki
johtuu suuresta keskihajonnasta koehenkilsiden vililli. Fenyylialaniinin pitoisuudet
valtimossa ja laskimossa kertovat steady state —tilan pysymisesti. Laskimon
fenyylialaniinin pitoisuus on korkeampi kuin valtimon pitoisuus, miki on edellytyksend
kolmiallasmallin laskujen onnistumiselle. Se osoittaa myOs sen, ettd proteiineja
hajotetaan enemmin kuin niitd syntetisoidaan, miki tukee edelld mainittuja tuloksia.
Pitoisuudet eivit eronneet mittausjaksojen 1 ja 2 vililld mittausten sisdlli. Ainoastaan

lepo- ja voimaharjoituksen viliset laskimoarvot erosivat tilastollisesti merkitsevisti
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molemmilla mittausjaksoilla. Téh#n lienee syynd proteiinien kithtynyt synteesi ja
hajoaminen voimaharjoituksen jilkeen. My6s Biolo et al. (1995b) havaitsivat laskimon
fenyylialaniinin pitoisuuden alenevan tilastollisesti merkitsevisti voimaharjoituksen

jalkeen.

Niytesarjat 1 ja 2 erosivat toisistaan tilastollisesti merkitsevisti kaikkien laskettujen
muuttujien osalta (Taulukko 3). Naytesarjojen vilistd korrelaatiota ei esiintynyt
kertym#arvoissa, mutta valtimon ja laskimon pitoisuusarvot korreloivat tilastollisesti
merkitsevisti. Muuttujien variaatiokerroin oli alimmillaan 14 % ja korkeimmillaan 23
%. Koska niytesarjan 1 kaikki arvot olivat tilastollisesti merkitsevisti suuremmat, on
kysymyksessd systemaattinen virhe. Systemaattinen virhe koskee lihinnid néytteiden
laboratoriokisittelyd, silli niytteet otettiin saman mittauspéivin aikana ja GC/MS:n ajo-
olosuhteet pysyivit muuttumattomina. IImio on nikyvissi myOs kuviossa 2, jossa
niytesarjan 2 proteijniaineenvajhdﬁnnan arvot ovat korkeampia. Lopullisissa arvoissa
tilastollista eroa ei kuitenkaan esiinny. Vaikka vilivaiheiden toistettavuutta kuvaavat
arvot eivit ole hyvid, virhe havidd lopullisissa arvoissa. Kertymi- ja pitoisuusarvojen
perusteella menetelmid ei voi pitdd toistettavana, mutta lopullisten arvojen merkitys
lienee vahvempi. Niiden perusteella tuloksia kannattaa tarkastella kriittisesti
virhelihteet huomioiden, mutta muiden tekijoiden (hormonit, vapaat aminohapot)

lisdiminen menetelmiin antaisi varmuutta menetelmén onnistumiselle.

Rinnakkaisten tulosten toistettavuus on tdmén tutkimuksen perusteella hyva.
Toistéttavuudéﬂa | tviiss;'i” tapauksessa 'tarkbitet'aén laitteen (GC/MS) toistettavuutta
erotuksena laboratorioanalyysien toistettavuudesta, mikd on kuvattu edelld.
Korrelaatiokerroin oli alimmillaan 0,942, jonka mukaan sé]itysOsuus on 89 %. Kolmella
koehenkilolld korrelaatiokerroin oli 0,999 tai 1,000, jolloin selitysosuudeksi tulee 100
% ja korrelaatio on tilastollisesti merkitsevd. Rinnakkaisten tulosten erinomainen
toistettavuus kertoo GC/MS:n tarkkuudesta. Van Eijk et al. (1999), Calder (1999) ja
Patterson et al. (1997) paityivit samanlaisiin tuloksiin. Van Eijkin et al. (1999)
tutkimuksessa rinnakkaisten veri- ja plasmandytteiden korrelaatiokerroin vaihtel
0,9984-0,9997 ja Calderin et al. (1999) ja Pattersonin et al. (1997) tutkimuksessa
korrelaatiokerroin oli 0,9999. Niiden tulosten perusteella selitysosuudeksi tulee 100 %.
Van Ejjk et al. (1999) ja Calder et al. (1999) péittelivit GC/MS:n tarkkuuden olevan
hWﬁ niytteiden ollessa vikevii. Héidéin tutkimuksissaan ndytteet olivat huomattavasti

vikevampid kuin tissd tutkimuksessa. Siitd huolimatta tissi tutkimuksessa saavutettiin
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lihes yhtd hyvid tuloksia. Pattersonin et al. (1997) tutki myds niytekoon mérkitystéi
tuloksiin. Niytekoolla ei ole merkitystd, kun injektoidaan 0,1 — 2,0 nmol néytettd. Thssi
tutkimuksessa niytteen injektoi automaatti, johon oli séfidetty vakio niytekoko 0,5 pl.
Automaattinen injektori varmistaa myds sen, ettd naytettd injektoidaan sama méiri joka

kerta, jolloin virhemahdollisuus on olematon.

Yhden koehenkilon (I.M.) alhainen korrelaatiokerroin  johtunce GC/MS:n
epatarkkuudesta. Niaytteet analysoitiin varhain syksylld, jolloin kaytdssi oli vanhempi
GC/MS. Koska GC/MS on erittdin herkki, pienetkin epidpuhtaudet saattavat hdiritd
timin tutkimuksen niytteiden mittaamista. GC/MS oli tuolloin ahkerassa kaytossid ja
silli mitattiin paljon muitakin ndytteiti kuin timin tutkimuksen verindytteet. Muista
IM. nidytesarjaan. Toinen selittivd tekiji alhaiselle korrelaatiokertoimelle voi olla
tottumattomuus kerdys- ja analysointitilanteessa. Koehenkilon I.M. mittaus tapahtui
mittausten alussa toisena mittauspédivind, jolloin niytteiden késittely mittauspdivini
saattoi olla vaihtelevaa ja virheitd aiheuttavaa. Muut mittaukset ja analyysit suoritettiin
huomattavasti myShemmin, jolloin mittaajat ja né#ytteiden késittelijit olivat

rutinoituneita.

Niytesarjojen viliset korrelaatiokertoimet olivat 0,651-0,999, jotka kaikki olivat
tilastollisesti merkitsevid. Kaikkien niytteiden yhteenlaskettu korrelaatiokerroin oli
0,674, joka myos oli tilastollisesti merkitsevd. Yhteenlaskettujen niytteiden
korrelaatiokertoimen perusteella selitysosuudeksi tulee 45 %. Selitysosuutta alentaa
koehenkilon I.M. poikkeava tulos, silli muilla koehenkiloilld selitysosuus on 86 —100
%. Koehenkilon I.M. poikkeavaa tulosta voidaan selittdi edelli mainitulla mittaajien

tottumattomuudella ja laitteen epétarkkuudella.

Variaatiokertoimien vaihtelu osoittaa koehenkildiden viliset yksillliset erot
analyyseissd. Koehenkilolli .M. naytesarjan 1 variaatiokerroin oli 12, joka aiheuttaa
keskiarvoisen variaatiokertoimen nousun 32 %. Muilla koehenkilsilli variaatiokerroin
ei ylittdnyt 10 %. Niiden lukujen pohjalta voidaan todeta mittauksen, verindytteiden

kisittelyn ja analyysin olevan toistettava ja luotettava prosessi.
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12.5 KOLMIALLASMALLIIN TARVITTAVIEN LIHASNAYTTEIDEN
TULOSTEN TOISTETTAVUUS

Lihasniiytteistd voitiin  tarkastella vain GC/MS:td saatuja  rinnakkaistuloksia.
Mittausjaksojen vililld tapahtui lievdd vaihtelua, joka kahdella koehenkilolli oli
tilastollisesti merkitsevdd. Variaatiokerroin oli 1 — 24 %, mikd on hyvi verrattuna
verindytteiden variaatiokertoimiin. Wagenmakers (1999) kritisoi voimakkaasti
menetelm#i juuri lihasnidytteiden osalta. Laboratoriokésittelyn tarkoituksena on poistaa
veri, rasva ja sidekudos, mutta huonoimmassa tapauksessa niitd ei pystytd poistamaan
alhaisiksi, mikid vaikuttaa lopullisiin proteiiniaineenvathdunnan tuloksiin. Tissd
tutkimuksessa koehenkilt olivat nuoria ja lihaksikkaita mieskuntoilijoita. Heidin BMI-
arvonsa oli 25, jolloin rasvan osuus kudoksessa ei voi olla kovin suuri. Sen perusteella
koehenkiloiden lihasndytteet olivat valmiiksi melko puhtaita, mikd saattaa olla syyni
alhaiseen variaatiokertoimeen. Kaikkien lihasniytteiden laboratoriokisittely ja
GC/MS:n ajo-olosuhteet olivat vakiot. Mittausjaksojen viliset erot saattoivat syntyid
niytteen vihiisyydestd. Vaikka GC/MS pystyy erottelemaan hyvinkin pienistd
niytemiiristd (Patterson et al, 1997), nidytteen vihdinen miAdrd vaikeuttaa

laboratoriokaisittelya.

Lihaksen isotooppikertymii A-V —eron yhteydessi on mitattu ihmiselld vasta 1990-
luvulta alkaen. Ensimmdisen tutkimuksen julkaisi Biolo et al. (1995a), jonka jilkeen
menetelmii kehittynyt ainakin - laboratoriotydvaiheiden osalta. Vaikka lihasniytteiden
kisittely on tunnustettu ongelmalliseksi, menetelmé lienee tilld hetkelld paras
mahdollinen. Nykyd#n menetelmidn luotettavuutta lisdtdsin infusoimalla useampia
isotoopilla leimattuja aminohappoja (Volpi et al, 1998), jolloin saadaan_
proteiiniaineenvaihdunnan muuttujat niin monelta aminohapolta kuin on infusoitu.
Tami lisdd kaikkien néytteiden tulosten luotettavuutta, koska muutoksien pitéisi nikyd
kaikilla leimatuilla aminohapoilla, tietenkin huomioiden niiden aineenvaihduntareitit.
Proteiiniaineenvaihdunnan  tulosten tulkitseminen on parantunut vuosien varrella.
Veren virtausnopeuden mittaaminen tuli osaksi menetelm#di Biolon et al. (1995a)
tutkimuksen pohjalta. Sen jilkeen listtiin hormonianalyysit mukaan mittausprosessiin.
Pitkin mittauspdivin aikana tapahtuvia muutoksia tulkitaan my0s insuliinin

pitoisuuksien muutoksilla.” Tdm# on tarpeellista erityisesti suun kautta nautittujen
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aminohappo- ja/tai hiilihydraattivalmisteiden tutkimisessa. Hiilihydraatti kohottaé veren
insuliinipitoisuutta, mikd kithdyttdd proteiinisynteesia (Rasmussen et al, 2000).
Missddn tutkimuksessa ei ole kuitenkaan mitattu muiden anabolisten tai katabolisten
hormonien yhteyttd proteiiniaineenvaihduntaan. Téltd osa-alueelta saattaisi 16yty4 tukea
timin menetelmidn onnistumiselle. Vapaiden aminohappojen pitoisuudet veressi ja
Lihaksessa kuvaavat aminohappoaltaan sen hetkisti tilannetta. Niiden pitoisuuksien
muutoksista voidaan r'nybs' hakea Iuotettavuutta perinteiséri kolmiallasmallin tuloksille.
Koska kolmiallasmalli pyrkii kuvaamaan proteiiniaineenvaihduntaa dynaamisena
prosessina, myds lyhyin viliajoin otetut vapaiden aminohappojen pitoisuudet tukevat

proteiiniaineenvaihdunnan muutosprosesseja.

12. 6 JOHTOPAATOKSET

Isotooppimenetelmin  etuina ovat’ sen nopeus ja luonnollisesti esiintyvien
aminohappojen kiyttd (Biolo et al, 1995a). Fenyylialaniinin k#yttd vaatii ainoastaan
kahden tunnin infuusion ja sen jilkeen synteesid ja hajoamista voidaan mitata (Biolo et
al., 1995a). Aikaisempiin menetelmiin verrattuna (3-metyylhistidiini ja typpitase)
mittaus on huomattavasti nopeampi. Fenyylialaniini on luonnollisesti elimistossi
esiintyvi vilttdiméton aminohappo (Campbell, 1995, 73). Menetelméssi oletetaan, ettd
isotoopilla  leimattu  fenyylialaniini  jiljittelee  luonnollisen  fenyylialaniinin
aineenvaihduntaa, eikd hdiritse aminohappojen kinetilkkaa (Rasmussen et al, 2000).
Timin olettamuksen todistaminen lience metodologisesti mahdotonta, mutta

fysiologisesti ja biokemiallisesti olettamukset ovat uskottavia.

Proteiiniaineenvaihdunnan mittaamiseen kaytettdvad isotooppi-infuusio —menetelmii
voidaan pitdd paitulosten (synteesi, hajoaminen, netto) mukaan toistettavana. Lisiksi
rinnakkaisten verindytesarjojen ja GC/MS:n tulosten korrelaatio oli hyvi. Niiden

.....

ja proteiinien hajoamista heti voimaharjoituksen jilkeen. Sen mukaan my®ds hypoteesi

..... .

(H, ) jaa voimaan.
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Témin tutkimuksen térkoituksena oli selvittidd isotooppimenetelmin toistettavﬁutta ja
tarkkuutta proteiiniaineenvaihdunnan tutkimisessa sekd osoittaa hypertrofisen
maksimivoimaharjoituksen aiheuttavan muutoksia proteiiniaineenvaihdunnassa.
Vaikka vilivaiheiden muuttujissa (kertymd ja pitoisuus) esiintyi systemaattista ja
satunnaisvirhettd, synteesin, hajoamisen tai nettotilanteen arvot eivit eronneet
mittausjaksojen tai niytesarjojen kesken. Voimaharjoitus kiithdytti proteiinien synteesii
| ja hajoamista heti maksimivoimahrjoituksen jilkeen mitattuna. Niiden piétulosten
perusteella menetelmd on toistettava ja menetelmd mittaa muutoksen, jonka

maksimivoimaharjoitus aiheuttaa proteiiniaineenvaihdunnassa.
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LIITE 3.

INFUUSIOLIUOKSEN JA ALKUANNOKSEN LASKEMINEN

Isotoopin méira lasketaan koehenkilon kehon painon, infuusioajan ja infuusionopeuden avulla. Jos
isotoopin infuusionopeus on esimerkiksi 0,05 pmol/kg/min, aika 300 minuuttia ja koehenkilon

paino 60 kilogrammaa, lasketaan tarvittava mairé

Isotoopin miéri = kehon paino x infuusioaika x infuusionopeus
= 60 kg x 300 min. x 0,05 pmol/kg/min
=900 pmol

Koska infuusionopeuden yksikko ilmoitetaan pmol/kg/min, tiytyy isotoopin méird muuttaa
punnittavaan muotoon. Isotoopin rakenteen perusteella lasketaan yhdisteen molekyylipaino, joka
kerrotaan tilavuudella. Tarvittaessa tehdain vield korjauksia, jotta yksikdt ovat sopivia isotoopin

punnitsemiseen.

Isotoopin punnitseminen tapahtuu tarkalla vaa’alla ja steriileilld tydvilineilld. My0s
tyoskentelytavoissa steriiliyteen on kiinnitettiva erityistd huomiota. Isotooppi annostellaan purkista
tiputtelemalla steriiliin mitta-astiaan laskettu mairi. Todellinen isotoopin méird merkitdsin muistiin.
Sen jilkeen astiaan lisdtdéin steriilid suolaliuosta, ja isotooppi linotetaan joko késin ravistelemalla tai
sekoittajan avulla. Kun isotooppi on liuennut kunnolla suolaliuokseen, liuos imetédin ruiskuun.
Ruisku tyhjennetddn nollatulla vaa’alla olevaan mitta-astiaan. Kun tiedetd4in isotoopin ja isotooppia
sisiltdvin linoksen tarkka madri sekd koehenkilon paino mittauspaiving, voidaan laskea

infuusiopumpun nopeus (ml/min), jotta todellinen infuusionopeus (mol/kg/min) olisi oikea.

Alkuannoksen suuruus on mydskin riippuvainen aminohappoaltaiden koosta, joka on suhteessa
koehenkilon painoon. Alkuannos punnitaan samalla tavalla kuin infuusiota varten ja linotetaan

suolalinokseen. Linos imetdin ruiskuun, josta se injektoidaan verenkiertoon katetrien ja avulla.



LIITE 4.

Bovine Colostrum

Blood Flow

Subject

Date 14-Nov

Infusate ICG(indocyanine green)
Infusion rate 60ml/h

Dilution factor 82.80

Hematocrit 0.42

Leg volume(l) 12.056

Standard |Weight of Smp |Weigth of ICqAbsorbance @ 805 DF=(ICG wt+serum wt)/|ICG wt

1. _ 1.0061 0.0123 1.574 82.80

2. v

.__Absorbance @ 805
Sample FV PV FV-PV Plasma Flow HCR Blood Flow | Leg volume Blood Flow
PD 1 { mi/min mli/min L mL/min/100mL legVol
135 0.425 : 0.00
145 0.502 0.129 0.373 349.40 0.42 602.42 12.056 5.00
155 0.545 0.151 0.394 330.78 042 570.31 12.056 4.73
165 0.515 0.166 0.349 373.43 0.42 643.85 12.056 5.34
PD2
270 0 0.00 :
280 0.739 0.193 0.546 238.69 042 411.54 12.056 3.41
290 0.617 0.19 0.427 305.22 0.42 526.23 12.056 4.36
300 0.541 0.216 0.325 401.01 0.42 691.39 12.056 5.73
n mean std N
PD 1 3 5.02 0.31
PD 2 3 4.50 1.17




LIITE §S.

TYOOHJE SSA-PUTKIEN (kolmiallasmalli) VALMISTUKSEEN

Tarja Nykédnen

TARVIKKEET:

7 ml korkillisia koeputkia, sulfosalisyylihappoa (SSA 15 %), siséisti standardia (*°Ce-
ring-fenyylialaniinia; C= 50 ul/ml), 2 pipettid (2 ml ja 200 pl) ja pipetin kirkia,
vaaka, jaati

1. Punnitse koeputki ja kirjaa paino ylos.

2. Ota korkki pois ja nollaa vaaka.

3. Lisad 2 ml sulfosalisyylihappoa koeputkeen ja kirjaa paino ylos.
4. Nollaa vaaka. Lisad 200 pl sisdistd standardia ja kirjaa paino ylos.
5. Sulje koeputki huolellisesti.



LIITE 6.

TYOOHJE ICG-NAYTTEIDEN(verenvirtaus) ANALYYSIIN

Tarja Nykénen

TARVIKKEET: ,

spektrofotometri, musta kyvetti, 5-40 pl pipetti ja kérki, ICG-liuosta, Eppendorf-
putki, parafilmid, vaaka, pesunestetti, tislattua vettd, imu kyvetin puhdistukseen, ohut
karki imuun, kertakayttopipettejd, verindytteet

ESITYOT

1. Kytke spektrofotometriin virta. Kokoa tarvikkeet tyopoydille spektrofotometrin
viereen. ‘

2. Mittaa Eppendorf-putkeen n. 2 ml ICG-liuosta.

3. Aseta spektrofotometriin aallonpituudeksi 805 nm ja data print *yes’. Toiminnot
16ytyvit padvalikon photometric-mittauksen alta.

LAIMENNUSKERTOIMEN MITTAAMINEN

4. Punnitse kyvetti ja nollaa vaaka. Kaada taustandyte kyvettiin ja kirjaa niytteen
paino ylos. Laita nidyte spektrofotometriin ja paina auto zero.

5. Nollaa kyvetti, jossa on ICG-liuosta. Lisda 12 pul ICG-liuosta kyvettiin ja kirjaa
ICG:n paino ylos. Sekoita ICG plasmaan peittamilld kyvetti parafilmilld ja peukalolia
ja kddntelemilld ylosalaisin. Mittaa liuoksen absorbanssi, paina start ja kirjaa se ylos.
6. Puhdista kyvetti imulla, laita kertakdyttopipetilla pesunestettd, ime se pois ja
huuhtele vield tislatulla vedelld. Kuivaa kyvetti huolellisesti imulla.

NAYTTEIDEN MITTAAMINEN
7. Kaada niyte (135 FV, 135 PV, 145 FV jne.) kyvettiin, paina start ja kirjaa
absorbanssi ylos. Pese kyvetti kohdan 6 tavoin.

LAIMENNUSKERTOIMEN MITTAAMINEN
8. Tee samoin kuin kohdissa 4, 5 ja 6, paitsi [CG:n maéri on 18 pl.

9. Lopetettuasi tyoskentelyn, vie tiskit altaaseen ja siivoa jdlkesi. Sulje
spektrofotometri palattuasi perustilaan (paina return ja mode).



	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

