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TIIVISTELMA

Silvennoinen, Mika 2004. Tyypin 1 diabeteksen ja kestidvyysharjoittelun vaikutukset energiametaboli-
aan liittyvien geenien ilmenemiseen hiirten raajalihaksissa. Jyviskylin yliopisto. Liikuntabiologian
laitos. Liikuntafysiologian Pro gradu —tutkielma.

Tyypin 1 diabetesta eli nuoruusién diabetesta sairastavan haima ei eritd lainkaan insuliinia, koska sen
B-solut ovat tuhoutuneet autoimmuunireaktioiden takia. Insuliinin puute heikentdd lihas- ja rasvakudosten
glukoosin ottoa ja kéyttdd (veren glukoosipitoisuus nousee), vihentdd rasvahappojen varastoitumista rasva-
kudoksiin (veren rasvahappopitoisuus nousee), heikentdd proteiinisynteesid ja lisdd proteiinien hajotusta.
Diabeteksen aiheuttama krooninen hyperglykemia aiheuttaa pitkéllé aikavélilld vakavia komplikaatioita, joita
ovat esimerkiksi: sepelvaltimotauti, d4reisverenkiertosairaudet, kardiomyopatia ja neuropatia. Diabeteksen
hoidon tirkein tavoite on pitdd veren glukoosipitoisuus mahdollisimman normaalina. Diabetesta hoidetaan
tavallisesti insuliini-injektioiden avulla. Liikuntaakin voidaan kéyttda yhtend hoitomuotona, silld se parantaa
kudosten insuliiniherkkyytté, raajalihasten kykyd hapettaa glukoosia ja rasvahappoja sekd ehkéisee sydén- ja
verisuonitauteja. Hoitokeinojen kehittelyn kannalta on tirkedd ymmaértdd sairauksien ja hoitojen solutason
mekanismeja. Diabeteksen ja kestdvyysharjoittelun on havaittu muuttavan raajalihaksissa lukuisten geenien
mRNA-maérid. Transkription eli mRNA-synteesin sditelyn ajatellaan olevan tirked vaikutusmekanismi sekd
kestdvyysharjoitteluadaptaatioissa ettd diabeteksessa. Tdmidn tutkimuksen tarkoitus oli selvittdd millaisia
muutoksia hoitamaton diabetes ja kestévyysharjoittelu aiheuttavat raajalihasten energiametaboliaan liittyvien
geenien ilmenemiseen. Geenien ilmenemiselld tarkoitettiin tidssd tutkimuksessa tietyn geenin mRNA:n méa-
ra.

Tutkimuksessa kéaytettiin koe-eldimind NMRI-hiiriuroksia (n=60). Osalle hiiristd aiheutettiin tyypin 1
diabetes injektoimalla vatsaonteloon haiman B-solut tuhoavaa streptozotosiinia. Puolet sairaista ja terveista
hiiristd suorittivat kestdvyysharjoitteluohjelman, joka kesti ryhmaista riippuen 1, 3 tai 5 viikkoa. Harjoittelun
jéilkeen harjoitelleet ja niitd vastaavat harjoittelemattomat hiiret lopetettiin ja preparoitiin. Tassa tutkimukses-
sa kdytettiin raajalihaksen mallina pohjekompleksia (gastrocnemius, soleus, plantaris). Pohjekompleksin
geenien ilmenemistd selvitettiin kéyttden Affymetrix:in microarray—lastua MG U74Av2. Microarray—
menetelmén avulla voitiin selvittdd laajassa mittakaavassa, miten eri geenien ilmeneminen lisdédntyy tai vihe-
nee diabeteksen ja kestidvyysharjoittelun vaikutuksesta. Microarray-tulosten analysointiin kéytettiin tietoko-
neohjelmia Microarray Suite ja GeneSpring. Geenien ilmenemisessd laskettiin olevan ero kahden ndytteen
valilld, kun muutoksen P-arvo oli yli 0,9975 tai alle 0,0025 (Wilcoxon’s Signed Rank —testi) ja signaalien
suhde log,(ndytel/ndyte2) oli yli 0,3 tai alle —-0,3.

Diabetes heikensi geenien ilmenemismuutosten perusteella lihassolujen glukoosinottokykyé seké gly-
kolyysié. Kestdvyysharjoittelu saattoi vihentdd glukoosinottokyvyn heikkenemisti ja lisétd aerobisen glyko-
lyysin osuutta suhteessa anaerobiseen. Diabetes laski glukoosi-6-fosfataasi-kuljetusproteiini-1:n ilmenemista,
miké voi vdhentdd raajalihassolujen glykogeenisynteesid. Kestdvyysharjoittelu lievitti muutosta ja védhensi
mahdollisesti ndin glykogeenisynteesin heikkenemistd. Lyhytkestoinen diabetes pyrkii parantamaan lipidien
hajotuskykyé lisddmaélla lipidien hajotukseen liittyvien geenien ilmenemistd. Pitkdkestoinen diabetes laski
em. geenien ilmenemistd, mikd heikensi todenndkoisesti raajalihaksen lipidienhajotuskykyd. Kestidvyyshar-
joittelu voi estdd pitkékestoisen diabeteksen aiheuttaman lipidienhajotuskyvyn laskun lisddmalld lipidien
hajotukseen liittyvien geenien ilmenemisti. Diabetes lisési ariadne-geenin ilmenemisti, mikd selittdd diabe-
teksessa havaittua proteiinien hajotuksen lisdéntymisté, silld kyseinen geeni lisdd ubikitiiniketjujen liittdmista
proteiineihin. Voi olla, ettd kestdvyysharjoittelu véhentéd proteiinien hajotusta, silld se vdhensi diabeteksen
aiheuttamaa ariadne-geenin ilmenemisen nousua. Diabetes vihensi BCKD:n (branched chain ketoacid dehyd-
rogenase) ja BCKDK:n (branched chain ketoacid dehydrogenase kinase) geenien ilmenemistd, mikd vdhen-
tdd lihassolujen kykyd hapettaa haaraketjuisia aminohappoja. Kestivyysharjoittelu voi véhentdd hape-
tuskyvyn laskua, silld se vihensi em. geenien ilmenemisen laskua. Diabetes lisisi MNK2:n ja PHAS-1:n
geenien ilmenemistd, mikd selittdd diabeteksessa havaittua proteiinisynteesin heikkenemistd, silld kyseiset
geenit inhiboivat eif-4E-proteiinia, joka osallistuu proteiinisynteesin aloitukseen. Harjoittelu véhensi diabe-
teksen aiheuttamaa MNK2:n ja PHAS-1:n geenien ilmenemisen kasvua, miké voi lisitd proteiinisynteesié.
Diabetes laski raajalihaksissa sitruunahappokierron ja elektroninsiirtoketjun geenien ilmenemisti, mika johti
todenndkoisesti aerobisen energiantuottokyvyn laskuun. Diabetes voi ndin heikentdd kaikkien ravintoaineiden
hapetusta ja vdhentdd niistd saatavaa ATP:n maérdd. Kestdvyysharjoittelu lisési sitruunahappokierron ja
elektroninsiirtoketjun geenien ilmenemisté ja mahdollisesti ndin myos aerobista energiantuottokykya.

Tutkimuksessa havaitut geenien ilmenemismuutokset selittdviat monia diabeteksen aiheuttamia meta-
bolian ilmi6itd. Kestdvyysharjoittelu lievitti yleensd ainakin ensimmaéisesséd aikapisteesséd diabeteksen aihe-
uttamia geenien ilmenemisen muutoksia. Kestivyysharjoittelu voi siis véhentdd diabeteksen vaikutuksia
raajalihasten energiametaboliaan. Téssd tutkimuksessa selvitettiin geenien ilmenemistd vain mRNA-tasolla.
Tamain takia jatkotutkimuksissa tulee selvittda, aiheuttavatko havaitut mRNA-mééran muutokset myds prote-
iinimédrien ja entsyymiaktiivisuuksien muutoksia.
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SANASTO

Absorbanssi
AGE

AMPK
C-terminaalinen pai
Eksitaatio
Elektroforeesi

Eluointi
Emittoituminen
Enhancer-alue
EST-sekvenssi

Fibroblasti
Fluorokromi
Fragmentaatio
Geenin ilmeneminen
GLUT4
Glykogenolyysi
G-proteiini

Heksoosiamiinireitti
Hybridisaatio
Komplementaarinen ketju

Konformaatio
Kovalenttinen sidos

Lysosomi

MAPK
Molaarisuus
mRNA
NAD'

Nefropatia
Neuropatia
Nukleotidi

Oligonukleotidi
Palmitaatti
Palmityyli-coA
Polyolireitti
Promootteri-alue

Proteiinikinaasi-C

Retinopatia
Ribosomi

RPM
Sekvenssi
Superoksidi

Triglyseridi
Ubikitinointi

= optinen tiheys, valon imeytymisti aineeseen kuvaava luku spektrofotometriassa

= proteiini johon on liittynyt glukoosin hajoamistuotteita. Nditd syntyy erityisen runsaasti,
kun veren glukoosipitoisuus on korkea

= adenosiinimonofosfaattiriippuvainen proteiinikinaasi

= peptidin se péi, jossa aminohapolla on vapaa karboksyyliryhmé

= atomien virittdmistd valon avulla

= menetelmad, jolla erotetaan toisistaan séhkoisesti varautuneita molekyylejd niiden erilaisen
nopeuden perusteella séhkokentédssa

= uuttaminen

= tapahtuma, jossa atomien virityksen purkaantumisessa syntyy séteilyé

= DNA:ssa oleva sekvenssialue, joka aktivoituessaan lisdd promootteri-alueen toimintaa

= cDNA-kirjastosta perdisin oleva nukleotidisekvenssi. cDNA-kirjastossa on tallennettuna
jonkun méérityn solu- tai kudostyypin kaikki mRNA-sekvenssit cDNA:ksi kddnnettyni.
EST-sekvensseisti suuri osa on sellaisia, joiden geenié ei vield tunneta.

= epakypsa sidekudossolu tai aktiivivaiheessa oleva sidekudossolu

= vérireaktion aiheuttava aine

= nukleotidijuosteen hajotus pienempiin palasiin

= tdssd tyOssd tietyn geenin ldhetti-RNA:n méara

= tdrkein glukoosinkuljetusproteiini

= glykogeenin entsymaattinen pilkkoutuminen glukoosiksi

= solukalvon sisépuolelle kiinnittynyt yhteysproteiini, joka valittdd solukalvon reseptorin
vastaanottaman viestin solulimaan

= reaktioreitti, jossa glykolyysin vilituotteesta fruktoosi-6-fosfaatista valmistetaan UDP-N-
asetyyliglukoosiamiinia, jota tarvitaan esimerkiksi proteoglykaanien synteesiin

= toisiaan vastaavien (komplementaaristen) nukleiinihapporihmojen yhtyminen kaksijuos-
teiseksi emdsten pariutumisen kautta

= DNA tai RNA- ketju, jonka sekvenssi on sellainen, ettd sen nukleotidien emékset pariutu-
vat tdydellisesti toisen ketjun kanssa

= molekyylin tietty kolmiulotteinen rakenne

= kahden atomin vilinen voimakas sidos, joka perustuu kahden, neljén tai kuuden elektro-
nin jakautumiseen atomien valilld siten, ettd niistd tulee kummankin atomin yhteisia

= pieni solulimassa sijaitseva kalvon ympérdima soluelin, jonka sisilld olevat hydrolyyttiset
entsyymit kykenevét pilkkomaan solulle tarpeettomia makromolekyylejé

= mitogeeniaktivoituproteiinikinaasi

= liuoksen tietyn aineen médrd mooleina liuoslitraa kohti

= ldhetti-RNA

= nikotiinihappoamidiadeniinidinukleotidi, kykenee ottamaan vastaan ja luovuttamaan kaksi
elektronia seké yhden vetyionin

= munuaissairaus

= ddreishermojen sairaus

= puriini- tai pyrimidiinieméksen, pentoosisokerin ja fosfaattiryhmén késittdva nukleiiniha-
pon rakenneyksikkod

=muutaman nukleotidin pituinen nukleiinihappoketju

= palmitiinihapon (rasvahappo) ionimuoto

= koentsyymi-A-osaan liitetty palmitiinihappo

= reaktioreitti, jossa glukoosi muutetaan sorbitoliksi

= DNA:ssa oleva sekvenssialue, joka osallistuu RNA-polymeraasin sitomiseen ja mRNA-
synteesin aloitukseen

= proteiinikinaasi, joka sédtelee useiden entsyymien ja transkriptiotekijoiden aktiivisuutta.
Aktivoituu hyperglykemiassa.

= verkkokalvosairaus

= proteiineista ja RNA:sta koostuva yksikko, joka syntetisoi mRNA:n ohjeiden perusteella
proteiineja

= kierroksia minuutissa

= nukleotidien jérjestys RNA:ssa tai DNA:ssa

= happiradikaali O,’, joka kykenee vaurioittamaan hapettamalla elimist6lle tarkeitd mole-
kyyleja

= glyserolin ja kolmen rasvahapon esteriyhdiste, jollaisista neutraalirasvat koostuvat

= ubikitiiniketjun liittdminen proteiineihin. Liittyy proteiinien hajotuksen sdételyyn



1 JOHDANTO

Tyypin 1 diabeteksen ilmaantuvuus alle 14-vuotiailla lapsilla on Suomessa maailman kor-
kein (Tuomilehto ym. 2000). Tyypin 1 diabetesta eli nuoruusién diabetesta sairastavan
haima ei eritd lainkaan insuliinia, koska sen B-solut ovat tuhoutuneet autoimmuunireakti-
oiden takia. Sairauden puhkeamisen syitd ei vield tarkasti tiedetd, mutta sithen voivat vai-
kuttaa geneettinen alttius sekd autoimmuniteettid laukaisevat ympériston tekijét. Diabetesta
sairastavia ithmisid oli maailmassa 150 miljoonaa vuonna 2000. Vuoteen 2010 mennessé
diabeetikkojen madrdn uskotaan nousevan 220:een miljoonaan. Diabetesta sairastavien
miirdn nopea kasvu johtuu pédasiassa tyypin 2 diabeteksen nopeasta yleistymisesta.
(Zimmet ym. 2001.) Tyypin 2 diabetes eli aikuisién diabetes ei johdu insuliinin erityksen
héiridistd vaan lihas-, maksa- ja rasvasolujen insuliinisensitiivisyyden laskusta (Bell &
Polonsky 2001). Tyypin 2 diabetesta aiheuttavat geneettiset ja ei-geneettiset tekijét yhdes-
sd. Tarkeimpid ei-geneettisid tekijoitd ovat lisddntyva ika, ylipaino, keskivartalolihavuus,

vdhiinen liikunta ja alhainen syntymaépaino (Harris 2000).

Insuliini on tirked elimiston metaboliaa sddtelevd hormoni. Insuliinin toiminta on molem-
missa diabetes-tyypeissd hdiriintynyt, miké aiheuttaa suuria muutoksia elimiston metaboli-
assa. Vajaa insuliinitoiminta heikentdd lihas- ja rasvakudosten glukoosin ottoa ja kayttoa,
minka takia veren glukoosipitoisuus nousee korkeaksi. Insuliini edistdd normaalisti rasva-
happojen varastoitumista rasvakudoksiin. Diabeteksessa tdmi estyy, jolloin veren rasva-
happopitoisuus nousee. Insuliini edistdd proteiinisynteesid ja estdd proteiinien hajotusta.
Diabeteksessa proteiinien synteesi vdhenee ja hajotus lisddntyy. (Guyton & Hall 2001,
894-897) Diabetes aiheuttaa pitkilld aikavililld useita vakavia komplikaatioita, joita ovat
sepelvaltimotauti, kardiomyopatia, aivoinfarkti, ddreisverenkiertosairaudet, retinopatiat,
nefropatiat, neuropatiat ja ihosairaudet. Krooninen hyperglykemia on komplikaatioiden
tarkein syy. Tdmén takia diabeteksen hoidon térkein tavoite on pitdd veren glukoosipitoi-

suus mahdollisimman normaalina. (Nathan 2000.)

Ihon alle annettavat insuliini-injektiot ja tarkka ruokailusuunnitelma ovat perushoidot tyy-
pin 1 diabeteksessa. Tyypin 2 diabeteksen ensisijaisena hoitona ovat sellaiset eliméntapa-
muutokset kuten painonpudotus, liikkunnan lisddminen ja ruokarasvojen vdhennys. (Le-

Roith ym. 2000.) Liikuntaa sopii hyvin tyypin 2 diabeteksen hoitoon. koska se lisdd kudos-
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ten insuliiniherkkyyttd. Tyypin 1 diabeteksen hoitona litkunta on hieman ongelmallisempi,
koska se tdytyy sovittaa tarkasti yhteen insuliinihoitojen ja ruokailujen kanssa. Jos ndin ei
tehdé, litkunta voi aiheuttaa insuliiniherkkyyden lisdyksen kautta hypoglykemiaa. Liikun-
nalla on kuitenkin useita edullisia vaikutuksia myds tyypin 1 diabetesta sairastaville. Lii-
kunta parantaa raajalihasten heikentynyttd glukoosin ja rasvahappojen hapetuskykyi (Ia-
nuzzo ym. 1974). Liikunta voi ehkdistd makrovaskulaaristen sairauksien kehittymisti
(Fuchsjager-Mayrl ym. 2002; Rigla ym. 2001) sekd parantaa syddmen toimintakykyé
(Paulson ym. 1987). Liikunta aiheuttaa diabetesta sairastavilla samanlaisia adaptaatiovai-
kutuksia kuin terveilldkin. Liikunta voi lisdtd esim. aerobista kestdvyyttd, anaerobista kes-

tdvyyttd sekd lihasvoimaa. (Mandroukas ym. 1984.)

Hoitokeinojen kehittelyn kannalta on hyvin tirkedd ymmartié sairauksien ja hoitojen solu-
tason mekanismeja. Geenien transkriptionsdétely on tirked osa solujen metabolian sdéte-
lyd. Diabeteksen on havaittu aiheuttavan laajamittaisia muutoksia hiirten raajalihasten gee-
nien mRNA-maéirissd (Yechoor ym. 2002). Pilegaard ym. (2000) totesivat myds, ettd gee-
nien transkriptionséditely on raajalihasten harjoitteluadaptaatioiden perusta. Tdméan tutki-
muksen tarkoitus oli selvittdd millaisia muutoksia hoitamaton diabetes ja kestidvyysharjoit-
telu aiheuttavat raajalihasten geenien ilmenemiseen. Geenien ilmenemiselld tarkoitetaan
téssd tutkimuksessa tietyn geenin mRNA:n maardd. Tutkimuksessa kéytettiin koe-eldimind
NMRI-hiiriuroksia (Harlan, Hollanti). Osalle hiiristd aiheutettiin kokeellinen tyypin 1 dia-
betes injektoimalla vatsaonteloon haiman [-solut tuhoavaa streptozotosiinia (Sigma). Puo-
let sairaista ja terveistd hiiristd suorittivat kestdvyysharjoitteluohjelman, joka kesti ryhmés-
td riippuen 1,3 tai 5 viikkoa. Ohjelman jilkeen harjoitelleet ja niitd vastaavat harjoittele-
mattomat hiiret lopetettiin ja preparoitiin. Tdssd tutkimuksessa kéytettiin raajalihaksen
mallina pohjekompleksia (gastrocnemius, soleus, plantaris). Pohjekompleksin geenien il-
menemistéd selvitettiin kdyttden Affymetrix:in (USA, Santa Clara) microarray—lastua MG
U74Av2. Kyseiselld lastulla voitiin tutkia samalla kertaa noin 6000:n geenin ja 6000:n
EST-sekvenssin ilmenemistd. Microarray—menetelmén avulla voitiin néin selvittdd laajassa
mittakaavassa miten geenien toiminta lisdéntyy tai vihenee diabeteksen ja kestdvyyshar-

joittelun (yhdessi ja erikseen) vaikutuksesta.



2 METABOLIAN SAATELY

Nisédkkéiden elimistd koostuu erilaisista kudoksista, joilla on kaikilla oma erityinen tehté-
vansi. Lihaskudos esimerkiksi mahdollistaa liikkeen, rasvakudos energian varastoinnin ja
hermokudos sdhkokemiallisten signaalien johtamisen. Kudoksen toiminta perustuu sen
solujen yhteistoimintaan. Elimiston toiminta taas perustuu kaikkien sen kudosten ja niiden
muodostamien elinten yhteistoimintaan. Yhteistoiminta vaatii monella tasolla tapahtuvaa

tiedonvaihtoa ja siitelya.

2.1 Neuroendokriininen jirjestelmé

Neuroendokriininen jarjestelma vastaa siitd, ettd elimiston eri osat toimivat hyvin yhteen.
Jarjestelmin perusosat ovat keskushermosto, autonominen hermosto seké siséderitysrauha-
set. Keskushermosto kerdi tietoa elimiston eri osien toiminnasta ja olosuhteista. Tietoa
saadaan muun muassa sensoristen hermojen kautta sekd veren mukana tulevista signaaliai-
neista. Saapuneiden tietojen perusteella keskushermosto koordinoi koko elimistdn toimin-
taa. Koordinointi tapahtuu vilittdjdaineiden avulla, jotka pystyvét vaikuttamaan solujen
toimintaan. Vilittdjdaineet kulkevat kohdekudoksiin ja -soluihin veren mukana (hormonit)
tai ne eritetddn kohteeseen hermopéétteistd (neurotransmitterit). Elimistdn toimintaa sééte-
levit hermopaitteet kuuluvat autonomiseen hermostoon, joka voidaan jakaa sympaattiseen
ja parasympaattiseen hermostoon. Niilld kahdella hermostolla on yleensé vastakkaiset vai-
kutukset kohdesoluihinsa. Veren kautta vaikuttavien vilittdjdaineiden eli hormonien eritys
tapahtuu siséeritysrauhasissa, joita ovat esimerkiksi kilpirauhanen, lisimunuainen, kivek-
set, haima ja aivoliséke. Sisderitysrauhasten eri hormonien eritystd sdddellddn yleensd aivo-
lisdkkeen erittdmien trooppisten hormonien avulla. Hypotalamus séditelee keskushermos-
tosta saatujen tietojen perusteella aivolisdkkeen trooppisten hormonien eritystd. Séditely
perustuu hypotalamuksen erittdimiin vapauttaja-aineisiin. Joidenkin sisderitysrauhasten
eritystd voidaan sdddelld suoraan sympaattisten hermojen avulla (esim. lisimunuaisen ad-
renaliinin eritys). Neuroendokriinisen jérjestelmin solut eivdt ole ainoita, jotka erittdvat
valittdjdaineita. Monet solut erittdvit ymparistoonsa vilittdjdaineita sdddellikseen omaa tai

naapurisolujen aineenvaihduntaa. (Nelson & Cox 2000, 884-896.)



2.2 Siitelymekanismit

Vilittdjdaineet vaikuttavat soluihin reseptoreiden viélitykselld, joihin ne sitoutuvat spesifi-
sesti. Reseptorit voivat sijaita solukalvon pinnalla tai siséll, sytosolissa sekd tumassa. Pro-
teiini-, peptidi- ja katekoliamiinihormonien reseptorit ovat solukalvolla, steroidihormonien
sytosolissa ja kilpirauhashormonien tumassa. Jokaisella solutyypilld on oma hormoniresep-
torien yhdistelménsd, joka méddrdé solun vasteen herkkyyden eri hormoneille. Saman resep-
torikoostumuksen omaavilla soluilla ei kuitenkaan valttiméttd ole samanlaista vastetta,
koska signaalireitit, joihin reseptorit vaikuttavat, voivat olla erilaisia. Signaalireitilld tarkoi-
tetaan niiden molekyylien muodostamaa verkostoa, joiden kautta vélittdjdaine aiheuttaa
solun vasteet. Tarkeitd signaalireittejd ovat esimerkiksi insuliinin, AMPK:n, MAPK:n seké
G-proteiinien signaalireitit. NAitd reittejd kdytetddn esimerkiksi solujen energiametabolian
sddtelyyn. Hormonin sitoutuminen reseptoriin aiheuttaa aluksi kalvopotentiaalin muutok-
sen, reseptorientsyymin aktivoitumisen tai toisioldhetin syntymisen. Kaikki kyseiset reak-
tiot voivat johtaa proteiinikinaasi-entsyymien aktivoitumiseen. Proteiinikinaasit kykenevit
fosforyloimaan spesifisti muita kohde proteiineja. Fosforylaatiossa proteiinin tyrosiini- tai
seriiniaminohappoon liitetdén fosfaattiryhma. Fosforylointi yleensé aktivoi tai inhiboi koh-
deproteiinin, joka voi olla esimerkiksi jonkun metaboliareitin entsyymi, fosfataasi (poistaa
fosfaattiryhmii eli defosforyloi proteiineja) tai seuraavan tason proteiinikinaasi, joka puo-
lestaan fosforyloi uusia proteiineja. Fosforyloinnin lisdksi entsyymien aktiivisuutta voidaan
sdddelld allosteerisella mekanismilla. Siind aktiivinen vaikuttajamolekyyli sitoutuu ei-
kovalenttisesti entsyymiin, mikd aiheuttaa entsyymiaktiivisuuden muutoksen. Vilittdjdai-
nereseptorin vaikutuksen alaisista lukuisista entsyymeistd ja muista proteiineista muodos-
tuva signaalikaskadi vahvistaa alkuperiistd signaalia voimakkaasti. Tdmin takia resepto-
riin vaikuttavan vilittdjdaineen pitoisuus voi olla hyvinkin pieni, ja siitd huolimatta se voi
aiheuttaa voimakkaita vasteita. Entsyymien sdételyn lisdksi, monet signaalireitit aktivoivat
transkriptiotekijoitd, jotka sddtelevdt tumassa geenien transkriptiota eli mRNA:n synteesid,
miké johtaa yleensd myds geenejd vastaavien proteiinien synteesiin. Syntetisoitavat prote-
1init voivat olla entsyymejd, rakenneproteiineja, reseptoreita tai vaikkapa toisten geenien
transkriptiotekijoitd. Transkriptioon perustuvan sddtelyn vaikutusten ilmeneminen vaatii
selvésti enemmén aikaa kuin entsyymien aktiivisuuden sédtely fosforyloinnilla tai allostee-

risella mekanismilla. (Nelson & Cox 2000, 884-896.)



2.3 Geenien ilmenemisen siitely

Geenien ilmenemistd voidaan tutkia mRNA:n tasolla sekd proteiinitasolla. Geenin ilmene-
miseen vaaditaan seuraavat vaiheet: geenin aktivointi, transkription aloitus, mRNA:n pro-
sessointi, mRNA:n kuljetus tumasta sytosoliin seki translaatio eli proteiinin synteesi. Gee-
nien ilmenemistd voidaan sdddelld kaikissa edelld mainituissa vaiheissa. Suurimman osan
sddtelystd ajatellaan kuitenkin tapahtuvan transkription aloitusvaiheessa. Séételystd vastaa-
vat tdssd vaiheessa transkriptiotekijdt, jotka séddtelevit transkription aloitusta sitoutumalla
juuri tiettyyn kohtaan DNA:ta. Sitoutumiskohtaa kutsutaan vaste-elementiksi, joka sijaitsee
usein geenin promoottori- tai enhancer-alueella. RNA-polymeraasin suorittama transkriptio
voi alkaa vasta, kun transkriptiotekija on sitoutunut vaste-elementtiin. Transkriptiotekijoi-
den sitoutumiskykyi sdddellddn yleensd fosforyloinnin avulla. Fosforylointia ohjataan sig-

naalireittien kautta esimerkiksi hormoneilla. (Lewin 2000.)

Translaatiota voidaan kontrolloida spesifien proteiinien tai RNA-molekyylien avulla, jotka
sitoutuvat mRNA:han siten, ettid ribosomit eivit kykene sitoutumaan translaation aloitus-
kohtaan. mRNA:han sitoutuvat pienet RNA-molekyylit voivat myds muuttaa mRNA:n
konformaation sellaiseksi, ettd translaatio keskeytyy. Konformaationmuutos voi altistaa
mRNA:n myos endonukleaaseille, jotka pilkkovat RNA:ta. mRNA-molekyylien hajotusta
voidaan sdddelld estimilld destabiloivien elementtien toiminta. Destabiloiva elementti on
mRNA:ssa oleva kohta, johon voi sitoutua proteiineja, jotka mahdollistavat molekyylin
hajotuksen. Solujen proteiinit tuhotaan péddasiassa proteosomeissa. Proteosomit kykenevit
pilkkomaan sellaisia proteiineja, joissa on kiinni ubikitiini. Soluissa merkitidén sellaiset
proteiinit spesifisti ubikitiinilla, jotka on tarkoitus hajottaa. Proteosomi-ubikitiini-
jarjestelmén séddtelyd ei vield tarkkaan tunneta. Geenin ilmenemistd voidaan siis sdddelld

my0s kontrolloimalla sekd mRNA:n ettéd proteiinin hajotusta. (Lewin 2000.)
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3 ENERGIAMETABOLIA

3.1 Energiantuottoreitit

Ihmisten ja eldinten solut saavat tarvitsemansa energian hajottamalla ravintoaineita. Solut
eivit kykene kiyttimdin ravinnon sisdltimii energiaa suoraan hyvikseen, vaan se pitdd
ensin sitoa korkeaenergisiin yhdisteisiin. Tarkein solujen kdyttimé korkeaenerginen yhdis-
te on ATP. Se osallistuu yleensd kovalenttisesti niithin biokemiallisiin reaktioihin, joihin
sen sisdltiméi energiaa kdytetddin. Reaktioiden aikana ATP hajoaa ADP:ksi ja fosfaatti-
ioniksi vapauttaen samalla energiaa, joka mahdollistaa reaktioiden etenemisen tarkoitet-

tuun suuntaan. (Nelson & Cox 2000, 499.)

ATP:n tuotto rasvahapoista ja glukoosista. Nisdkkdiden elimistd pystyy valmistamaan
ATP:a kéyttden energianldhteend glukoosia, rasvahappoja tai aminohappoja. ATP:n tuotto
rasvahapoista alkaa mitokondrioissa tapahtuvassa -oksidaatiossa, jossa rasvahapot hajote-
taan asetyyliryhmiksi, jotka liitetddn koentsyymi-A:han. Asetyylikoentsyymi-A hapetetaan
sitruunahappokierrossa, joka on yhdeksén entsyymin katalysoima reaktioketju. Sitruuna-
happokierrossa vapautuu vetyioneja ja elektroneja, jotka yhdistetdin mitokondrion sisdkal-
volla tapahtuvassa oksidatiivisessa fosforylaatiossa happeen. Reaktiossa vapautuu runsaasti
energiaa, jonka avulla ADP:a muutetaan ATP:ksi. Glukoosista voidaan tuottaa ATP:a kéyt-
tden aerobista (vaatii happea) tai anaerobista (ei tarvitse happea) reittid. Molemmat reitit
alkavat sytosolissa tapahtuvalla glykolyysilld, jossa glukoosi pilkotaan 10 entsyymin avulla
kahdeksi pyruvaatiksi. Reaktioissa vapautuu myds vetyioneja ja elektroneja sekd syntyy
ATP:a. Tamén jilkeen aerobinen ja anaerobinen reitti eroavat toisistaan. Aerobisessa rei-
tissd glykolyysin lopputuotteena saadut pyruvaatti-molekyylit kuljetetaan mitokondrioihin,
joissa ne muutetaan asetyylikoentsyymi-A-molekyyleiksi, jotka liitetdén sitruunahappo-
kiertoon. Glykolyysissé ja sitruunahappokierrossa vapautuvat vetyionit ja elektronit liite-
tddn oksidatiivisessa fosforylaatiossa happeen, jolloin saadaan runsaasti ATP:a. Anaerobi-
nen glykolyysi ei tarvitse toimiakseen happea, koska glykolyysissd syntyneet elektronit ja
vetyionit eivdt mene oksidatiiviseen fosforylaatioon, vaan ne liitetdén sytosolissa pyruvaat-
tiin. Reaktiossa syntyy maitohappoa. ATP:n tuoton nopeus on anaerobisessa glykolyysissi
suurempi kuin aerobisissa reaktioissa, mutta syntyvin ATP:n médrd on paljon pienempi.

(Nelson & Cox 2000, 527-690.)



11

ATP:n tuotto aminohapoista. Elimisto kéyttdd energian tuottoon hyvin vihidn aminohappo-
ja verrattuna glukoosin ja rasvahappojen kdyttoon. Paaston tai huonosti hoidetun diabetek-
sen aikana aminohappojenkidyttd voi kuitenkin lisddntyd runsaasti. Talloin hajotetaan pal-
jon esimerkiksi raajalihasten proteiineja, joista vapautuvat aminohapot voidaan kuljettaa
veren mukana maksaan. Maksassa aminohappojen hiilirungoista tuotetaan energiaa tai
valmistetaan glukoosia (glukoneogeneesi), jota voidaan vapauttaa vereen ja kuljettaa néin
my0s muiden elinten kuten lihasten energianldhteeksi. Haaraketjuisia aminohappoja voi-
daan kdyttda suoraan lihas-, munuais-, aivo- ja rasvakudoksen energiantuottoon. (Nelson &

Cox 2000, 604-655.)

ATP:n tuotto kreatiinifosfaatin avulla. Edelld kuvattujen energiantuottoreittien liséksi
ATP:a voidaan valmistaa kreatiinifosfaatin avulla. Kreatiinifosfaatissa on korkeaenerginen
sidos, jonka hajotuksessa vapautuvaa energiaa voidaan kdyttdd suoraan ATP:n uudelleen
syntetisointiin. Reaktiota katalysoi kreatiinikinaasi-entsyymi. (Nelson & Cox 2000, 874-
875.)

3.2 Energiantuottoreittien siitely

Kéytettdvien ravintoaineiden suhteet voivat olla hyvin erilaisia eri kudoksissa. Aivot ja
silmin verkkokalvo kayttidvit energianlédhteendédn ainoastaan glukoosia, kun taas sydénli-
has kéyttdd padasiassa rasvahappoja. Suurin osa kudoksista kykenee kuitenkin kiyttamaan
sekd glukoosia, ettd rasvahappoja. (Guyton & Hall 2001.) Téllaisten kudosten ravintoai-
neiden kdyttd voi vaihdella olosuhteiden mukaan. Raajalihasten ravintoaineiden kayttoon
voivat vaikuttaa esimerkiksi hormonit (insuliini), lihaksen glykogeenivarastot, veren glu-

koosi ja rasvahappopitoisuus seké lihaksen aktiivisuus. (Spriet & Watt 2003.)

Sddtelymekanismit. Ravintoaineiden kdyton séétely tapahtuu lopullisesti eri energiantuotto-
reittien aktiivisuutta sddtelemilld. Energiantuottoreittien sdétely perustuu padasiassa allos-
teeriseen sddtelyyn, jossa reittien vélituotteet, lopputuotteet tai spesifit efektorimolekyylit
vaikuttavat reittien entsyymien aktiivisuuteen. Joidenkin energiantuottoreittien entsyymien
aktiivisuutta voidaan sdddelld myos fosforyloimalla. Fosforyloinnista vastaa spesifit prote-
iinikinaasit, joiden aktiivisuutta sdfidelldén allosteerisesti tai signaalireittien avulla. Séate-

lyn kohteena olevat entsyymit ovat yleensd reitin nopeutta rajoittavia entsyymejd. Jos reitti
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on kaksisuuntainen kuten esimerkiksi glykolyysi-glukoneogeneesi-reitti, siind on yleensi
vahintddn yksi entsyymi, joka toimii vain toiseen suuntaan. Varsinkin tillaiset entsyymit
ovat usein allosteerisen sédételyn alaisia. Néin voidaan sdddelld kumpaan suuntaan etenevia

reittid halutaan kéyttdd. (Nelson & Cox 2000,551-557.)

Glucoze

2 &
Hekzokinaze ( ]
Glucoze B-phozphste

¥ P

Foszfofructokinaze 0 ATP, citrate
;i:

Fructoze 1 B-hisphosphate

Glycolysis
w
4
L
L
Phozphoenalpyruvate
AP
Pyruvate kinase @
o () ATP, citrate
o Pyruvate
Pyruveate Aldivai
dehydrogenase ® @ AMP, ADP, NADA g .
complex -Q\ & GO AP, NADH Mkt
Acetyl-Cos
ADP
Citrate synthase L @
o G5 ATP, MADH
Citrate
|zocitrate @ ADP
detydrogenase @ ATE
Citric &lpha-Ketoglutarate
acid &pha-

cycle | ketogiutarste &) | & ATP,NADH
dehvdronenase T, ¥

Succinyl-Cos,
k4
L
E
v
= Crraloacetate

ADP, P
Oxidative MADH & 1n,
phospho- J Respiratary chain E

rylation MAD+ Y Hz0

= ADP+ P ATP

KUVIO 1. Yleiskuva energiantuottoreittien allosteerisesta sddtelystd (Nelson & Cox 2000, 688)
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ATP, ADP, AMP ja NADH allosteerisina sddtelijoind. Kuviossa 1 ndkyy, ettd etenkin ATP
ja sen hajoamistuotteet ADP ja AMP séételevit useita energiantuottoreittien entsyymeja.
ATP inhiboi allosteerisesti yleensd sellaisia entsyymejd, jotka mahdollistavat reaktioiden
etenemisen kataboliseen eli ravintoaineita hajottavaan suuntaan. Eli jos ATP:a on jo tar-
peeksi, sitd ei tuoteta endd lisdd. Energian tarpeen ollessa suuri AMP:n ja ADP:n miira
kasvaa. AMP tai ADP aktivoivat yleensd samoja entsyymejd, joita ATP inhiboi, minki
takia reaktiot etenevit ATP:a tuottavaan suuntaan. NAD" on molekyyli, joka muuttuu
NADH:ksi sitoessaan vetyionin ja kaksi elektronia. NADH:a syntyy runsaasti sekd glyko-
lyysissé ettd sitruunahappokierrossa. Solun energiatilanteen ollessa hyvda, NADH:a on run-
saasti. NADH inhiboi télloin ATP:n tavoin useita entsyymejd, jotka katalysoivat kataboli-
seen suuntaan menevid reaktioita. NADH:n kumuloituminen voi vaikuttaa entsyymien ak-
titvisuuteen myds massavaikutuksella. NADH inhiboi ndin esimerkiksi isositraatin ja o.-
ketoglutaraattidehydrogenaasin katalysoimia reaktioita. Ndma sitruunahappokierron ent-
syymit katalysoivat reaktioita, joissa vapautuu NADH:a. Jos NADH:a on jo ennestdin pal-
jon, reaktio ei etene endd NADH:a tuottavaan suuntaan, koska spontaanit kemialliset reak-
tiot etenevit aina kohti tasapainoa, joka tdssd tapauksessa on toisella puolella suuren

NADH-pitoisuuden takia. (Nelson & Cox 2000.)

Glykolyysi- ja glukoneogeneesireitin allosteerinen sddtely. Solun asetyylikoentsyymi-A -
pitoisuus on tirked tekijd sdddeltdessd kumpaan suuntaan glykolyysin ja glukoneogeneesin
osittain yhteistd reittid edetddn. Se aktivoi pyruvaattikarboksylaasia ja inhiboi pyruvaatti-
dehydrogenaasia. Pyruvaattidehydrogenaasi on entsyymikompleksi, joka katalysoi pyru-
vaatin muuttamista asetyylikoentsyymi-A:ksi. Pyruvaattikarboksylaasi taas on entsyymi,
jonka avulla pyruvaattia muutetaan oksaloasetaatiksi. Oksaloasetaatti voidaan muuttaa
tdmin jilkeen fosfoenolipyruvaattikarboksikinaasin katalysoimassa reaktiossa fosfoenoli-
pyruvaatiksi, joka on yksi glykolyysin ja glukoneogeneesin reitin vilituotteista. Ndin voi-
daan ohittaa pyruvaattikinaasin katalysoima reaktio, joka etenee vain glykolyysin suun-

taan. (Nelson & Cox 2000, 723-729.)

Kaytettdvissd olevan ADP:n mdird séddtelee oksidatiivisen fosforylaation nopeutta. Ener-
giatilanteen ollessa hyvd ADP:n pitoisuus on pieni ja ATP:a on runsaasti. Tadlloin oksida-
titvinen fosforylaatio on véhéistd, mikd nostaa NADH:n pitoisuutta, koska sitd tuotetaan
edelleen sitruunahappokierrossa, mutta ei hapeteta oksidatiivisessa fosforylaatiossa.
NADH-pitoisuuden nousu inhiboi sitruunahappokiertoa, mikd vihentdd asetyylikoentsyy-

mi-A:n hapetusta. Asetyylikoentsyymi-A:n pitoisuus nousee, mikd aktivoi pyruvaattikar-
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boksylaasia ja inhiboi pyruvaattidehydrogenaasia. Tdmé johtaa glukoneogeneesireitin eli
glykoolyysille vastakkaisen reitin kdyttoon, jossa tuotetaan glukoosia. Glukoosista voidaan
edelleen valmistaa maksassa ja lihaksissa glykogeenia, joka on glukoosin varastomuoto.
Glykolyysi- ja glukoneogeneesireitin kdyttod sdddellddn ainakin maksassa myos fruktoosi-
2,6-bisfosfaatin avulla. Fruktoosi-2,6-bisfosfaatti aktivoi fosfofruktokinaasi-1:sté ja inhiboi
fruktoosi-1,6-bisfosfataasia. Fosfofruktokinaasi-1 katalysoi yhtd glykolyysin reaktioista,
joka etenee vain kataboliseen suuntaan. Fruktoosi-1,6-bisfosfataasi katalysoi edelld maini-
tun reaktion etenemistd vastakkaiseen suuntaan. Fruktoosi-2,6-bisfosfaatti edesauttaa siis
glukoosin hajotusta glykolyysissd. Fruktoosi-2,6-bisfosfaatin pitoisuutta sdddelldan fosfo-
fruktokinaasi-2:n (tuotto) ja fruktoosi-2,6-bisfosfataasin (hajotus) avulla. Kyseiset entsyy-
mit kuuluvat samaan kaksitoimiseen proteiiniin, jonka toimintaa sdddelldin maksassa glu-
kagoni-hormonin avulla. Glukagoni lisdd fruktoosi-2,6-bisfosfataasin aktiivisuutta ja las-
kee fosfofruktokinaasi-2:n aktiivisuutta. Glukagoni siis lisdd glukoneogeneesid ja niin glu-
koosin tuottoa. (Nelson & Cox 2000, 723-729.)
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KUVIO 2. Glykogenolyysin ja glykogeenisynteesin sdétely (Nelson & Cox 2000, 739)

Glykogenolyysin ja glykogeenisynteesin allosteerinen sddtely. Glykogeenisynteesii ja gly-
kogeenin hajotusta sditelevien entsyymien aktivointia ja inhibointia havainnollistetaan

kuviossa 2. Glykogeenin hajotusta katalysoi lihassoluissa glykogeenifosforylaasi, joka
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esiintyy aktiivisessa a-muodossa ja passiivisessa b-muodossa. Aktiivinen muoto on fosfo-
ryloitu ja passiivinen ei. Entsyymin aktiivisuutta sddtelee fosforylaasi-b-kinaasi ja fosfory-
laasi-a-fosfataasi. Fosforylaasi-b-kinaasi muuttaa b-muodon fosforyloimalla a:ksi, kun taas
fosforylaasi-a-fosfataasi muuttaa a-muodon b:ksi. Adrenaliini-hormonin signalointireitti ja
kalsium-ionien pitoisuuden nousu kykenevét molemmat erikseen aktivoimaan lihassolujen
fosforylaasi-b-kinaasin, mika lisdd nédin glykogeenin hajotusta glukoosiksi. Solujen AMP-
pitoisuuden nousu aktivoi allosteerisesti fosforylaasin ja lisdd ndin tehokkaasti glykogeenin
hajotusta. (Nelson & Cox 2000, 557.) Glykogeenin synteesid katalysoi glykogeenisyntaasi,
jolla on aktiivinen a-muoto ja passiivinen b-muoto. Aktiivinen muoto on fosforyloimaton
ja passiivinen fosforyloitu. Glykogeenisyntaasin aktiivisuutta sdddellddn fosfoproteiinifos-

fataasin ja proteiinikinaasin avulla. (Nelson & Cox 2000, 735-739.)

Rasvahappojen hapetuksen allosteerinen sddtely. Rasvahappojen hapetus tapahtuu solujen
mitokondrioissa. Rasvahappojen kuljetus mitokondrioihin on tirked vaihe hapetuksen sda-
telyssd, koska mitokondrioihin pddstessd rasvahapot hapetetaan heti B-oksidaatiossa ase-
tyylikoentsyymi-A:ksi. (Nelson & Cox 2000, 612.) Malonyylikoentsyymi-A (coA) séételee
rasvahappojen hapetusta inhiboimalla karnitiinipalmitiinitransferaasi-1:std, joka sédtelee
rasvahappojen kuljetusta sytosolista mitokondrioihin. Malonyylikoentsyymi-A on rasva-
happosynteesissd syntyva vilituote. Solun malonyylikoentsyymi-A:n konsentraatiota voi-
daan sdddelld asetyylikoentsyymi-A-karboksylaasin (ACC) ja malonyylikoentsyymi-A-
dekarboksylaasin (MCD) avulla. ACC on coA:n synteesiin osallistuva entsyymi, joka ra-
joittaa reaktion nopeutta. MCD osallistuu coA:n hajoitukseen. (Ruderman ym. 2003.) Jos
solussa on hyvi energiatilanne, NADH:n ja asetyylikoentsyymi-A:n pitoisuus nousee, kos-
ka sitruunahappokierto ja oksidatiivinen fosforylaatio ovat télldin hitaita. Noussut NADH-
pitoisuus inhiboi [B-hydroksiasyylikoentsyymi-A-dehydrogenaasia ja noussut asetyyli-
koentsyymi-A -pitoisuus tiolaasia. Kyseiset entsyymit ovat B-oksidaation entsyymeja, jo-

ten hyvissi energiatilanteessa rasvahappojen hapetus estyy. (Nelson & Cox 2000, 612.)

Energiatilanteen havainnointi AMPK-kaskadin avulla. Normaalisti toimivissa soluissa
ADP:n ja ATP:n suhde (ADP:ATP = 10:1) pysyy ldhes muuttumattomana, vaikka energian
kulutuksessa tapahtuisi suuriakin muutoksia. Tdmé johtuu tehokkaasta energiantuottoreitti-
en sadtelystd. Energian tuottoreittejd sdddellddn allosteeristen mekanismien lisdksi myos
AMPK-kaskadin avulla. AMPK eli AMP-activated protein kinase on entsyymi, joka sééte-
lee fosforyloimalla useita energiantuottoreittien entsyymejd. AMPK:n aktiivisuus on riip-

puvainen solussa vallitsevasta energiatilanteesta AMP:n ja ATP:n vélisen suhteen kautta.
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Energiankulutuksen lisdantyessi AMP:n miéra lisddntyy, koska ATP:a tuotetaan tilldin
my0s adenylaattikinaasin katalysoimassa reaktiossa: ADP + ADP = ATP + AMP. Korkea
AMP:n pitoisuus aktivoi AMPK:n stabiloimalla sen aktiivista konformaatiota. ATP stabiloi
AMPK:n inaktiivista konformaatiota. AMP aktivoi myos AMPKK:n, joka fosforyloi
AMPK:n, mikd nostaa AMPK:n aktiivisuuden 50-100-kertaiseksi. AMP sopii erittdin hy-
vin energiatilanteen muutosten havainnointiin, koska sen ja ATP:n suhde muuttuu paljon
herkemmin kuin ADP:n ja ATP:n suhde. ADP:n ja ATP:n suhteen muuttuessa viisinkertai-
seksi, AMP:n ja ATP:n suhde muuttuu kaksikymmentéviisikertaiseksi. (Hardie & Hawley
2001.)

Energiatasapainon sddtely AMPK-kaskadin avulla. AMPK-kaskadi sédételee anabolisten ja
katabolisten reaktioiden tasapainoa. Aktiivinen AMPK inhiboi akuutisti rasvahappojen,
triglyseridien ja sterolien synteesid. Se kykenee pidemmalla aikavililld myds vihentimééan
rasvahapposynteesin ja glukoneogeneesin entsyymien geenien ilmenemistd. Aktiivinen
AMPK edistdd akuutisti kataboliaa muun muassa lisddmaélld solun glukoosinottoa, glyko-
lyysid ja rasvahappojen hapetusta. Glukoosinoton lisddntyminen perustuu siihen, etté
AMPK lisdé signaalireittinsd kautta glukoosinkuljtusproteiini-GLUT4:n siirtymistd solu-
kalvolle. Glykolyysia AMPK lisdd aktivoimalla fosfofruktokinaasi-2:sta. Rasvahappojen
hapetusta AMPK lisdd inhiboimalla asetyylikoentsyymi-A-karboksylaasin. AMPK edistida
lihassolujen katabolisia reaktioita myds kasvattamalla lihassoluissa GLUT4:n, heksokinaa-
sin, sitruunahappokierron entsyymien ja hengitysketjun entsyymien geenien ilmenemista.

(Hardie & Hawley 2001.)

3.3 Insuliinisignalointi ja ravintoainemetabolian saitely

3.3.1 Insuliinisignalointi

Insuliini-hormoni on ravintoainemetabolian tarkein séételijd. Insuliinia erittyy haiman
Langerhansin saarakkeiden [(-soluista. Se vaikuttaa kohdesoluihinsa insuliinireseptorin
kautta. Insuliinireseptori on solukalvolla oleva proteiini, joka koostuu kahdesta solukalvon
ulkopuolella olevasta o-alayksikdstd ja kahdesta solukalvon ldpi ulottuvasta f-
alayksikostd. Alayksikot toimivat allosteerisina entsyymeind. Insuliini sitoutuu o-

alayksikoihin aiheuttaen konformaatiomuutoksen, joka aktivoi B-alayksikodiden tyrosiini-
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kinaasin. Tdméa johtaa autofosforylaatioon, jossa tyrosiinikinaasi fosforyloi useita [3-
alayksiko6ihin kuuluvia tyrosiinitdhteitd. Autofosforyloituminen aktivoi B-alayksikdiden
katalyyttisen osan, joka kykenee fosforyloimaan useita solun proteiineja, joita ovat esimer-
kiksi insuliinireseptorisubstraatit (IRS-1,-2,-3 ja -4), Cbl, Gab-1 ja Shc:n eri muodot. Fos-
foryloinnin jdlkeen ndmaé proteiinit vaikuttavat muihin signaalimolekyyleihin SH2-osansa
vilitykselld. Toisiinsa vaikuttavat proteiinit muodostavat signaalireittejé, jotka vaikuttavat
vesikkelien kuljetukseen, proteiinien synteesiin, entsyymien aktivointiin ja inaktivointiin

sekd glukoosi- , lipidi- ja proteiinimetaboliaan vaikuttavien geenien ilmenemiseen. Insulii-

nin signaalireitit ndkyvit kuviossa 3. (Saltiel & Kahn 2001.)

W-

I:IETI

KUVIO 3. Insuliinin signalointireitit

(www.signaling-gateway.org/molecule/maps/insulin.html)
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3.3.2 Insuliinin vaikutukset glukoosimetaboliaan

Veren glukoosipitoisuuden sédétely on erittdin tdrkedd. Liian suuri veren glukoosipitoisuus
aiheuttaa kudosvaurioita, elimistdn ja solujen dehydraatiota sekid elektrolyyttitasapainon
hadirioitd. Liian pieni glukoosipitoisuus voi vaurioittaa aivoja, verkkokalvoa sekd sukupuo-
lirauhasia, koska ne kaikki kéyttdvit energiansa tuottamiseen pddasiassa vain glukoosia.
(Guyton & Hall 2001, 893-894.) Insuliini on veren glukoosipitoisuuden térkein sditelija.
Toisaalta veren glukoosipitoisuus sddtelee insuliinin eritystd. Ruokailun jilkeen veren glu-
koosipitoisuus nousee, mikd lisdd insuliinin eritystd. Veren insuliinipitoisuuden kasvami-
nen laskee veren glukoosipitoisuutta, koska insuliini lisdd rasva- ja lihaskudosten glu-
koosinottoa sekd vdhentdd glukoosin vapautumista maksasta. Rasva- ja lihassolujen glu-
koosinotto kasvaa, koska insuliini lisdd glukoosinkuljetusproteiinien (GLUT4) siirtymista
solukalvoille. Lihasten glukoosinotto lisddntyy myo0s sen takia, ettd insuliini liséé lihaksissa
glykogeenisynteesid sekd glukoosin hapetusta. (Flakoll ym. 2000, 148-151.) Insuliini vé-
hentdd glukoosin vapautumista maksasta, koska se lisdd maksassa glykogeenisynteesid ja
estdd glykogenolyysid sekd glukoneogeneesid. Maksan glykogeenisynteesi kasvaa, koska
insuliini  lisdd signalointireittiensd kautta glykogeenisyntaasin aktiivisuutta. Glu-
koneogeneesin viheneminen perustuu insuliinin suoraan ja epdsuoraan vaikutukseen. Suo-
rassa vaikutuksessa insuliini vihentdd glukoneogeneesiin vaadittavien entsyymien aktiivi-
suutta vihentdmaélld kyseisten geenien ilmenemistid. Epdsuorassa vaikutuksessa insuliini
viahentdd veren rasvapitoisuutta ja aminohappopitoisuutta. Aminohappoja ja rasvoista saa-

tavaa glyserolia kdytetddn glukoneogeneesin ldhtdaineina. (Saltiel & Kahn 2001.)

Veren glukoosipitoisuuden laskiessa esimerkiksi paaston aikana, haiman insuliinin eritys
laskee, mikd védhentdd glukoosinottoa insuliinisensitiivisiin kudoksiin. Insuliini inhiboi
glukagoni-hormonin eritystd haiman langerhansin saarekkeiden a-soluista. Kun insuliinin
eritys alhaisen glukoosipitoisuuden aikana laskee, glukagonin erityksen inhibitio vdhenee,
mika lisdd glukagonin eritystd. Veren glukoosipitoisuus on tirkein glukagonin eritystd saa-
televd tekijd. Kun veren glukoosipitoisuus laskee glukagonin eritys lisddntyy. Kun glu-
koosipitoisuus nousee, glukagonin eritys vihenee. Glukagoni lisdd maksasolujen glykoge-
nolyysii ja glukoneogeneesid, miké lisdd maksasta vereen vapautuvan glukoosin maaraa.

Glukagonin vaikutus ilmenee ja poistuu nopeasti. (Jiang & Zhang 2003.)
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3.3.3 Insuliinin vaikutukset rasvahappometaboliaan

Verenkierrossa tulee jatkuvasti olla sopiva mdiréd rasvahappoja elimiston eri kudosten tar-
peisiin. Rasvahappoja kdytetddn mm. energian tuottoon, energian varastointiin ja fosfolipi-
dien synteesiin. Fosfolipidit ovat valttdmiton osa solujen kalvorakenteita. (Nelson & Cox
2000, 363.) Elimisto saa rasvahappoja ravinnosta sekd syntetisoimalla niitd itse maksassa.
Raajalihakset, sydénlihas sekd maksa ovat tiarkeimpid kudoksia, jotka kayttivit rasvahap-
poja energian tuottoon. Insuliini on veren rasvahappopitoisuuden tarkein séitelija. Se lisda
rasvahappojen synteesid maksassa, edesauttaa rasvahappojen varastoitumista rasvasoluihin
sekd vihentdd rasvahappojen hapetusta lihassoluissa. (Guyton & Hall 2001, 887-891.)
Maksan rasvahapposynteesi lisdéntyy, koska insuliini lisd4 rasvahapposynteesin entsyymi-
en aktiivisuutta ja geenien ilmenemisté. (Saltiel & Kahn 2001.) Insuliini lisdé veren rasva-
happojen varastoitumista rasvaan aktivoimalla verisuonten lipoproteiinilipaasi -entsyymin,
joka vapauttaa rasvahapot triglyserideistd. Tdmi mahdollistaa rasvahappojen oton ras-
vasoluihin. Rasvahappojen varastoituminen rasvasoluihin paranee my0s sen takia, ettd in-
suliini lisdé rasvasolujen glukoosinottoa. Rasvahapot varastoidaan rasvasoluihin triglyseri-
deind, joiden glyseroliosan valmistukseen tarvitaan glukoosia. (Guyton & Hall 2001, 887-
891.) Insuliini estdd rasvahappojen vapautumista rasvasoluista vereen inhiboimalla hor-
monisensitiivistd lipaasi-entsyymid sekd parantamalla triglyserideistd vapautuvien rasva-
happojen uudelleenesterdintid (triglyseridin muodostus). Rasvahappojen hapetuksen vihe-
neminen kudoksissa insuliinin vaikutuksesta johtuu todenndkdisesti siitd, ettd insuliini las-

kee veren rasvahappopitoisuutta. (Flakoll ym. 2000, 151-154.)

Energiametaboliaan vaikuttavat insuliinin liséksi myds monet muut hormonit. Kasvuhor-
moni ja kortisoli estdvit solujen glukoosin kiyttod ja lisddvét rasvojen kayttod. Vaikutuk-
sen tdydellinen kehittyminen on hidasta ja voikin kestdé useita tunteja. Lisdéntynyt adrena-
liinin eritys lisdd kudosten rasvojen kayttod esimerkiksi sellaisissa stressitilanteissa, kuten
litkkunta ja ahdistuneisuus. Adrenaliinin vaikutus perustuu sen kykyyn aktivoida rasvasolu-
jen hormonisensitiivinen lipaasi, joka aiheuttaa rasvahappojen vapautumista vereen. (Gu-

yton & Hall 2001, 887-891.)
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3.3.4 Insuliinin vaikutukset aminohappometaboliaan

Proteiinit ovat elimiston yleisimpid makromolekyylejd. Ne muodostuvat ketjuista, joissa
aminohapot ovat peptidisidoksilla kiinni toisissaan. Erilaisia aminohappoja on proteiineissa
20. Naistd aminohapoista 10 ovat sellaisia, joita on pakko saada ravinnosta, koska elimisto
ei kykene itse syntetisoimaan niitd riittavésti. Proteiinin aminohapposekvenssi miirda sen,
minkilainen proteiinista tulee toiminnaltaan. Kéytettdvissd olevista eri aminohapoista voi-
daan muodostaa lukematon méérd erilaisia proteiineja. Proteiineja ovat esimerkiksi ent-

syymit, monet hormonit, vasta-aineet, kuljetusproteiinit sekd rakenneproteiinit. (Nelson &

Cox 2000, 115.)

Veren aminohappopitoisuutta pitdd sdddelld, jotta veressd on aina sopivasti kaikkia amino-
happoja eri kudosten tarpeisiin. Aminohappojen miiré veressd ei saa nousta liian korkeak-
si, koska télloin veren osmoottinen paine nousee, miki héiritsee veren ja kudosten viélisté
nesteiden vaihtoa. Munuaisten aktiiviset aminohappojensiirtoproteiinit estivét normaalisti
aminohappojen erittymisen virtsaan. Kun aminohappojen pitoisuus nousee tarpeeksi suu-
reksi, munuaisten aminohappojensiirtokapasiteetti ylittyy, minké takia aminohappoja erit-
tyy virtsaan. Munuaisten toiminta estdd siis veren aminohappopitoisuuden nousun liian
korkeaksi. Veren aminohappopitoisuus ei normaalisti nouse korkeaksi edes ruokailun jal-
keen, koska ruuansulatuselimisto pilkkoo proteiineja melko hitaasti, ja verenkiertoon péés-
seet aminohapot otetaan nopeasti solujen kiyttdon. Soluissa aminohapoista syntetisoidaan
nopeasti proteiineja. Vapaita aminohappoja soluissa on hyvin véhén. Osa solujen proteii-
neista voidaan hajottaa nopeasti aminohapoiksi. Maksassa, suolen limakalvoissa ja munu-
aisissa on soluja, joissa on runsaasti tillaisia nopeasti hajotettavissa olevia proteiineja. Eli-
miston aminohappometaboliassa vallitsee normaalisti seuraavanlainen tasapaino; Kun joku
solu jossakin osassa elimistdd tarvitsee aminohappoja proteiinisynteesiin, se ottaa niitd
verenkierrosta. Verestd poistuneet aminohapot korvataan hajottamalla toisten solujen
(esim. maksasolujen) proteiineja. Soluilla on rajallinen kyky varastoida aminohappoja pro-
teiineina. Kun elimiston solujen aminohappotarve on tyydytetty, veren ylimddrdiset ami-
nohapot muutetaan toisiksi aineiksi tai hapetetaan energiaksi. Aminohapoista voidaan val-
mistaa maksassa esimerkiksi glukoosia, glykogeenid ja rasvahappoja. (Guyton & Hall

2001, 791-793.)

Monien hormonien on havaittu siitelevdan kudosproteiinien ja verenkierron aminohappo-

jen vilistd tasapainoa. Insuliini vdhentdd raajalihaksen, sydénlihaksen sekd maksan proteo-
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lyysid eli proteiinien hajotusta. Insuliinin on havaittu stabiloivan lihassoluissa lysosomien
kalvorakenteita, mikd saattaa vihentdd solurakenteiden lysosomaalista hajotusta. Insuliinin
puutoksen taas on havaittu lisddvén raajalihassoluissa lysosomien aktiivisuutta ja proteo-
lyysid. Maksasoluissa insuliini stabiloi lysosomien kalvorakenteita seka laskee lysosomien
médrdd. Vihiinen insuliinipitoisuus ei lisdd proteolyysid sisdelimissd yhtd paljoin kuin
raajalihaksissa. Insuliini vdhentdd koko elimistdssd tapahtuvaa proteolyysid noin 40:114
prosentilla. Insuliini vaikuttaa myds proteiinisynteesiin. Insuliini lisdd lihassoluissa ri-
bosomien méidrdd sekd translaatiotehokkuutta. Insuliini estdd lihassoluissa eIF-4E-
translaationaloitusfaktorin inhibitiota, mikd saattaa olla yksi syy translaatiotehokkuuden
paranemiseen. Insuliini lisdd myos joidenkin aminohappojen ottoa maksasoluihin, lihasso-
luihin ja fibroblasteihin. Lihassoluissa insuliini lisdd erityisesti haaraketjuisten aminohap-
pojen ottoa. Lisddntynyt aminohappojenotto saattaa olla yksi proteolyysid vihentdvistd
tekijoistd. Insuliini lisdd kudosten aminohappojen ottoa, mutta vihentdd samalla amino-
happojen hapetusta. Tdmén uskotaan johtuvan insuliinin proteolyysid estdvistd vaikutuk-
sesta, mikd vdhentdd vereen vapautuvien aminohappojen mééraa. (Flakoll ym. 2000, 154-

159.)

Muita veren aminohappopitoisuuteen vaikuttavia hormoneja ovat kasvuhormoni, testoste-
roni, tyroksiini seké kortisoli. Kasvuhormoni lisééd proteiinisynteesid parantamalla solujen
aminohappojen kuljetusta, transkriptiota sekd translaatiota. Testosteroni lisdd erityisesti
lihasten proteiinisynteesid. Vaikutuksen mekanismia ei tunneta. Tyroksiini nopeuttaa me-
taboliaa, minké takia tyroksiini lisdd proteiinisynteesid, kun elimistossd on hyvé ravitse-
mustilanne. Jos ravitsemustilanne on huono, tyroksiini lisdd proteolyysid. Kortisoli lisda
kaikkien kudosten, paitsi maksan, proteolyysid. Tdmd mahdollistaa sen, ettd maksa voi
syntetisoida runsaasti omia proteiinejaan sekd plasmaproteiineja. (Guyton & Hall 2001,

791-793.)
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4 DIABETES MELLITUS

Mdidritelmdit. Diabetes mellitus on ryhmi sairauksia, joille on tyypillistd glukoositasapai-
non héiriintyminen. Hoitamaton diabetes nostaa veren glukoosipitoisuuden selvésti nor-
maalia suuremmaksi. Insuliini-hormoni on keskeisin tekija sairauden patofysiologiassa.
Tyypin 1 diabetesta eli nuoruusién diabetesta sairastavan haima ei eritd lainkaan insuliinia,
koska sen B-solut ovat tuhoutuneet autoimmuunireaktioiden takia. Autoimmuunireaktioissa
elimiston tuottamat immunosyytit ja vasta-aineet tuhoavat elimiston omia soluja. Tyypin 2
diabetes eli aikuisién diabetes ei johdu insuliinin erityksen héiridistd vaan lihas-, maksa- ja
rasvasolujen insuliinisensitiivisyyden laskusta. Haiman f-solut pyrkivit kompensoimaan
insuliinisensitiivisyyden laskua erittimalld normaalia enemman insuliinia. Tama ei kuiten-

kaan riitd ylldpitimééan glukoositasapainoa. (Bell & Polonsky 2001.)

Yleisyys ja syyt. Diabetesta sairastavia ihmisid oli maailmassa 150 miljoonaa vuonna 2000.
Tyypin 2 diabetesta sairastaa ndistd noin 90 %. Vuoteen 2010 mennessd diabeetikkojen
madrdn uskotaan nousevan 220:een miljoonaan ja vuoteen 2025 mennessd 300:aan miljoo-
naan. Lukuméirien suuri kasvu tulee johtumaan tyypin 2 diabeteksen nopeasta yleistymi-
sestd. Tyypin 1 diabetes on lasten yleisin krooninen sairaus. Tyypin 2 diabeteksen odote-
taan kuitenkin kasvavan léhitulevaisuudessa sitd yleisemméksi. Ndin on kdynyt jo esimer-
kiksi Japanissa. (Zimmet ym. 2001.) Lénsimaissa jo 5-10 prosenttia yli 40 vuotiaista ihmi-
sistd sairastaa tyypin 2 diabetesta (Beck-Nielsen & Hother-Nielsen 2000). Tyypin 2 diabe-
testa aiheuttavat geneettiset ja ei-geneettiset tekijat yhdessd. Tiettyjé tautiin altistavia gee-
nejd ei vield varmuudella tunneta, mutta ne liittyvét todennikoisesti haiman kehitykseen,
insuliinin eritykseen, glukoosimetaboliaan sekéd lihavuustaipumukseen. (Silver & Shuldiner
védhdinen liikunta ja alhainen syntymépaino (Harris 2000). Tyypin 1 diabeteksen ilmaantu-
vuus alle 14-vuotiailla lapsilla on Suomessa maailman korkein. Ilmaantuvuus oli vuonna
1996 45 tapausta per 100000. (Tuomilehto ym. 2000.) Muualla Euroopassa ja Yhdysval-
loissa ilmaantuvuus on 10-15 ja Aasiassa 0,5 tapausta vuodessa sataa tuhatta ihmistd kohti.
(Harris 2000.) Sairauden puhkeamiseen voivat vaikuttaa geneettinen alttius sekd autoim-
muniteettid laukaisevat ympériston tekijat. Laukaiseviksi tekijoiksi on ehdotettu esim. vi-
rusinfektioita, maitotuotteita, aikaista siirtymistd didinmaidosta lehménmaitoon, ruuan nit-

raatteja ja nitriitteja sekd streptomyces toksiineja. (Zimmet ym. 2001.)
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Tyypin 1 diabeteksen hoito. Tyypin 1 diabeteksen kehittymistd voidaan ennustaa etsimalla
tiettyjd merkkigeenejd, mittaamalla verestd [B-solujen tuhoamiseen osallistuvien vasta-
aineiden pitoisuuksia sekd suorittamalla glukoosinsietokoe (Park & Eisenbarth 2000). Sai-
rauden puhkeamista ei vield toistaiseksi pystytd estdmiin, mutta tulevaisuudessa se voi
olla mahdollista esimerkiksi rokotteen avulla (Skyler 2000). Thon alle annettavat insuliini-
injektiot ja tarkka ruokailusuunnitelma ovat perushoidot tyypin 1 diabeteksessa. Hyvin
suunniteltu ruokailu parantaa glukoositasapainoa. Glukoositasapainon kannalta on edullista
kayttdd hitaasti imeytyvid hiilihydraatteja, joita nautitaan pienind annoksina pitkin paivaa.
Ruokailusuunnitelman laatimisessa kdytetddn apuna veren glukoosipitoisuuden mittauksia,
joita tehddin useita kertoja péivissd. (Beebe 2000.) Glukoosipitoisuudenmittaukset ovat
valttimattomid myos silloin, kun pyritddn 16ytiméén sopiva insuliinihoito. Muuttujia ovat
télldin insuliinin tyyppi (lyhyt- vai pitkdvaikutteinen), annos, injektiopaikka ja injektion
ajankohta. Insuliinihoito on jatkuvasti sovitettava eldméntyyliin, ruokailuihin sekéd fyysisen
aktiivisuuden mairdén. Fyysinen aktiivisuus lisdé insuliiniherkkyyttd ja vihentd4 néin tar-
vittavan insuliinin mééraé. (Brink 2000.) Liika insuliini aiheuttaa hypoglykemian. Jos hy-
poglykemia on vakava, aivot eivit saa endd tarpeeksi glukoosia, miki voi johtaa koomaan.
Liian vdhdinen insuliini aiheuttaa hyperglykemiaa ja ketoasidoosia. Vakava ketoasidoosi

voi johtaa hoitamattomana koomaan ja kuolemaan. (Guyton & Hall 2001, 894-897.)

Tyypin 2 diabeteksen hoito. Tyypin 2 diabeteksen kehittymisen seurantaan kéytetdan ylei-
sesti glukoosinsietokoetta. Insuliiniresistenssin havaitsemisen jélkeen tyypin 2 diabeteksen
todenndkoisyyttd voidaan arvioida siitd, kuinka hyvin insuliinin lisderitys pystyy kompen-
soimaan resistenssid. (Bennet 2000.) Tyypin 2 diabetesta voidaan ehkéistd puuttumalla
set kuten painonpudotus, litkunnan lisddminen ja ruokarasvojen viahennys. Edelld mainittu-
ja elamintapamuutoksia voidaan kayttdd myds sairauden hoidossa. Hoidossa voidaan kayt-
tdd myods o-glukosidaasi inhibiittoreita, insuliiniherkisteitd, insuliinierityksen vahvistajia

sekd insuliinia ja sen johdannaisia. (LeRoith ym. 2000, 746-803.)

Diabeteksen vaikutus energiametaboliaan. Tyypin 1 ja 2 diabetekselle on yhteistd se, ettd
niissd molemmissa insuliinivélitteinen metaboliansditely on héiriintynyt. Hoitamattomassa
diabeteksessa veren glukoosipitoisuus nousee hyvin korkeaksi (hyperglykemia), koska
rasva- ja lihaskudosten glukoosin otto ja kéytto laskee ja glukoosin vapauttaminen maksas-

ta lisdéntyy. Insuliinisignaalin vajauksen takia rasvan varastoimista edistdvét vaikutukset
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katoavat, minké takia vereen vapautuu runsaasti rasvahappoja ja glyserolia. Suurin syy
tdhdn on hormonisensitiivisen lipaasin aktivoituminen. Veren korkea rasvahappopitoisuus
ja glukoosinoton heikentyminen lisddvit kudosten rasvojen kdyttod. Puutteellinen glu-
koosinkaytto ja lisdéntynyt rasvojenkéyttd johtavat runsaaseen ketohappojen tuottoon. Kun
ketohappojentuotto on nopeampaa kuin niiden hapetus kudoksissa, ketohappojen méara
nousee veressd niin korkeaksi, ettd veren pH laskee. Tété tilaa kutsutaan ketoasidoosiksi.
Veren korkea rasvahappopitoisuus lisdd myds maksan fosfolipidi- ja kolesterolituotantoa.
Néamé muodostavat yhdessi triglyseridien kanssa lipoproteiineja, jotka vapautuvat vereen.
Insuliinitoiminnan vajauksessa veren lipoproteiinipitoisuus voi nousta jopa kolme kertaa
suuremmaksi kuin normaalisti, mikd voi johtaa nopeaan ateroskleroosin kehittymiseen.
Huonossa tasapainossa olevassa diabeteksessa proteiinien hajotus lisddntyy ja proteiinien
synteesi vdahenee. Tdméd johtaa veren aminohappopitoisuuden selvdén nousuun. Amino-
happoja kdytetddn suoraan energian tuottoon tai niistd valmistetaan glukoneogeneesissi
glukoosia. Aminohappojen lisddntyneen hajotuksen takia lisdédntyy my0s urean eritys. Pro-
teiinien lisdéntynyt hajotus on yksi diabeteksen vakavimmista vaikutuksista, koska se voi
johtaa ddrimmaéiseen heikkouteen ja elimien toiminnan héiriintymiseen. (Guyton & Hall

2001, 894-897.)

Diabeteksen aiheuttamat komplikaatiot. Veren korkea glukoosipitoisuus aiheuttaa nopeasti
diabeteksen klassiset oireet, joita ovat runsas virtsan eritys ja jano. Virtsan eritys lisdédntyy,
koska veren korkean glukoosipitoisuuden takia munuaistubulusten glukoosinsiirtojérjes-
telmit eivdt kykene poistamaan kaikkea glukoosia alkuvirtsasta. Virtsaan jaava glukoosi
sitoo nestettd ja lisdd ndin erittyvén virtsan méédrdad. Runsas nesteen menetys aiheuttaa ja-
non tunteen, joka on yksi elimistdn keinoista ehkéistd kuivuminen. (Guyton & Hall 2001,
894-897.) Diabetes aiheuttaa pitkélld aikavélilld useita vakavia komplikaatioita, joita ovat
mm. retinopatiat, nefropatiat, neuropatiat, ateroskleroosi ja ihosairaudet. Krooninen hyper-
glykemia on komplikaatioiden tdrkein syy. Tamaén takia diabeteksen hoidon térkein tavoite
on pitdd veren glukoosipitoisuus mahdollisimman normaalina. (Nathan 2000.) Hypergly-
kemian ajatellaan aiheuttavan komplikaatioita mekanismeilla, jotka perustuvat lisdéntyy-
neeseen AGE-tuotantoon, proteiinikinaasi-C:n aktivoitumiseen, lisddntyneeseen polyolirei-
tin kdyttoon tai lisddntyneeseen heksoosiamiinireitin kdyttoon. Hyperglykemia aiheuttaa
elektroniensiirtoketjuissa superoksidien liikatuotantoa, mikd lisdd komplikaatioita aiheut-

tavien mekanismien toimintaa. (Brownlee 2001.)
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S LIKUNTA JATYYPIN 1 DIABETES

5.1 Liikunnan yleiset hyodyt ja haitat tyypin 1 diabeteksessa

Ruokavalio ja liitkunta olivat tyypin 1 diabeteksen tdrkeimmét hoitokeinot ennen insuliini-
hoidon keksimistd. Liikuntaa rajoittivat kuitenkin sellaiset diabeteksen aiheuttamat oireet
kuten lihasatrofia, dehydraatio ja ketoasidoosi. Insuliinihoidon keksiminen vdhensi néiti
oireita ja teki ndin raskaan liikunnan mahdolliseksi my0s diabetesta sairastaville. Diabetes-
ta sairastavien litkunta ei ole vield kuitenkaan aivan ongelmatonta. Liikunta lisdi lihasku-
dosten insuliiniherkkyyttd, miké saattaa johtaa akuuttiin tai viivdstyneeseen hypoglykemi-
aan, jos injektoitavan insuliinin méardi ei lasketa sopivasti ennen liikuntaa. Litkunta voi
aitheuttaa huonon metabolisen kontrollin omaaville my0s ketoasidoosia. Liikunnan aiheut-
tama hyperglykemia johtuu péddasiassa siité, ettd liikunta lisdd adrenaliinin erittymistd ve-
reen. Adrenaliini lisdéd glukoosin vapautumista maksasta. Jos insuliinivaikutus on heikompi
kuin adrenaliinin, veren glukoosipitoisuus alkaa nousta. Erittdin raskas liikunta voi aiheut-
taa hyperglykemiaa myds hyvissd metabolisessa kontrollissa oleville. Ennen liikuntahar-
rastuksen aloittamista diabeetikkojen kannattaa kédyda 144karissé selvittimédssi onko diabe-
tes aiheuttanut komplikaatioita. Liikunta saattaa nimittdin pahentaa joitakin komplikaatioi-
ta. Sepelvaltimosairautta sairastaville litkunta voi aiheuttaa rasitusrintakivun, infarktin,
rytmihéiri6itd tai dkillisen kuoleman. Retinopatiaa sairastaville liikunta saattaa aiheuttaa
verkkokalvon irtoamista sekéd verenpurkauksia verkkokalvossa ja lasiaisessa. Neuropatiasta

kérsivit saavat helposti pehmytkudos- ja nivelvammoja. (Horton 2000.)

Aikaisemmin on ollut hyvin yleistd, ettd diabeetikkoja on kielletty liikunnan aiheuttamien
riskien takia osallistumasta liitkuntaan (Horton 2000). Laporte ym. (1986) tutkivat miten
nuoruusidn fyysinen aktiivisuus vaikuttaa terveyteen. He tulivat sithen tulokseen, ettd lii-
kunnasta ei ole haittaa terveydelle. Tutkimuksessa havaittiin myds, ettd litkunta saattaa
laskea makrovaskulaaristen sairauksien ja kuoleman riskia. (Laporte ym. 1986.) Nykydian
pyritdédn sithen, ettd kaikki litkunnasta kiinnostuneet diabeetikot voisivat harrastaa liikuntaa
turvallisesti. Tétd varten diabeetikoille jérjestetdéin esim. kursseja, joissa opetetaan miten
on mahdollista ylldpitdd hyvd metabolinen kontrolli liikkunnan aikana ja sen jdlkeen, sekd

miten pystytddn vilttdmaan komplikaatioita. (Horton 2000.)
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Liikunnan vaikutus diabeetikkojen glukoositasapainoon. Liikunnan vaikutuksista glu-
koositasapainoon ollaan montaa mielti. Joissakin tutkimuksissa liikunta ndyttdd parantavan
diabeetikkojen glukoositasapainoa, kun taas toisissa muutosta ei ole havaittavissa. IThmisil-
13 glukoositasapainon on havaittu paranevan seuraavissa tutkimuksissa: Costill ym. (1976),
Marrero ym. (1988) ja Stratton ym. (1987). Vaikutusta eividt havainneet: Ebeling ym.
(1995), Mandroukas ym. (1984) sekd Rigla ym. (2000). Rotille tehdyissd tutkimuksissa
tilanne on samanlainen. Liikunta paransi diabetesta sairastavien rottien glukoositasapainoa
Dall’Aglio:n ym. (1983) sekd Nakai:n ym. (2002) tutkimuksissa. Goodyear ym. (1988),
Kainulainen ym. (1994a), Midaoui ym. (1996) ja Noble & Ianuzzo (1985) eivit havainneet
litkkunnan positiivista vaikutusta glukoositasapainoon. Tutkimustulosten eroja aiheuttivat
todennékoisesti erot harjoitusmuodoissa, harjoitusohjelmissa, diabeteksen voimakkuudes-
sa, mittausta edeltdvissd ruokailuissa sekd mittausajankohdissa. Liikunta voi lisdtd kudos-
ten glukoosinottoa sekd insuliiniriippuvaisella ettd insuliinista riippumattomalla mekanis-
milla (Khayat ym. 2002). Tamin takia on ajateltu, ettd litkunta voisi lisdtd myos tyypin 1
diabeetikkojen kehon (erityisesti lihasten) glukoosin ottoa, vaikka insuliinin eritys on hii-
riintynyt. Joissakin tutkimuksissa liikunnan onkin havaittu parantavan diabeetikkojen hei-
kentynyttd glukoosin ottoa. (Mandroukas ym. 1984; Tancréde ym. 1982.) Liikunnalla ei
ndytd kuitenkaan olevan merkittdvdd diabeetikkojen glukoositasapainoa parantavaa vaiku-
tusta, silld missddn em. tutkimuksista ei havaittu glukoositasapainon paranemista, kun mit-
taukset suoritettiin myohemmin kuin 48 tuntia viimeisen harjoituskerran jilkeen. Téten
vaikka liikunnalla olisikin positiivinen vaikutus glukoositasapainoon, vaikutus on lyhyt-

kestoinen.

Liikunnan vaikutukset diabeetikkojen fyysiseen kuntoon. Larsson:in ym. (1964) tutkimuk-
sessa vihdn litkuntaa harrastavilla diabetesta sairastavilla ithmisilld oli matalampi maksi-
maalinen hapenottokyky kuin vastaavilla terveilld ihmisilli. Tdméan ei ajatella johtuvan
suoraan itse diabeteksesta, vaan vihemmaésta fyysisestd aktiivisuudesta ennen tutkimusta.
Tétd ajatusta tukee se, ettd Veves ym. (1997) eivit 10ytdneet samanlaista eroa fyysisesti
aktiivisilta ihmisiltd. Kestidvyysharjoittelu lisdd diabetesta sairastavien ja terveiden ihmis-
ten maksimaalista hapenottokykyad yhtid paljon (Costill ym. 1976). Mandroukas:in ym.
(1984) tutkimuksessa litkuntaohjelma laski diabeetikkojen leposykettd sekéd sykettd madra-
tyllda submaksimaalisella kuormituksella. Tdméan lisdksi liikuntaohjelma lisdsi laktaatin
huippukonsentraatiota maksimaalisen kuormituksen jilkeen, isometrista voimaa ja kesta-

vyyttd, dynaamista voimaa ja kestdvyyttd sekd nopeiden lihassolujen keskiméérdisti alaa.
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Liikuntaohjelman jokainen harjoituskerta sisélsi intervalliharjoittelua (80-90 % VO,max)

sekd jalkojen, késien ja vatsan staattista ja dynaamista voimaharjoittelua.

Liikunnan vaikutukset diabeetikkojen syddn- ja verenkiertoelimistoon. Makrovaskulaariset
sairaudet ovat diabeetikoilla yleisimpid vakavan sairastumisen ja kuoleman aiheuttajia.
Makrovaskulaarisia sairauksia ovat mm. sepelvaltimotauti, aivoinfarkti sekd déreisveren-
kiertosairaudet. (Howard & Magee 2000.) Liikunnalla on todettu olevan monia vaikutuk-
sia, jotka mahdollisesti hidastavat makrovaskulaaristen sairauksien kehittymistd diabeeti-
koille. Diabetes aiheuttaa ihmisilld verisuonten endoteelin toiminnan hairiditd. Endoteelin
toiminnan hiirididen on todettu liittyvin ateroskleroosiin, ja siksi niitd pidetddn yhtend
sydidn- ja verisuonitautien riskitekijoistd. Sadnnollisen kestdvyysharjoittelun on havaittu
parantavan diabeetikoilla endoteelin toiminnan hiiriditd. (Fuchsjdger-Mayrl ym. 2002;
Rigla ym. 2001.) Lipoproteiinimetabolia on keskeinen tekija sepelvaltimotaudin kehittymi-
sessd. Korkea veren HDL/LDL-suhde laskee taudin kehittymisen riskid.(Guyton & Hall
2001.) Kestavyysharjoittelu lisdsi Rigla:n ym. (2000) tutkimuksessa diabetesta sairastavien
thmisten veren HDL-pitoisuutta. Harjoittelu laski veren lipoproteiini-A-pitoisuutta niilld
henkil6illa, joilla pitoisuus oli yli 300 mg/l. LDL:n pitoisuus ei muuttunut harjoittelun vai-
kutuksesta. Harjoittelu kuitenkin muutti LDL:a terveydelle edullisempaan muotoon. (Rigla
ym. 2000.) Diabeetikoilla on usein normaalia korkeammat veren triglyseridipitoisuudet.
Kestdvyysharjoittelu laskee veren triglyseridipitoisuutta sekd terveilld ettd diabeettisilla
thmisilld. (Costill ym. 1976.) Kardiomyopatiat eli syddnlihassairaudet ovat hyvin yleisié
diabeetikoilla. Kardiomyopatiassa sydidnlihaksen toiminta on epdnormaalia. Kardiomyopa-
tian kehittyminen ei vaadi ateroskleroosia. (Tahiliani & McNeill 1986.) Paulson:in ym.
(1987) tutkimuksessa diabetesta sairastavien rottien sydénten toiminta oli heikentynyt ver-
rattuna terveiden rottien syddmiin. Syddmissé oli huonompi sepelvaltimoiden virtaus, aor-
tan virtaus, iskutilavuus sekd minuuttitilavuus. Erot olivat selvimpid korkeimmilla vasem-
man eteisen tdyttopaineilla. Kestdvyysharjoittelu normalisoi edelld mainittuja toiminnan
héirioitd. Kestdvyysharjoittelu saattaa siis lievittdd kardiomyopatiaa. (Paulson ym. 1987.)
Kaikki edelld olevat kestdvyysharjoittelun aiheuttamat muutokset, viittaavat siithen, ettd

litkkunnalla on syddn- ja verisuonitauteja ehkéiseva vaikutus.
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5.2 Liikunnan pysyvit vaikutukset raajalihasten energiametaboliaan

tyypin 1 diabeteksessa

Liikunnan ja diabeteksen vaikutukset raajalihasten energiantuottoon. lanuzzo ym. (1974)
tutkivat in vitro miten diabetes ja kestdvyysharjoittelu vaikuttavat rotan raajalihasten ky-
kyyn hapettaa palmitaattia ja pyruvaattia. Diabetes laski lihasten kykya hapettaa palmitaat-
tia ja pyruvaattia. Kestidvyysharjoittelu palautti hapetuskyvyn normaaliksi. Tutkimuksessa
havaittiin myds, ettd diabetes laski ja harjoittelu nosti lihaksen myoglobiinipitoisuutta.
Costill:in ym. (1976) tutkimuksessa liitkunta nosti diabetesta sairastavien ihmisten raajali-
hasten kyvyn hapettaa palmityylikoentsyymi-A:ta (in vitro) yli kaksinkertaiseksi verrattuna
harjoittelemattomiin. Lihasten palmityylikoentsyymi-A:n hapetuskyky kasvoi diabetesta
sairastavilla harjoitelleilla rotilla jopa suuremmaksi kuin terveilld harjoitelleilla. (Costill
ym. 1976.) Diabetesta sairastavien ihmisten ja rottien raajalihasten oksidatiivinen kapasi-
teetti on huonompi kuin terveilld. Témén takia kuormituksen aikana joudutaan tuottamaan
energiaa normaalia enemmain anaerobisesti glykolyysin kautta. (Challis ym. 1989, Crow-
ther ym. 2003.) Diabetes laskee rottien raajalihasten mitokondrioiden ATP:n tuottonopeut-
ta noin 21 %, kun se suhteutetaan mitokondrioiden proteiinin mairdan. Liikunnan vaiku-
tusta ei télloin havaittu. Jos ATP:n tuottonopeus suhteutettiin lihaksen proteiiniméérién,
ATP:n tuottonopeus oli harjoitelleilla suurempi kuin harjoittelemattomilla. Diabetesta sai-
rastavien ja terveiden ryhmien vélilla ei tilla tavalla laskien ollut tilastollisesti merkitsevaa

eroa. (Midaoui ym. 1996.)

Liikunnan ja diabeteksen vaikutukset raajalihasten glukoosinottoon. Diabetes laski Kainu-
laisen ym. (1994a) tutkimuksessa soleuksen ja lisési gastrocnemiuksen valkoisen osan glu-
koosin ottoa. Diabetes néyttdd siis vaikuttavan eri tavalla eri lihassolukoostumuksen omaa-
viin lihaksiin. Soleus koostuu pddasiassa tyypin I lihassoluista, kun taas gastrocnemiuksen
valkoinen osa koostuu tyypin Ila ja IIb lihassoluista. Harjoittelu ei vaikuttanut lihasten
glukoosinottoon. (Kainulainen ym. 1994a.) Diabetes laski Nakai:n ym. (2002) tutkimuk-
sessa gastrocnemiuksen lihassolukalvojen GLUT4-konsentraatiota. Liikunta nosti diabee-
tikkojen GLUT4-konsentraatiota. Diabetesta sairastavilla urheilijoilla oli Ebeling:in ym.
(1995) tutkimuksessa vastus lateraliksessa korkeampi GLUT4-pitoisuus kuin védhén liitkun-
taa harrastavilla. GLUT4:n mRNA:n méirissd ei havaittu eroja ryhmien vililla. (Ebeling

ym. 1995.)
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Liikunnan ja diabeteksen vaikutukset glykolyyttisten entsyymien aktiivisuuteen raajalihaks-
issa. Diabetes laskee ja harjoittelu nostaa heksokinaasin aktiivisuutta raajalihaksissa. IThmi-
silld tima on havaittu gastrocnemiuksessa (Wallberg-Henriksson ym. 1984) ja rotilla gast-
rocnemiuksessa (pun. ja valk.), plantariksessa sekd soleuksessa (Noble & Ianuzzo 1985).
Diabetes laskee rotilla gastrocnemiuksen valkoisen osan ja soleuksen fosfofruktokinaasiak-
tiivisuutta. Gastrocnemiuksen punaisessa osassa ja plantaariksessa aktiivisuus ei muuttu-
nut. Liikunta lisési diabeetikoilla fosfofruktokinaasin aktiivisuutta vain soleuksessa. (Noble
& lanuzzo 1985.) Thmisilld diabetes ja siithen yhdistetty kestdvyysharjoittelu eivét vaikut-
taneet gastrocemiuksen fosfofruktokinaasiaktiivisuuteen. Diabetes ja harjoittelu eivit vai-
kuttaneet my0Oskddn glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasin aktiivisuuteen. (Wallberg-
Henriksson ym. 1984.) Kainulaisen ym. (1994a) tutkimuksessa diabetes laski pyruvaatti-
kinaasin aktiivisuutta rottien soleuksessa seké gastrocnemiuksen ja quadriceps femoriksen
valkoisessa osassa. Quadriceps femoriksen ja gastrocnemiuksen punaisen osan pyruvaatti-
kinaasiaktiivisuuteen diabeteksella ei ollut vaikutusta. Liikunta ei vaikuttanut diabeettisilla
edelld mainittujen lihasten pyruvaattikinaasiaktiivisuuteen. (Kainulainen ym. 1994a.) Dia-
beteksen ja kestdvyysharjoittelun aiheuttamat energiametabolian entsyymien aktiivisuus-

muutokset on kerétty taulukkoon 1.

TAULUKKO 1. Diabeteksen ja kestdvyysharjoittelun vaikutukset energiametabolian entsyymien

aktiivisuuteen.
HK 6-FFK PK LDH PDH LPL CPT HADH CS SDH CytOx

Tutkimus lhm./rotta Lihas D DT D DT D DT D DT D DT D DT D DT D DT D DT D DT D DT
Wallberg ym. 1984 lhminen  gastro. I T EM EM T EM EM EMEM T EM 1
Costill ym. 1976 lhminen  gastro. EM 7T EM T 1T 1 EM T EM T
Mandroukas ym. 1984  lhminen  vastus . T T EM T 0
lanuzzo ym. 1974 Rotta gastro. Em t* | 7
Kainulainen ym. 1994a  Rotta Soleus I EM Eem t 1 1t ! 7
Kainulainen ym. 1994a  Rotta gastro. pun. EM EM EMm ™ I T EM T
Kainulainen ym. 1994a  Rotta gastro. valk. I EM EM T EMEM | 1T
Kainulainen ym. 1994a  Rotta MQF pun. EM EM I " EmM T EM T
Kainulainen ym. 1994a  Rotta MQF valk. I EM EMEM | EM | EM
Noble & lanuzzo 1985  Rotta gastro.pun. 1 T EM EM EMm T | 1T | EM
Noble & lanuzzo 1986  Rotta gastro.vakk. ¢+ T | EM EM T EM T EM *T
Noble & lanuzzo 1987  Rotta plantaris I T EM EM em Tt | 1t ! 1
Noble & lanuzzo 1988  Rotta soleus N EM T | T EM T
Nakai ym. 2002 Rotta gastro. o1
Goodyear ym. 1988 Rotta triceps f. EM T

EM = ei muutosta, T = lisdd, | = laskee, D = diabetes vs. kontrolli, DT = harjoitelleet diabeetikot vs. harjoit-
telemattomat diabeetikot, HK = heksokinaasi, 6-PFK = fosfofruktokinaasi, PK = pyruvaattikinaasi, LDH =
laktaattidehydrogenaasi, PDH = pyruvaattidehydrogenaasi, LPL = lipoproteiinilipaasi, HADH = 3-hydroxy-
acyl-CoA dehydrogenase CS = sitraattisyntaasi, SDH = sukkinaattidehydrogenaasi, CytOx = sytokromioksi-
daasi

Liikunnan ja diabeteksen vaikutukset raajalihasten laktaattidehydrogenaasi- ja pyruvaatti-
dehydrogenaasiaktiivisuuteen. Pyruvaattidehydrogenaasi toimii porttina pyruvaatin pilk-

komiselle aerobisissa reaktioissa. Laktaattidehydrogenaasi ohjaa pyruvaatin pois aerobisel-
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ta reitiltd ja edistdd anaerobista energiantuottoa. (Nelson & Cox 2000.) Diabetes laski Na-
kai:n ym. (2002) tutkimuksessa rottien gastrocnemiuksen pyruvaattidehydrogenaasin ko-
konaismidrdd sekd aktiivisen muodon madrdd. Kestdvyysharjoittelu lisdsi diabeetikoilla
sekd entsyymin kokonaismaéraad ettd aktiivisen muodon méérad. (Nakai ym. 2002.) Diabe-
tes nosti Wallberg-Henriksson:in ym. (1984) tutkimuksessa koehenkildiden gastrocnemi-
uksen laktaattidehydrogenaasiaktiivisuutta. Harjoittelu ei vaikuttanut diabeetikoilla ent-
syymin aktiivisuuteen. (Wallberg-Henrikssonin ym. 1984.) Harjoittelun on kuitenkin ha-
vaittu nostavan diabetesta sairastavilla ihmisilld vastus lateraliksen [laktaattidehydro-
genaasiaktiivisuutta, kun harjoitusohjelma sisdltid intervalli- ja voimaharjoittelua (Mand-

roukas ym. 1984).

Liikunnan ja diabeteksen vaikutukset sitruunahappokierron entsyymien aktiivisuuteen.
Diabetes laski Kainulaisen ym. (1994a) tutkimuksessa rottien quadriceps femoriksen pu-
naisen osan sitraattisyntaasiaktiivisuutta. Gastrocnemiuksen (pun. ja valk.), quadriceps
femoriksen (valk.) ja soleuksen sitraattisyntaasiaktiivisuuksiin diabetes ei vaikuttanut. Kes-
tavyysharjoittelu nosti diabetesta sairastavilla rotilla kaikkien tutkittujen lihasten paitsi
quadriceps femoriksen sitraattisyntaasiaktiivisuutta. (Kainulainen ym. 1994a.) Noble:n &
lanuzzo:n (1985) tutkimuksessa diabetes laski rottien gastrocnemiuksen (pun.), plantarik-
sen ja soleuksen sitraattisyntaasiaktiivisuutta. Gastrocnemiuksen valkoisen osan sitraat-
tisyntaasiaktiivisuuteen diabetes ei vaikuttanut. Kestdvyysharjoittelu lisdsi sitraattisyntaa-
sin aktiivisuutta kaikissa tutkituissa lihaksissa. (Noble & Ianuzzo 1985.) Kestévyysharjoit-
telu lisdd raajalihasten sitraattisyntaasiaktiivisuutta myds diabetesta sairastavilla ihmisilla.
Aktiivisuuden lisdys on todettu gastrocnemiuksessa (Costill ym. 1976, Wallberg-
Henriksson ym. 1984) seki vastus lateraaliksessa (Mandroukas ym. 1984). Diabetes laski
Kainulaisen ym. (1994a) tutkimuksessa soleuksen, gastrocnemiuksen (pun.) ja quadriceps
femoriksen (valk.) sukkinaattidehydrogenaasiaktiivisuutta. Gastrocnemiuksen valkoisen
osan ja quadriceps femoriksen punaisen osan sukkinaattidehydrogenaasiaktiivisuuteen dia-
betes ei vaikuttanut. Kestivyysharjoittelu lisdsi diabeetikoilla entsyymin aktiivisuutta sole-
uksessa, gastrocnemiuksessa (pun.) ja quadriceps femoriksessa (pun.). Harjoittelu ei vai-
kuttanut entsyymin aktiivisuuteen gastrocnemiuksen ja quadriceps femoriksen valkoisissa
osissa. (Kainulainen ym. 1994a.) Noblen & lanuzzon (1985) tutkimuksessa diabetes laski
sukkinaattidehydrogenaasin aktiivisuutta gastrocnemiuksessa (pun.) ja plantaariksessa,
mutta ei gastrocnemiuksen valkoisessa osassa eikd soleuksessa. Harjoittelu lisdsi entsyy-
min aktiivisuutta kaikissa muissa tutkituissa lihaksissa paitsi gastrocnemiuksen punaisessa

osassa. (Noble & Ianuzzo 1985.) Diabetes ei ndytd vaikuttavan ithmisilld gastrocnemiuksen



31
sukkinaattidehydrogenaasiaktiivisuuteen. Kestévyysharjoittelu lisda diabetesta sairastavilla
thmisilla gastrocnemiuksen sukkinaattidehydrogenaasiaktiivisuutta. Diabetes ja sithen yh-
distetty kestdvyysharjoittelu eivdt kumpikaan vaikuta gastrocnemiuksessa malaattidehyd-

rogenaasin aktiivisuuteen. (Costill ym. 1976; Wallberg-Henriksson ym. 1984.)

Liikunnan ja diabeteksen vaikutus rasvahappometabolian entsyymien aktiivisuuteen. Dia-
betes ei vaikuta ihmisilld gastrocnemiuksen [lipoproteiinilipaasiaktiivisuuteen. Kesté-
vyysharjoittelu nostaa diabeettisilla entsyymin aktiivisuutta gastrocnemiuksessa. (Costill
ym. 1976.) Intervalli- ja voimaharjoittelu eivit nostaneet lipoproteiinilipaasin aktiivisuutta
diabetesta sairastavien ihmisten vastus lateraliksessa (Mandroukas ym. 1984). Diabetes ja
diabetesta sairastavien kestdvyysharjoittelu lisddvéit molemmat karnitiinipalmitiinitransfe-
raasin aktiivisuutta ihmisten vastus lateraliksessa (Costill ym. 1976). Diabetes ei vaikuta
rottien raajalihasten HADH(3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase)-aktiivisuuteen. Kesté-
vyysharjoittelu lisdsi diabeetikoilla entsyymin aktiivisuutta. (Noble & Ianuzzo 1985.) Dia-
betes ja diabeetikkojen kestidvyysharjoittelu eivdt kumpikaan vaikuta ihmisten gastrocne-
miuksen HADH-aktiivisuuteen (Wallberg-Henriksson ym. 1984). Intervalli- ja voimahar-
joittelu lisdsi kuitenkin vastus lateraliksen HADH-aktiivisuutta diabeettisilla koehenkil6illa

(Mandroukas ym. 1984).

Liikunnan ja diabeteksen vaikutukset raajalihasten sytokromioksidaasiaktiivisuuteen. Dia-
betes laski Kainulaisen ym. (1994a) tutkimuksessa sytokromioksidaasin (elektroninsiirto-
ketjun entsyymi) aktiivisuutta rottien soleuksessa, gastrocnemiuksessa (valk.) sekd quadri-
ceps femoriksessa (valk.). Aktiivisuus ei muuttunut gastrocnemiuksen ja quadriceps femo-
riksen punaisissa osissa. Kestidvyysharjoittelu lisdsi entsyymin aktiivisuutta kaikissa muis-

sa lihaksissa paitsi quadriceps femoriksen valkoisessa osassa. (Kainulainen ym. 1994a.)

Liikunnan ja diabeteksen vaikutukset glykogeenimetabolian entsyymien aktiivisuuteen.
Diabetes laski Noble:n & lanuzzo:n (1985) tutkimuksessa rottien plantariksen glyko-
geenifosforylaasiaktiivisuutta. Diabetes ei vaikuttanut entsyymin aktiivisuuten gastrocne-
miuksessa (pun. ja valk.) eiké soleuksessa. Kestdvyysharjoittelu ei vaikuttanut diabeetikoil-
la glykogeenifosforylaasin aktiivisuuteen missddn tutkituista lihaksista. (Noble & Ianuzzo
1985.) Diabetesta sairastavilla urheilijoilla on havaittu olevan vastus lateraliksessa korke-
ampi glykogeenisyntaasiaktiivisuus kuin vdhén liikuntaa harrastavilla diabeetikoilla. Gly-

kogeenisyntaasin 1dhetti-RNA:n méérissi ei ollut ryhmien vililld eroa. (Ebeling ym. 1995.)
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6 TUTKIMUSONGELMAT JA HYPOTEESIT

Tutkimusongelmat:

1. Minkilaisia muutoksia tyypin 1 diabetes aiheuttaa energiametaboliaan liittyvien

geenien ilmenemiseen hiirten raajalihaksissa?

2. Minkilaisia muutoksia sddnnéllinen kestdvyysharjoittelu aiheuttaa energiametabo-

liaan liittyvien geenien ilmenemiseen diabetesta sairastavien hiirten raajalihaksissa?

Hypoteesit:

1. Diabetes laskee GLUT4:n, glykolyysin, pyruvaattidehydrogenaasikompleksin, sit-
ruunahappokierron ja elektroninsiirtoketjun geenien ilmenemisté. Diabetes lisdd
laktaattidehydrogenaasin geenin ilmenemistd. Beta-oksidaation geenien ilmenemi-

seen diabetes ei vaikuta.

2. Diabetesta sairastavien hiirten kestivyysharjoittelu joko lisdi tai ei vaikuta glyko-
lyysin ja laktaattidehydrogenaasin geenien ilmenemiseen. Harjoittelu lisda
GLUT4:n, pyruvaattidehydrogenaasikompleksin, sitruunahappokierron, beta-oksi-

daation ja elektroninsiirtoketjun geenien ilmenemista.

Hypoteesit laadittiin proteiinitasolla aiemmin havaittujen muutosten perusteella (ks. kappa-

le 5.2)
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7 TUTKIMUSMENETELMAT

7.1 Koe-eldimet ja niiden hoito

Tutkimuksessa kaytettiin koe-eldimind 10-15 viikon ikdisid NMRI-hiirid (Harlan, Hol-
lanti), jotka olivat sukupuoleltaan uroksia ja painoivat kokeen alussa keskiméérin 40,9 +
3,7 grammaa. NMRI-hiiret ovat ulkosiittoisia hiirid, minka takia niiden perintdtekijoissd on
runsaasti vaihtelua kuten ihmisillékin. Koe-eldimend kéytettiin hiirtd, koska sen genomi on
erittdin hyvin tunnettu. Hiirten kayttoon saatiin lupa Jyviskyldn yliopiston koe-
eldintoimikunnalta. Jokaiselle kokeeseen osallistuneelle hiirelle tehtiin vériraitakoodi hin-
tddn, jotta hiiret voitiin tunnistaa yksiloind kokeen alusta loppuun. Hiirid sdilytettiin Jyvis-
kyldn yliopiston koe-eldintilojen huoneessa, jossa lampdétila oli 20 celsius-astetta ja ilman-
kosteus keskiméérin noin 75%. Huoneen ilman kosteutta ei pystytty sddtimédn. Ilman-
vaihdon tehokkuus oli 15 kertaa / tunti. Huoneen valaistus sdddettiin siten, ettd kello 08.00-
20.00 oli valoisaa ja kello 20.00-08.00 pimedi. Hiiret elivdt ldpindkyvissd polykarbonaatti-
laatikoissa (Makrolon 3), joiden koko oli 425 x 226 x 150 millimetrid. Samoissa laatikoissa
pidettiin enimmill&én viittd hiirtd kerrallaan. Aggressiiviset muita hiirid vahingoittavat hii-
ret eristettiin omiin laatikkoihinsa. Laatikoiden pohjien kuivikkeena kéytettiin haapalastua

(TAPVEI®). Hiirille oli tarjolla rajoittamattomasti vettd ja ruokaa (Labfor R36).

7.2 Koe-asetelma

Tutkimukseen osallistuneet hiiret (60 kpl) jaettiin kokeen alussa diabetesta sairastaviin ja
terveisiin hiiriin. Diabeetikkoryhmén hiirille aiheutettiin tyypin 1 diabetes injektoimalla
hiirten vatsaonteloon haiman B-solut tuhoavaa streptozotosiinia 180 mg/kg (hiiren paino).
Streptozotosiini (Sigma) injektoitiin livotettuna 0,1 molaariseen natriumsitraattipuskuriin,
jonka pH oli 4,5. Liuotus tapahtui juuri ennen injektiota. Terveille hiirille injektoitiin strep-
tozotosiini-injektiota vastaava tilavuus pelkkid sitraattipuskuria. Hiiret punnittiin injektioi-
den yhteydessé ja tdmin jilkeen viikon vilein. Kolmen pidivén pééstd injektioiden suorit-
tamisesta diabeettisiksi tarkoitetuilta hiiriltd mitattiin virtsan glukoosipitoisuudet diabetek-
sen varmistamiseksi. Glukoosipitoisuuden tuli olla yli 200 mg/dl. Virtsan glukoosipitoi-

suus mitattiin my0s viideltd satunnaisesti valitulta terveeltd hiireltd. Glukoosipitoisuuden
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mittaukseen kéytettiin Glukotest®-indikaattoritikkuja (Roche, Saksa). Terveet ja diabetesta
sairastavat hiiret jaettiin 1, 3 ja 5 viikkoa harjoitteleviin ja ndiden kontrolliryhmiin, jotka
eivit harjoitelleet (kuvio 4). Jokaiseen ryhméén valittiin satunnaisesti viisi hiirti. Harjoitte-
levia hiirid juoksutettiin juoksumatolla, jonka kaltevuus oli noin +3°. Ensimmaiselld har-
joituskerralla hiirid totutettiin juoksumattoon. Totuttelussa hiirid juoksutettiin ensin 10 mi-
nuuttia nopeudella 10,5 m/min ja sitten toiset 10 minuuttia nopeudella 14 m/min. Totutte-
lukerran jélkeen juoksumaton nopeus nostettiin 21:een metriin minuutissa. Hiiret juoksivat
talld nopeudella tunnin viisi kertaa viikossa. Harjoittelu tapahtui hamérédssa huoneessa kel-

lo 7.00-8.00, koska hiiret ovat yoeldimind télldin aktiivisempia kuin paivalla.

KASITTELYT
| T T 1

KUVIO 4. Hiiriryhmét (n = 5). Kirjainten merkitykset: C = kontrollit, T = terveet harjoittelijat, D =

AlKAPISTEET

diabetesta sairastavat ja DT = diabetesta sairastavat harjoittelijat. Numerot kertovat késittelyn kes-

ton viikoissa.

7.3 Hiirten lopetus ja preparointi

Harjoitelleet ja niitd vastaavat harjoittelemattomat hiiret lopetettiin ja preparoitiin 24:n
tunnin kuluttua viimeisestd harjoituksesta. Lopetus tapahtui niskamurrolla, minka jilkeen
hiireltd irrotettiin pad preparointisaksilla leikkaamalla. Paahdn kulkevista verisuonista va-
luva veri kerittiin koeputkeen. Koeputki merkittiin ja asetettiin jdille preparointien ajaksi.
Seuraavaksi hiireltd preparoitiin sydidn, maksa, lisdkivesten rasva, pohjekompleksit (gast-
rocnemius, soleus ja plantaris) seké nelipdiset reisilihakset. Téssd tutkimuksessa ovat mu-
kana vain vasemman ja oikean takajalan pohjekompleksit. Preparoinnin jélkeen lihakset
huuhdeltiin fysiologisessa suolaliuoksessa (0,9 % NaCl), kuivattiin, punnittiin ja séil6ttiin

viliaikaisesti nestemdiseen typpeen. Kun kaikki pdivén preparoinnit oli suoritettu, lihas-
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ndytteet siirrettiin nestemiisestd typestd pakasteeseen, jonka lampoétila oli —80 Celsius-
astetta. Tdmain jdlkeen verindytteet otettiin jdiltd ja laitettiin sentrifugiin (-4°C), jossa niitd
pyoritettiin 3000:n RPM:n nopeudella 10 minuuttia. Ndin veren solut ja hyytymistekijat
saatiin painumaan koeputken pohjalle ja seerumi voitiin kerdtd pinnalta talteen. Kerétty

seerumi laitettiin pakasteeseen (-20°C).

7.4 Seerumin glukoosipitoisuuden ja pohjekompleksin sitraattisyn-

taasiaktiivisuuden mittaaminen

Tutkimuksessa mitattiin hiirten seerumin glukoosipitoisuus, koska haluttiin tietoa eri ka-
sittelyjen vaikutuksista glukoositasapainoon. Mittaus suoritettiin HemoCue B-glucose ana-
lyzer—laitteella (HemoCue, Ruotsi). Harjoitusvaikutusten todentamiseksi hiirten oikean
pohkeen proksimaalisesta péddstd otetusta ndytteestd mitattiin sitraattisyntaasiaktiivisuus.
Mittausmenetelmén protokolla on liitteessd 1. Sitraattisyntaasiaktiivisuus suhteutettiin li-
hashomogenaattiin liuenneiden proteiinien pitoisuuteen, joka mitattiin Bio-Rad:in (USA)

protein assay -menetelmalla.

7.5 Totaali-RNA:n eristys, laatukontrolli ja niytteen valmistus

Hiirten vasemman takajalan pohjekompleksista eristettiin totaali-RNA kéyttden TRIzol®
reagenssia (Invitrogen-Life Technologies). Menetelmassa lihasndyte homogenoidaan TRI-
zol®-reagenssiin, joka stabiloi RNA-molekyylejd, hajottaa soluja ja liuottaa solujen kom-
ponentteja. Kun saatuun homogenaattiin lisdtdén kloroformia, liuos jakaantuu sentrifugoi-
taessa kahteen faasiin: vesifaasiin ja orgaaniseen faasin. Vesifaasi kerdtdén talteen, koska
RNA-molekyylit ovat kerddntyneet sithen. RNA saostetaan liuoksesta isopropyylin avulla
ja liuotetaan pieneen madrddn RNaasi-vapaata vettd. Proteiini- ja DNA-jddmien poistami-
seksi, eristetty totaali-RNA puhdistettiin vield eristyssarjalla RNeasy® mini (Qiagen). Tés-
sd menetelmaissé totaali-RNA-ndyte ajetaan silikageelipylvddn 1dpi, joka sitoo vain RNA-
molekyylejd. Pesuvaiheiden jilkeen RNA eluoidaan RNaasi-vapaalla vedella irti pylvadsta.
RNA-néytteiden konsentraatio ja puhtaus mairitettiin mittaamalla spektrofotometrilld ab-
sorbanssit aallonpituuksilla 260 ja 280 nanometrid. Konsentraatio laskettiin kaavalla:

Azeonm * 40 pg/ml ja puhtaus suhteesta Ajgonm/Azsonm. RNA-ndytteiden konsentraation tuli
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olla ryhmissd keskiméérin yli 0,5 pg/ml ja puhtauden yli 1,9. RNA-néytteiden eheys tar-
kastettiin elektroforeettisesti agaroosi-formaldehydi-geelissid (1,2%). Kun ndytteen RNA
on ehjii, etidiumbromidilla vérjatylla geelilli ndkyy UV-valossa kaksi juovaa (kuvio 5).
Ylemmaén juovan kohdalle on kerddntynyt 28S ribosomaalinen RNA ja alemman juovan
kohdalle 18S ribosomaalinen RNA. Jos geelilld ei ndkynyt juovia, ndyte hylittiin. RNA-
ndytteitd sdilytettiin —80°C:ssa. Ennen Affymetrix:in microarray-analyysid samaan ryh-
miin kuuluvien hiirten RNA-ndytteet yhdistettiin yhdeksi ndytteeksi siten, ettd jokaista
ndytettd tuli yhdistelmdédn yhtd suuri madrd. Yhdistelmaniytteille tehtiin samat maaritykset

kuin yksittéisille ndytteillekin (konsentraatio, puhtaus ja eheys).

— 285

— 183

KUVIO 5. Geelikuva totaali-RNA-naytteistd

7.6 Microarray-analyysi

Microarray-analyysit suoritettiin Turun biotekniikankeskuksen kansallisessa microarray-
keskuksessa. RNA-ndytteiden analysointiin kéytettiin Affymetrix:in (USA, Santa Clara)
microarray-lastua MG U74Av2, jolla voidaan tutkia noin 6000:n geenin ja 6000:n EST-
sekvenssin ilmenemistd. EST-sekvensseiksi kutsutaan cDNA-kirjastoista perdisin olevia
sekvenssejd. cDNA-kirjastossa on tallennettuna jonkun mééridtyn solu- tai kudostyypin
kaikki mRNA-sekvenssit cDNA:ksi kddnnettynd. EST-sekvensseistd suuri osa on sellaisia,
joiden geenid ei vield tunneta. Affymetrix:in microarray-lastu on pieni (1cm * 1cm) lasile-
vy, jossa on kiinni eri RNA-molekyylejé spesifisti sitovia koetinsarjoja. Koetinsarja koos-
tuu 16:sta oligonukleotidiparista. Parista toisen sekvenssi on tidydellisesti komplementaari-
nen (PM = perfect match), kun taas toisessa oligonukleotidissa on keskelld yksi ei pariutu-
va nukleotidi. Tdmaén ei tdydellisesti pariutuvan oligonukleotidin (MM = miss match) avul-
la voidaan poistaa virhettd, joka aiheutuu epaspesifisesti sitoutumisesta. Eri oligonukleoti-

deilla on lastulla oma tarkka sijaintinsa. Sijaintialuetta kutsutaan soluksi. Solussa on oligo-
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nukleotidista miljoonia kopioita. Affymetrix:in microarray-lastuissa oligonukleotidit synte-
tisoidaan suoraan omiin soluihinsa kdyttden fotolitografiaan perustuvaa menetelméi. (Af-

fymetrix 2003b.)

Microarray-analyysissd totaali-RNA kddnnetddn aluksi cDNA:ksi. Témén jilkeen cDNA
kdannetddn cRNA:ksi. Reaktiossa kdytetddn biotinyloituja ribonukleotidejd. Ennen hybri-
disaatiota cRNA fragmentoidaan, koska se parantaa menetelmén herkkyyttd. Affymetrix:in
microarray-tekniikassa jokainen ndyte hybridisoidaan eri lastulle. Hybridisaatiossa cCRNA-
molekyylit sitoutuvat microarray-lastulla oleviin koettimiinsa. Hybridisaation jilkeen si-
toutumattomat cRNA:t poistetaan pesemadlld pois lastulta. Pesuvaiheen yhteydessd nidyte
vérjitidn streptavidiini-fykoerytriinilla, joka sitoutuu cRNA -molekyylien biotiiniin. Pesu-
jen ja virjdysten jilkeen lastu luetaan kéyttden Gene Array Scanner:ia, joka perustuu epi-
fluorosenssikonfokaalimikroskopiaan. Laite eksitoi fluorokromeja (fykoerytriini) argonio-
ni-laserilla, jonka valon aallonpituus on 488 nm. Samalla laite mittaa sellaisen emittoituvan
valon méérad, jonka aallonpituus on 570 nm. Lastun eri kohdista emittoituvan valon mééra
on suoraan verrannollinen siithen kohtaan lastua sitoutuneen c-RNA:n miirddn. Lastun
lukemisen tuloksena saadaan kuva, jossa lastun eri kohdista emittoituneen valon méaarda
kuvaa kuvassa nékyvien pisteiden intensiteetti (kuvio 6). Hybridisaatiot, pesut ja virjdykset
suoritetaan automatisoidulla laitteella, jota ohjataan tietokoneohjelmalla (Microarray Suite
version 5.0). Talld ohjelmalla ohjataan myds Gene Array Scanner:ia ja aloitetaan tulosten

analysointi. Microarray -analyysin protokolla on tyon liitteend 2. (Affymetrix 2003b)

RS T TR

KUVIO 6. Osa microarray-analyysin tuloksena saatavasta kuvasta
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7.7 Microarray-tulosten analysointi

Microarray-analyysin tuloksena saadusta kuvasta médritettiin Microarray suite -ohjelmalla
jokaiselle lastun solulle oma intensiteettiarvo. Koetinsarjan solujen intensiteettiarvojen
perusteella laskettiin kohteena olleelle mRNA:lle havainnon P-arvo, havainto ja signaali.
Havainnon P-arvo kertoo sen todennékdisyyden, jolla kohteen ldsndolo johtuu sattumasta.
Havainto méérittyy P-arvosta asetettujen raja-arvojen mukaan. Jos P-arvo on alle 0,04, ha-
vainto on ldsnd. Jos P-arvo on yli 0,06, havainto on poissa. P-arvon jaddessd ndiden raja-
arvojen viliin, havainto on marginaalinen. Signaali on lukuarvo, joka kuvaa kohteen suh-
teellista méardd néytteessd. Ennen eri lastujen ja ndin siis samalla eri ndytteiden tulosten
vertaamista lastujen signaalit skaalattiin kdyttden globaalia skaalausta. Tdssd metodissa
lastun signaalit kerrotaan sellaisella skaalaustekijilla, ettd kaikkien signaalien keskiarvoksi
saadaan joku itsemédritty luku. Tédssa tutkimuksessa kaikkien lastujen skaalaukseen kiy-
tettiin lukua 50. Skaalauksella poistetaan sellaisia vertailuun vaikuttavia tekijoitd kuten
erot hybridisaatiotehokkuuksissa, pesuissa, vérjdyksissé ja pipetointivirheissd. Ennen néyt-
teiden vertailuanalyysien suorittamista tarkastettiin analysointiohjelman ndytekohtaisista
raporteista niytteen laadusta kertovat lukuarvot, kuten tausta, hybridisaatiokontrollit seka
GAPDH:n ja B-aktiinin 5°-3 -suhteet. Hybridisaatiokontrollien tulee olla 1dsnd, koska ne
liséttiin analysoitaviin ndytteisiin ennen hybridisaatioita. GAPDH ja -aktiini ovat niytteen
sisdisid kontrolligeenejd, joiden 5°-3"-suhteet kertovat analysoitujen niytteiden eheydesta.
Vertailun yhteydessd lastujen skaalatuille signaaleille tehtiin robust-normalisointi, joka
korjaa globaalin skaalauksen aiheuttamia virheitd, jotka johtuvat koettimien vélisista erois-

ta sitomiskyvyssi ja lineaarisuudessa. (Affymetrix 2003a.)

Skaalausten ja normalisointien jilkeen suoritettiin ndytteiden vertailuanalyysit, joissa ver-
rattiin aina kahta néytettd kerrallaan toisiinsa. Kaikista aikapisteistd suoritettiin seuraavat
vertailut: C vs. T, C vs. D, C vs. DT ja D vs. DT. Vertailussa toinen naytteistd maéritetdan
perustasoksi, johon toista koendytettd verrataan. Analyysin tarkoituksena on havaita ja
médrittdd geenien ilmenemisessd tapahtuneet muutokset. Tuloksena saadaan kaikille eri
geeneille ja EST-sekvensseille muutoksen P-arvo, muutos sekéd signaalien logaritminen
suhde. Muutoksen P-arvo kertoo muutoksen todennidkdisyydestd ja suunnasta. Muutos voi
olla kasvanut, marginaalisesti kasvanut, ei muutosta, marginaalisesti laskenut ja laskenut.
Muutos riippuu P-arvosta ja sen raja-arvoista. Kun P-arvo on ldhelld arvoa 0,0, on kohtee-
na olevan mRNA:n médrd kasvanut verrattuna perustasoon. P-arvon ollessa ldhelld arvoa

1,0, voidaan sanoa, ettd kohteena olevan mRNA:n méari on laskenut koendytteessa verrat-
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tuna perustasoon. Kun P-arvo on ldhelld 0,5:ttd, on hyvin epdtodenndkdisti, ettd kyseisen
mRNA:n miirissé olisi ndytteiden vélilld eroa. Signaalien logaritminen suhde kertoo muu-

toksen suuruudesta ja suunnasta. (Affymetrix 2003a.)

Tulosten analysointia jatkettiin kéyttden GeneSpring-analysointiohjelmaa (Silicon gene-
tics). Analysoinnin pohjana toimi Microarray Suite:lla tehdyt vertailuanalyysit. Jokaisen
ndytteen geenien ilmenemistd tarkasteltiin ohjelmassa suhteessa kyseisen aikapisteen kont-
rollindytteen vastaavien geenien ilmenemiseen. GeneSpring:illd valmistettiin vertailuana-
lyysien pohjalta listat niistd geeneistd, joissa havaittiin geenien ilmenemisessd merkittdvia
muutoksia. Merkittdviksi laskettiin sellaiset muutokset, joissa muutoksen P-arvo oli yli
0,9975 tai alle 0,0025 ja logx(ndytel/ndyte2) oli yli 0,3 tai alle —0,3. Geenilistoista poistet-
tiin sellaiset geenit, jotka eivét ilmenneet vdhintdéin kolmessa néytteessd. Listan ulkopuo-
lelle jadneet geenit jétettiin jatkoanalyysien ulkopuolelle. Analysointiohjelmaan sydtettiin
jo alussa kaikki perustiedot mikrolastun siséltimistd geeneistd ja EST-sekvensseistd. Nii-
den tietojen ja kirjallisuuden avulla lastun geeneisté valittiin ne geenit, joiden tarkasteluun
haluttiin erityisesti keskittyd. Tamén tutkimuksen tarkastelussa ovat mukana sellaiset gee-
nit, jotka kuuluvat seuraaviin toiminnallisiin ryhmiin: glukoosimetabolia, lipidimetabolia,

proteiinimetabolia, ATP:n tuotto, insuliini-, MAPK- ja G-proteiinisignalointi.

7.8 Algoritmit ja tilastolliset menetelmiit

Verrattaessa eri hiiriryhmien painoja, seerumien glukoosipitoisuuksia ja pohjekompleksien
sitraattisyntaasiaktiivisuuksia kéytettiin kaksisuuntaista t-testid. Microarray-analyysissi
laskettiin yhtend muuttujana havainnon P-arvo, jonka laskuun kidytettiin yksisuuntaista
Wilcoxon Signed Rank -testid. Testi kdyttdd hyvidkseen koetinpareille laskettuja erotuspis-
teiden etdisyyksid Tau-arvosta (ennalta miiritty vakio). Erotuspisteet kuvaavat kuinka
suuri osa koetinparin sitomista kohteista on sitoutunut tdydellisesti komplementaarisiin
oligonukleotideihin. Lahetti-RNA:n suhteellista maardd kuvaavan signaalin arvon laskemi-
nen aloitettiin laskemalla jokaiselle koetinsarjan koetinpareista erotus PM-MM. Lopullinen
signaali saatiin, kun erotusten logaritmeistd laskettiin painotettu keskiarvo kdyttden mene-
telmdd One-step Tukey’s Biweight Estimate. Muutoksen P-arvon laskemiseen kéytettiin
Wilcoxon’s Signed Rank -testid. Muutokselle laskettiin aluksi kolme p-arvoa kéyttéden eri
ldhtdarvoja, joita olivat PM:n ja MM:n vilinen ero, PM ja tausta. Lopullinen muutoksen P-

arvo saatiin yhdistdmélld ndma kolme eri P-arvoa. Signaalien logaritminen suhde laskettiin
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siten, ettd ensin laskettiin verrattavien ndytteiden samojen koetinparien PM-MM -erotusten
suhde. Tamain jdlkeen laskettiin suhteiden kaksikantaisten logaritmien painotettu keskiarvo

kdyttden menetelmdd One-step Tukey’s Biweight Estimate. (Affymetrix 2003a.)

7.9 Microarray-analyysin validiteetti ja toistettavuus

Affymetrix:in microarray-menetelmélld on hyva validiteetti. Silld saadaan hyvin samanlai-
sia tuloksia kuin standardina pidetyllda RT-PCR-menetelmalld. Keen ym. (2004) varmisti-
vat omassa tutkimuksessaan microarray:n (MG U74Av2) tuloksia mittaamalla 39:n geenin
ilmenemistd myds RT-PCR-menetelmilld. Eri menetelmilld saadut tulokset korreloivat
hyvin (R? = 0,86, P < 0,001) keskendin. (Keen ym. 2004.) Bakay:n ym. (2002) tutkimuk-
sen mukaan Affymetrix:in microarray-lastulla (MG U74Av2) tehtyjen mittausten toistetta-
vuus on hyvd, silld rinnakkaisanalyysien tulokset korreloivat erittdin hyvin (R* = 0,978)
keskenddn (Bakay ym. 2002). Téssd tutkimuksessa tulosten luotettavuutta ei varmistettu
rinnakkaismittauksilla tai RT-PCR-menetelmélld. Tulosten luotettavuutta parannettiin ot-
tamalla tuloksiin mukaan péddasiassa vain ne geenit, joiden ilmeneminen muuttui diabetek-
sen vaikutuksesta kaikissa aikapisteissd samaan suuntaan. Luotettavuutta liséttiin myds
poistamalla alhaisen ilmenemistason geenit tuloksista (ei ilmennyt vdhintdén kolmessa
ndytteessd) ja asettamalla muutoksen suuruudelle vihimmaisrajat (logx(ndytel/ndyte2) yli

0,3 tai alle —0,3).
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8 TULOKSET

8.1 Paino

Hiirten alkupainoissa ei ollut ryhmien vililla tilastollisesti merkitsevdd eroa. Diabeteshiir-
ten (D) paino laski kokeen aikana 23,4 + 10,2 % ja harjoitelleiden diabeteshiirten (DT)
19,7 £ 10,6 %. Niiden ryhmien painonmuutos erosi merkitsevésti (P<0,001) kontrolliryh-
min (C) painonmuutoksesta +0,1 £ 5,1 %. Erot olivat yleisesti merkitsevid (P<0,05) my0s
tarkasteltaessa aikapisteitd erikseen. Viikon harjoitelleen diabetesryhmén (DT1) painon-
muutos ei kuitenkaan eronnut merkitsevasti saman aikapisteen kontrolliryhmén painon-
muutoksesta. Ryhmén DT1 painonmuutos oli kokeen aikana —12,4 + 11,0 %. Tédmai oli
merkitsevisti (P<0,05) pienempi painonmuutos kuin ryhméssi D1 (-19,6 £ 7,8 %). Saman-
laista eroa ei havaittu muissa aikapisteissé eikd yhdistetyissid ryhmissd. Harjoittelu ei vai-
kuttanut terveiden hiirten painoon. Kaikkien ryhmien alkupainot, loppupainot ja painon-

muutokset nikyvét kuviossa 7.

Rvhma Paina alusza i) Paina lapussa (7)) Muutos (E TiE
ke KH ke KH ke kKH 1o
[ 427 36 47 4 3.0 05 a7 5
T 47 1 3.5 a3 3.3 20 4f = T
o1 4 g 3.5 3.4 1,3 -18.6 7 = oo
oTi L 5.1 36,5 31 12,4 11.0 1 - I
C3 420 24 42 6 1.4 14 3
T3 Mz 3z 41,1 432 48 45 -ina —
03 A0 5 41 7.4 52 2324 10,6 T 5 -5 4 I
OT3 72 36 87 3.3 22,7 83 N S——
Ch 43 27 40 3 34 12 i1
TS 40 27 42 2 34 R 57 -250
05 417 54 335 34 -18,1 B0 * 3 -mp |
OT %7 26 29,1 3.8 245 1.1 S ——
C 410 2.4 4.4 27 0.1 5.1 -am
T ENg: 3.2 4.5 36 1.4 85
] 411 43 31.4 45 234 10,2 =
oT 394 4.2 3.6 44 -18,7 10,6 = 4

TME = tilastollisesti merkitseva ero, KA = keskiarvo, KH = keskihajonta

* = P <0,05, verrattaessa saman aikapisteen kontrolliryhméaén ( C)

1 =P <0,05, verrattaessa saman aikapisteen diabetesryhmédén ( D)

T =P <0,05, verrattaessa saman aikapisteen terveiden harjoittelijoiden ryhméén ( T )
Nro. = P <0,05, verrattaessa saman késittelyn toiseen aikapisteeseen ( nro. )

KUVIO 7. Keskiméariiset painon muutokset (%) eri késittelyissé ja aikapisteissd. Eri aikapisteet

on yhdistetty ryhmissd C, T, D ja DT.
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8.2 Seerumin glukoosipitoisuus

Fyhma KA KH TME

min ol
1 10,5 0F
T1 94 05 * 70,0
o1 562 27 * HC o+ t
oTH 455 B0 *t5 600 =T T
ok 113 05 oo * T
T3 93 17 50,0 90T
03 534 B3 * _
O3 450 35 *ts W0 _
C5 53 17 £
TS 104 15 £ 300 —
05 550 75 * 200 -
D75 567 47 113 :
T I
c 103 15 0.0 -
T 93 13 -
D 543 57 *
DT 505  BE * 4

TME = tilastollisesti merkitsevé ero, KA = keskiarvo, KH = keskihajonta

* = P <0,05, verrattaessa saman aikapisteen kontrolliryhméaén ( C)

T =P <0,05, verrattaessa saman aikapisteen terveiden harjoittelijoiden ryhmaéén ( T )
Nro. = P < 0,05, verrattaessa saman késittelyn toiseen aikapisteeseen ( nro. )

KUVIO 8. Seerumin glukoosipitoisuus eri késittelyissa ja aikapisteissé. Eri aikapisteet on yhdistet-

ty ryhmisséd C, T, D ja DT.

Ryhmien D ja DT seerumin glukoosipitoisuudet olivat merkitsevisti (P<0,001) suurempia
kuin ryhmissd C ja T (54,9 £ 5,7 ja 50,5 = 6,8 vs. 10,3 = 1,5 ja 9,9 £ 1,3 mmol/l). Saman-
laiset merkitsevét erot havaittiin tarkasteltaessa kaikkia aikapisteitd erikseen. Diabetesta
sairastavilla harjoitelleilla hiirilld oli hieman matalampi seerumin glukoosipitoisuus kuin
harjoittelemattomilla (50,5 + 6,8 vs. 54,9 = 5,7 mmol/l). Ero ei ollut tilastollisesti merkit-
sevd (P=0,07). Merkitsevid eroja ei havaittu mydskdén aikapisteittdisessad tarkastelussa.
Ryhmaéssd DTS5 seerumin glukoosipitoisuus oli merkitsevasti (P<0,05) korkeampi kuin
ryhmissd DT1 ja DT3 (56,7 + 4,7 vs. 48,6 = 6,0 ja 45,0 = 3,5 mmol/l). Kaikkien ryhmien

seerumin glukoosipitoisuudet nékyvit kuviossa 8.

8.3 Sitraattisyntaasin aktiivisuus ja mRNA:n mairi

Ryhmén D hiirten pohjekompleksin sitraattisyntaasiaktiivisuus oli kokeen lopussa merkit-
sevisti (P<0,05) matalampi kuin ryhmélld C (401 + 74 vs. 469 + 99 nmol x min"' x mg™).
Samanlainen ilmid havaittiin tarkasteltaessa aikapisteitd erikseen. Erot eivét kuitenkaan
olleet tilastollisesti merkitsevid. Sitraattisyntaasiaktiivisuus oli ryhmassd DT merkitsevisti

P<0,05) suurempi kuin ryhméssa D (483 £+ 90 vs. 401 + 74 nmol x min”' x mg™). Saman-
p y g
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lainen ero havaittiin kaikissa aikapisteissd. Ero oli kuitenkin tilastollisesti merkitseva
(P<0,05) vain ensimmadisessa aikapisteessd. Terveilld harjoitelleilla hiirilld oli merkitsevas-
ti (P<0,05) korkeampi sitraattisyntaasiaktiivisuus kuin kontrollihiirilld (553 + 141 vs. 469
+ 99 nmol x min™ x mg™"). Ero havaittiin kaikissa aikapisteissd, mutta erot eivit olleet niis-
sa tilastollisesti merkitsevid. Kaikkien ryhmien sitraattisyntaasiaktiivisuudet nikyvat kuvi-

o0ssa 9.

Rytma KA KH  TME

nmal £ {min * ma)

c 479 133
Ti 489 84 —_

o 86 a8 . u:

o7 13 3 % e — ur

3 469 &7 _ ] B

T3 610 180 = pe PR 0 T
D3 414 EO £ = — -

O T3 438 148 =

c5 458 92 = smp

TS 552 143 3

D5 02 117 E i -
D75 488 75 =

c 469 o9 amp o
T 253 141

o 401 74 £

oT 483 o0t

TME = tilastollisesti merkitseva ero, KA = keskiarvo, KH = keskihajonta
* = P <0,05, verrattaessa saman aikapisteen kontrolliryhméén ( C)
1 =P<0,05, verrattaessa saman aikapisteen diabetesryhméén ( D)

KUVIO 9. Pohjekompleksin sitraattisyntaasiaktiivisuudet eri késittelyissd ja aikapisteissd. Eri aika-

pisteet on yhdistetty ryhmissd C, T, D ja DT.

Sitraattisyntaasin mRNA:n miéré oli kaikissa aikapisteissd diabetesryhmilld merkitsevisti
(P>0,9975) matalampi kuin saman aikapisteen kontrolliryhmissé (taulukko 2). Ryhmissa
DTI ja DTS5 mRNA:n médrd oli merkitsevésti (P<0,0025) suurempi kuin saman aikapis-
teen harjoittelemattomissa ryhmissé (D1 ja D5). Viikon harjoitelleilla terveilld hiirilld oli
pohjekompleksissaan sitraattisyntaasin mRNA:ta merkitsevésti (P<0,0025) enemmén kuin
kontrolliryhmén hiirilld. Diabetesta sairastavilla hiirilld oli lihaksissaan kaikissa aikapis-
teissd pienempi sitraattisyntaasin aktiivisuus ja mRNA:n miird kuin saman aikapisteen
kontrollihiirilld. Aktiivisuuserot eivét olleet tilastollisesti merkitsevid. Ryhméssda DT1 oli
merkitsevasti suurempi sitraattisyntaasin aktiivisuus ja mRNA:n méird kuin ryhmaéssé D1.
Viikon harjoittelu lisési terveilld merkitsevésti sitrattisyntaasin mRNA:n méérad, mutta ei
aktiivisuutta. Aktiivisuus nousi vasta kolmen ja viiden viikon harjoittelun jilkeen, mutta ei

tilastollisesti merkitsevasti.
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TAULUKKO 2. Sitraattisyntaasin aktiivisuudet ja mRNA:n méérét eri késittelyissd ja aikapisteissé.

Aktiivisuudet ja mRNA-maérit on suhteutettu saman aikapisteen kontrolli-ryhméén.

I Kasvanut tilastollisesti merkitsevésti suhteessa saman aikapisteen kontrolliin Suhde saman aikapisteen kontrolliin > 1,1
Laskenut tilastollisesti merkitsevisti suhteessa saman aikapisteen kontrolliin Suhde saman aikapisteen kontrolliin < 0,9
Kasvanut tilastollisesti merkitsevésti vertailussa DT vs. D

D1 D3 D5 DT1 DT3 DT5  T1 T3 T5
Aktiivisuus 081 088 08 107 093 106 102 130 122
mRNA:n maara (10,78 0,80 0,75 097 090 09 [SIN 107 098

8.4 Energiametaboliaan ja signalointiin liittyvien geenien ilmeneminen

mRNA-tasolla

8.4.1 Ilmenneiden geenien seki geenien ilmenemismuutosten lukumaarat eri

toiminnallisissa ryhmissi

Kaytetylld mikrolastulla (Affymetrix MG U74v2) oli 12488 koetinsarjaa. Néistd 5531 ha-
vaitsi (ldsnd/ilmeni vihintddn kolmessa niytteessd) kohteena olleen mRNA-molekyylin
(taulukko 3). Geenien ilmeneminen muuttui 3044:ssé geenissid. Geenien ilmenemisen las-
kettiin muuttuneen, kun jossakin suoritetuista vertailuista oli muutos, jonka P-arvo oli yli
0,9975 tai alle 0,0025 ja logx(ndytel/nédyte2) oli yli 0,3 tai alle —0,3. Lastun koetinsarjoista
870 mittasi energiametaboliaan liittyvien geenien ilmenemistd. Néiistd geeneistd ilmeni
412. Geenien ilmeneminen muuttui 276:ssa kohteessa. Energiametaboliaan liittyvit geenit
jakautuivat seuraaviin toiminnallisiin paaryhmiin: glukoosimetabolia, lipidimetabolia, pro-
teiinimetabolia ja ATP:n tuotto. Mikrolastun koetinsarjoista otettiin tarkasteluun 89 koetin-
sarjaa, jotka tunnistivat glukoosimetabolian geenien mRNA-molekyylejd. Néistd ilmeni 50
geenid. Ilmeneminen muuttui 38:ssa eri geenissd. Lipidimetabolian geenien mRNA-
molekyyleistd ilmeni 65/145, joista 44:n ilmeneminen muuttui. Proteiinimetaboliaan liitty-
vid geenejd oli tarkastelussa 513, joista ilmeni 206. [lmeneminen muuttui 117:ssd geenissa.
ATP:n tuottoon liittyvien geenien mRNA-molekyyleistd ilmeni 91/123. Ilmeneminen
muuttui 77:ssd. Tutkimuksessa oli mukana 569 signalointiin liittyvdd geenid. Niistd ilmeni
176. Ilmeneminen muuttui 93:ssa. Toiminnalliset paaryhmat jakautuivat alaryhmiin. Ala-

ryhmat ja niiden tulokset nikyvét taulukossa 3.
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TAULUKKO 3. Yhteenveto sellaisten geenien lukumaééristd eri toiminnallisissa ryhmissé, joiden
geenien ilmenemisesséd havaittiin muutoksia (merkitsevé ero ja logy(ndytteiden suhde) > +0,3 tai < -

0,3) vahintian yhdessa vertailussa (D vs. C, DT vs. C, T vs. C ja DT vs. D).

Kaikki  lImenneet Muuttuneet

Koko lastu 12488 5531 3044
Energiametabolia 870 412 276
Muut 11618 5119 2768
GLUKOOSIMETABOLIA 89 50 38
Glukoosin kuljetus 14 5 2
Glykolyysi 38 21 19
Pyruvaattidehydrogenaasi 7 4 4
Glukoneogeneesi 10 2 1
Glykogeeni synteesi 11 11 6
Glykogenolyysi 4 3 3
Glukoosimetabolian saately 5 4 3
LIPIDIMETABOLIA 145 65 44
Lipidien hajotus 70 36 22
Lipidien kuljetus 57 21 14
Beta-oksidaatio 13 10 8
Rasvahappojen synteesi 18 8 8
PROTEIINIMETABOLIA 513 206 117
Proteiinien hajotus 451 188 103
Aminohappojen kuljetus 21 3 2
Aminohappojen hajotus 41 15 12
ATP:N TUOTTO 123 91 77
Sitruunahappokierto 18 15 14
Oksidatiivinen fosforylaatio 93 70 57
Kreatiinikiinaasi 8 4 4
Adenylaattikinaasi 4 2 2
SIGNALOINTI 569 176 93
Insuliinin signalointireitit 103 47 30
MAPK-signalointi 115 58 34
G-proteiinisignalointi 357 73 29

8.4.2 Geenien ilmenemismuutosten lukumairit ja suunnat eri toiminnallisissa

ryhmissi

Kaikki mikrolastun geenit. Geenien ilmenemismuutosten lukumaérét ja suunnat eri toimin-
nallisissa ryhmissd ndkyvét taulukossa 4. Diabetes lisési (D vs. C) useamman geenin ilme-
nemistd kuin laski, kun tarkasteltiin kaikkia mikrolastun geenejd. Nousseiden ja laskenei-
den ilmenemisten ero oli suurin ensimmadisessd aikapisteessd. Tédssé aikapisteessd diabetes
lisdsi 978:n ja laski 487:n geenin ilmenemistd verrattuna kontrolliin. Harjoittelevien diabe-
tesryhmien geenien ilmenemisessd oli vihemmain eroja verrattuna kontrolliin kuin harjoit-
telemattomilla. Harjoittelu laski diabetesryhmissd useamman geenin ilmenemistd kuin nos-
ti. Harjoittelu aiheutti diabetesryhmissd useampien geenien ilmenemismuutoksia kuin ter-
veilld. Viikon harjoittelu lisdsi terveilld geenien ilmenemistd enemmén kuin laski (256 vs.
105). Kolmen ja viiden viikon harjoittelu laski terveilld useamman geenin ilmenemisté

kuin nosti.
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Energiametaboliaan liittyvit geenit. Diabetes laski kaikissa aikapisteissd useamman ener-
giametabolian geenin ilmenemistd kuin nosti. Harjoitelleilla diabetesryhmilld oli geenien
ilmenemisessd vihemmaén eroja kontrolliin kuin harjoittelemattomilla. Harjoittelu aiheutti
diabetesta sairastaville ryhmille enemmén geenien ilmenemisen muutoksia (DT vs. D) kuin
terveille (T vs. C). Harjoittelu nosti diabetesryhmissid geenien ilmenemistd enemmaén kuin
laski. Ero oli selvin ensimmaisessé aikapisteessd (82 vs. 26). Viikon harjoittelu lisési ter-
veilld geenien ilmenemistd enemmaén kuin laski (41 vs. 5). Myohdisemmissd aikapisteissa
geenien ilmeneminen oli laskenut useammin kuin noussut. Muutosten mddrd oli ndissé

aikapisteissd vihdisempi kuin ensimmaisessa.

TAULUKKO 4. Eri toiminnallisiin ryhmiin kuuluvien geenien ilmenemisen muutosten lukumééarét

ja suunnat eri vertailuissa ja aikapisteissa.

B Muutosten lukumiri on vihintidn 50 % kyseisessd toiminnallisessa ryhmdssé ilmenneiden geenien lukuméarasti
1. Muutosten lukumééra on 5-9 ja lukuméarén suhde ylos- ja alaspdin muuttuneiden summaan samassa kisittelyssé ja aikapisteessa
on vahintddn 0,8 tai
2. Muutosten lukumééri on vahintddn 10 ja lukumédérdn suhde ylos- ja alaspdin muuttuneiden summaan samassa késittelyssa ja
aikapisteessd on yli 0,65

Vertailu Dvs.C DTvs.C Tvs.C DTvs.D
Aikapiste (vko.) 1 3 5 1 3 5 3 5 1 3 5
S e e S A 2 N O S A N N
Koko lastu 9781 487 739 554 758 653|528 226 481 378 523 594 [ 256 105 66 132 43 [427| 297 448 127 209 394 577
Energiametabolia 60 102 44 [414] 49 [407| 36 31 28 77| 33 85| 41 5 4 | 9 5 1082 26 18 10 41 31
Muut 9181 385 695 440 709 552 |487] 195 453 301 490 509 [ 215 100 62 | 123 38 [ 117|215 [422] 109 199 353 546
N e e S A N S N s R A S A 2
GLUKOOSIMETABOLIA 8 M6 7 210 7 49| 5 3 7 12 4 A28 1 o 2 o 2 |14 4 2 1 6 3
Glukoosin kuljetus 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Glykolyysi 2 g 1 1 11 o[l® 183 1 0o o0 o0 1/[@1 1 0 2 1
Pyruvaattidehydrogenaasi 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1
Glukoneogeneesi 0 0 0 0 0 0 o o 0o o0 o0 o o oM o
Glykogeenisynteesi 4 1 3 1 4 2 2 1 4 1 2 1 1 0 0 0 0 0 1 3 1 0 2 1
Glykogenolyysi o 1 o W o 0o o0 0 1 0 0 0o 1 0 o0 . 0O 0 0 1 0
Glukoosimetabolian saately 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N 2 e e N S e N
LIPIDIMETABOLIA 12 8 13 10 9 M 4 8 8 11 1|14 o0 1 2 1 1|5 4 1 3 [8 4
Rasvahappojen synteesi o 5N 1 El 1 0 3 o Bl ¢ # 0 0 0 0 1 0 3 0 0 0 0 1
Lipidien hajotus 7 3 5 4 4 . .8|'8 1 4 3 6 3|0 1 1 0 0|2 2 1 1[40
Lipidien kuljetus 5§/ o711 4 23 0o 4 o0 4 2|3 0 0 1 0 1|0 2 0 2 4 2
Beta-oksidaatio T 0 1 1 2 4|1 0 1 1 2 23 0o 1 0 0 o0of0 0 1 0 0 1
e e e S N e N A N A
PROTEIINIMETABOLIA 88| 20 24 22 32 27200 7 13 15 17 20| 6 4 2 4 2 7|12 18 4 6 12 22
Proteiinien hajotus 33 19 21 17 25 23|17 7 9 14 12[285| 4 4 2 4 2 7|1 15 4 6 1124
Aminohappojen kuljetus 28 o 28 o 2 o |2 oW oM@ 0o|0o o o o o0 oO0f|O0O 1 0 0 O 1
Aminohappojen hajotus 3 1 1 5 5 4 1 0 2 1 3 4 2 0 0 0 0 0 2 2 0 0 1 0
2 e e e 2 N A e e N A N S N A
ATP:N TUOTTO 2 0 1 [40°| o 470 o |42 1 8|48 o 1 1 2 o0 o 1] o 15 2
Sitruunahappokierto 1 0 0 0 0 0 5] 1 7 4 0 0 1 0 0 0 3 0 5 0
Oksidatiivinen fosforylaatio 1 0 1 24| 0 (16 0 84 o0 22| 8 0 0 0 0 0 0 6 0 7 2
Kreatiinikiinaasi 0 0 0 0 0 o0 . 0 i 10 1 o [lEH o o 2 o I8N o
Adenylaattikinaasi 0 0 0 o Il o 0 0o 0 0 0 0 O 0o 0 0 0 o0
) R 2y R I A S {1 S { 0 { 0 { 0 { 0 { ) {
SIGNALOINTI 32 8 [22 8 18 25[21| 5 [19] 8 25 12| 9 o 3 3 5 2|9 15 3 5 [28] 10
Insuliinin signalointireitit 1 2 7 1 8 7|9 1.6 1.1 2|3 0o o0 1 1 02 6 0 2 7 2
MAPK-signalointi %5 3 8 4 6 1|10 1 8 5 8 7 |[&] 0 3 1[4 1|4 5 2 39 4
G-proteiinisignalointi 6 3,7 3 4 7|2 3 5 2 6 3|1 0 0 1 0 1|3 4 1 0 7 4

Glukoosimetaboliaan liittyvdit geenit. Diabetes laski kaikissa aikapisteissd useamman gly-
kolyysiin liittyvén geenin ilmenemistd kuin nosti. Harjoitelleissa diabetesryhmissd oli va-
hemmén glykolyysin geenien ilmenemisen laskuja verrattuna kontrolliin kuin harjoittele-
mattomilla. Viikon harjoittelu lisési diabetesryhmailld kahdeksan geenin ja laski vain yhden

geenin ilmenemistd. Terveilld viikon harjoittelu lisdsi vain kolmen glykolyysiin geenin
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ilmenemisté ja laski yhden. Diabetes laski yleisesti (vahintddn 50 % ilmenneistd geeneistd)
pyruvaattidehydrogenaasikompleksin geenien ilmenemistd verrattuna kontrolliin. Harjoit-
telu ei vaikuttanut terveilld ja diabetesta sairastavilla yleisesti pyruvaattidehydrogenaasi-
kompleksin geenien ilmenemiseen. Glykogeenisynteesiin liittyvien geenien ilmeneminen
oli diabetesryhmissd (D1, D3 ja D5) useammin noussut kuin laskenut verrattaessa kontrol-
liryhmiin. Diabetes laski yleisesti glykogenolyysiin liittyvien geenien ilmenemista kahdes-
sa viimeisessd aikapisteessd. Laskeneiden geenienilmenemisten méird oli matalampi har-
joitelleissa diabetesryhmissd kuin harjoittelemattomissa ryhmissd. Viikon harjoittelu nosti
terveilld ja diabetesta sairastavilla ryhmilld kahden glykogenolyysiin liittyvdn geenin ilme-

nemista.

Lipidimetaboliaan liittyvdt geenit. Diabetes lisdsi useamman rasvahapposynteesiin liittyvén
geenin ilmenemistd kuin laski. Viikon kestdnyt diabetes nosti seitsemén lipidien hajotuk-
seen liittyvdn geenin ilmenemistd ja laski kolmen. Viiden viikon diabetesryhméssd nous-
seita oli neljd ja laskeneita kahdeksan. Ryhmissd DTS oli vihemmin geenien ilmenemisen
laskuja kuin ryhmissd D5 (3 vs. 8), kun ilmenemisid verrattiin ryhméén C5. Viiden viikon
harjoittelu lisdsi diabetesryhmailld neljdn ja laski yhden lipidien hajotukseen liittyvin gee-
nin ilmenemistd, kun verrattiin ryhmaan D5. Viikon harjoittelu lisdsi terveilld 11:n em.
ryhmédén kuuluvan geenin ilmenemistd. Pidempien harjoitusjaksojen jilkeen saman laajuis-
ta vaikutusta ei endd havaittu. Lipidien kuljetukseen liittyvien geenien ilmeneminen oli
diabetesryhmissd useammin noussut kuin laskenut. Nousseiden ja laskeneiden ero oli suu-
rin ryhmissd D1 ja D3. Laskeneiden geenien ilmenemisten lukumdiré oli harjoitelleissa

diabetesryhmissd DT1 ja DT3 pienempi kuin vastaavissa harjoittelemattomissa ryhmissa.

Proteiinimetaboliaan liittyvit geenit. Harjoittelevilla diabetesryhmilld oli vihemmén muu-
toksia proteiinien hajotukseen liittyvien geenien ilmenemisesséd kuin harjoittelemattomilla,
kun verrattiin kontrolliryhmien geenien ilmenemiseen. Viiden viikon harjoittelu laski dia-
betesryhméllé proteiinien hajotuksen geenien ilmenemistd enemmin kuin nosti (21 vs. 11),
kun verrattiin ryhmdan D5. Harjoittelu aiheutti diabetesryhmissd enemmén proteiinien ha-
jotukseen liittyvien geenien ilmenemismuutoksia kuin terveiden ryhmissid. Aminohappojen
kuljetusproteiinien geenien ilmeneminen oli kasvanut (2 geenid, 67% ilmenneistd) harjoi-

telleissa ja harjoittelemattomissa diabetesryhmissé verrattuna kontrolliryhmiin.

ATP:n tuottoon liittyvdit geenit. Diabetes laski kaikissa aikapisteissd sitruunahappokierron,

oksidatiivisen fosforylaation, kreatiinikinaasin ja adenylaattikinaasin geenien ilmenemista.
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Kaikissa harjoitelleissa diabetesryhmissé oli vihemmaén sitruunahappokierron ja oksidatii-
visen fosforylaation geenien ilmenemisen laskuja kuin harjoittelemattomissa ryhmissa, kun
verrattiin kontrolliryhmiin. Kreatiinikinaasin geenien ilmenemisen laskut vdhenivit vain
niissd ryhmissd, jotka harjoittelivat yhden viikon tai kolme viikkoa. Harjoittelu lisdsi kai-
kissa diabetesryhmissd sitruunahappokierron, oksidatiivisen fosforylaation ja krea-
tiinikinaasin geenien ilmenemistd (DT vs. D). Adenylaattikinaasin geenin ilmeneminen oli
lisddntynyt vain viikon harjoittelun jélkeen. Harjoittelu vaikutti terveilli vihemmén em.
geenien ilmenemiseen kuin diabetesta sairastavilla. Viikon harjoittelu lisdsi terveilld neljan
sitruunahappokierron, kahdeksan oksidatiivisen fosforylaation ja yhden kreatiinikinaasin
geenin ilmenemistd. Pidempien harjoitusjaksojen jilkeen selvid muutoksia oli tapahtunut
vain kreatiinikinaasin geenin ilmenemisessd. Viiden viikon harjoittelu lisdsi kahden krea-

tinikinaasin geenin ilmenemista.

Signaloinnin geenit. Diabetes lisdsi viikon ja kolmen viikon aikapisteissd kaikissa tutki-
tuissa signalointireiteissd geenien ilmenemistd enemmaén kuin laski (D vs. C). Insuliinisig-
naloinnin geenien ilmeneminen oli harjoitelleilla diabetesryhmilld noussut selvésti enem-
mén kuin laskenut, kun verrattiin kontrolliryhmiin. Signalointiin liittyvien geenien ilme-
neminen oli noussut useammin kuin laskenut, kun verrattiin ryhman DTS geenien ilmene-
mistd ryhmddn DS5. Harjoittelu lisdsi terveilld kaikissa aikapisteissd useampien MAPK-

signaloinnin geenien ilmenemisté kuin laski.

8.4.3 Geenikohtaiset ilmenemismuutokset

Taulukoissa 5-9 esitetdéin geeneittdin miten ilmeneminen muuttuu eri kasittelyissi ja aika-
pisteissd. Geenien ilmenemisen muutokseksi laskettiin ndissé taulukoissa kuten kaikissa
aikaisemmissakin sellaiset muutokset, joissa muutoksen P-arvo oli yli 0,9975 tai alle
0,0025 ja logy(ndytel/ndyte2) on yli 0,3 tai alle —0,3. Naytteiden geenien ilmenemisen
midrddt esitetddn taulukoissa suhteessa oman aikapisteen kontrollindytteeseen. Tilastolli-
sesti merkitsevit muutokset ilmaistaan taulukoissa omilla vireillddn seuraavasti:

I Geenin ilmeneminen on suurempi kuin saman aikapisteen ryhmaissa C

Geenin ilmeneminen on pienempi kuin saman aikapisteen ryhmaéssi C

Geenin ilmeneminen on muuttunut vertailussa DT vs. D pdinvastaiseen
suuntaan kuin vertailussa D vs. C (jos voimassa, muiden vertailujen virejé ei ndytetd)
B Geenin ilmeneminen on suurempi ryhmaissd DT kuin D

Geenin ilmeneminen on pienempi ryhméssd DT kuin D
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Taulukoihin 5-8 on kerétty samanlaisen muutosprofiilin omaavia geeneji. Taulukossa 5
ovat ne geenit, joiden ilmenemistd diabetes lisdsi kaikissa aikapisteissé ja harjoittelu laski
vahintddn yhdessé aikapisteessd. Téllaisia geenejd 16ytyi 23 kappaletta. Taulukossa 6 ovat
ne geenit, joiden ilmenemistd diabetes lisdsi kaikissa aikapisteissd eikd harjoittelu laskenut
missddn aikapisteessd. Téssd taulukossa on viisi geenid. Taulukossa 7 esitetddn sellaiset
geenit (45 kpl), joiden ilmenemistd diabetes laski kaikissa aikapisteissd ja harjoitus nosti
vihintddn yhdessé aikapisteessd. Ne geenit, joiden ilmenemista diabetes laski, eikd harjoit-
telu nostanut, ovat taulukossa 8. Téllaisia geeneja oli tutkituista kuusi. Liitteessd 3 esite-
tddn ne geenit, joiden ilmenemistd terveiden hiirten harjoittelu lisdsi (58 kpl). Harjoittelu
laski terveilld hiirilld 22:n geenin ilmenemistd. Kyseisten geenien ilmenemismuutokset
esitetddn liitteessd 4. Taulukkoon 9 on keritty sellaisia energiametabolian kannalta tirkeité
geenejd, joiden ilmeneminen muuttui diabeteksen vaikutuksesta. Kyseiset geenit eivit na-
kyneet edellisissd taulukoissa, koska diabetes ei muuttanut ndiden geenien ilmenemisti

kaikissa aikapisteissd samaan suuntaan.

TAULUKKO 5. Geenit, joiden ilmenemisti diabetes lisdsi (merkitseva ero ja log,D/C > +0,3)
kaikissa aikapisteissé ja harjoittelu laski (merkitsevé ero ja log,DT/D < -0,3) véhintdén yhdessa

aikapisteessé.

Accession no. Gene / Protein D1 D3 D5 DT1__DT3 DT5 T1 T3 T5

GLUCOSE METABOLISM
AWO049730 glycogenin 1
AV357306 glycogenin 1

123 1,00 093 0,87
1,15 093 093 0,93

J05277 hexokinase 1 1,00 0,93 0,81
U89924 PTG (Protein targeting to glycogen) 1,07 1,07 1,00
AJ001418 pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4 0,38 0,50
LIPID METABOLISM

U49915 adipocyte complement related protein 1,32 1,00
D00466 apolipoprotein E 1,63 0,87 0,93
Al837005 carnitine deficiency-associated gene expressed in ventricle 3 1,07 1,15 1,15 1,00 0,87 0,87
Al840013 peroxisomal delta3, delta2-enoyl-Coenzyme A isomerase 1,52 1,07 4820 1,32 1,00 0,87
PROTEIN METABOLISM

X04673 adipsin 1,52 250
AJ130977 ariadne 132 1,15 1,00 0,93
X06086 cathepsin L 1,63 1,52 0,93 1,07
X64837 ornithine aminotransferase 1,07 0,93 0,93
Al839158 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 8 1,52 , 1,07 0,93
AlB36676 proteasome (prosome, macropain) 20S subunit, alpha type 7 1,52 1,00 0,87
AW045339 proteasome (prosome, macropain) 20S subunit, beta type 3 1,32 1,32 1,15 0,81
AF037206 ring finger protein 13 1,15 = 1,07 0,93 1,07
U13174 solute carrier family 12, member 2 1,07 0,93
AA795541 solute carrier family 38, member 4 1,15 1,07
INSULIN-, G-PROTEIN AND MAPK-SIGNALLING PATHWAYS

M32490 cysteine rich protein 61 0,93 0,66
U28656 eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 0,81 0,93
D29802 guanine nucleotide binding protein, beta 2, related sequence 1 1,00 0,93
Al845732 MAP kinase-interacting serine/threonine kinase 2 1,00 1,00
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TAULUKKO 6. Geenit, joiden ilmenemisti diabetes lisési (merkitsevé ero ja log,D/C > +0,3) kai-

kissa aikapisteissd, eikd harjoittelu laskenut (ei merkitsevéad eroa ja/tai log,DT/D > -0,3) missédn

aikapisteessa.

Accession no. Gene / Protein D1 D3 D5 DT1  DT3 DT5 T1 T3 T5
GLUCOSE METABOLISM

D42083 fructose bisphosphatase 2 [STRNTC NS TRONTeaN 132 1,00
LIPID METABOLISM

AF030343 enoyl coenzyme A hydratase 1, peroxisomal 141 123 115 132 123 1,23 132 0093 0,87
PROTEIN METABOLISM

U96635 NEDD4 1,15 1,32 1,07 1,00
D49686 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase 3 1,15 1,23 0,93 1,00
INSULIN-, G-PROTEIN AND MAPK-SIGNALLING PATHWAYS

X57277 RAS-related C3 botulinum substrate 1 Az S22 s2sZn 1,07 1,15 1,07

TAULUKKO 7. Geenit, joiden ilmenemistd diabetes laski (merkitsevé ero ja log,D/C < -0,3) kai-

kissa aikapisteissd ja harjoittelu lisési (merkitseva ero ja log,DT/D > +0,3) vihintddn yhdessé aika-

pisteessa.

Accession no. Gene / Protein DT1__DT3 DT5 T1 T3 T5
GLUCOSE METABOLISM

X98848 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 1 0,76 q 1,15 1,15 1,00
AF080469 glucose-6-phosphatase, transport protein 1 0,57 0,62 093 0,87 1,07
AF029843 phosphoglycerate mutase 2 0,76 066 071 1,15 1,07 1,07
J03293 phosphorylase kinase gamma 0,93 0,93
AV368209 pyruvate kinase, muscle 0,81 0,93 0,93 0,93
M23383 GLUT4 0,87 1,07 1,15 1,07
L31777 triosephosphate isomerase 093 087 087 1,15 1,07 1,07
LIPID METABOLISM

Al849803 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, alpha/beta subcomplex, 1 0,81 1,07 1,07 1,07
AV327760 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2 0,62 0,87 1,00 1,00
M26270 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2 0,62 1,00 1,00 1,07
PROTEIN METABOLISM

X61232 carboxypeptidase E 0,62 0,93 0,7 1,00
X61232 carboxypeptidase E 0,54 1,00 1,00
AW060750 glutathione transferase zeta 1 (maleylacetoacetate isomerase) 0,87 0,93 1,00 1,00
AW228316 RIKEN cDNA 2310046G15 gene 0,66 1,07 0,87 1,07
TRICARBOXYLIC ACID CYCLE, ELECTRON TRANSPORT CHAIN AND ATP SYNTHESIS

AJ010108 adenylate kinase 1 0,76 ‘ 1,07 1,07 1,07
U59282 ATP synthase E subunit pseudogene 0,87 0,87 1,23 0,87 1,00
L01062 ATP synthase, mitochondrial F1 complex, alpha subunit, isoform 1 0,81 0 87 0,87 1,00 1,07 1,07
Al849767 ATP synthase, mitochondrial F1 complex, O subunit 0,93 087 123 1,15 1,07
AW125431 citrate synthase 1,00 0,93 ' 0,93 1,07 1,07
AV250974 creatine kinase, mitochondrial 2 0,87 054 0,62 ,15
Al181132 creatine kinase, mitochondrial 2 087 0,76 0,76 1,15

X53157 cytochrome c oxidase, subunit Vb 0,93 0,81 1,07 1,07 1,07
AF037370 cytochrome c oxidase, subunit Vlla 1 0,71 1,07 1,07 1,07
AW121892 cytochrome c-1 0,76 1,15 1,07 1,07
Al835446 isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) alpha 1,00 1,15 1,23
X07295 malate dehydrogenase, mitochondrial 0,81 1,07 1,00 1,07
Al844890 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex 10 0,87 1,00 1,07 1,07
Al853855 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 8 0,93 1,15 1,07 1,15
Al845121 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex 8 0,93 1,00 1,07
Al848871 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 10 0,93 1,15 1,15
Al851810 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 7 0,87 0,93 1,00 1,07
Al840263 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, subcomplex unknown, 1 0,76 1,07 1,07 1,00
Al835051 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 1 0,81 1,07 1,07
AA590675 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 4 0,81 087 1,32 1,07 1,15
Al835718 succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp) 0,81 0,87 081 1,15 0,87 0,87
AAB74669 succinate dehydrogenase complex, subunit B, iron sulfur (Ip) 087 087 093 1,15 1,23 1,15
AW121091 succinate dehydrogenase complex, subunit C, integral membrane protein 0,81 1,07 1,00 1,00
AF058955 succinate-Coenzyme A ligase, ADP-forming, beta subunit 0,76 0,93 0,93 0,93
AF058955 succinate-Coenzyme A ligase, ADP-forming, beta subunit 0,71 0,81 0,93 0,87 0,81
AW125380 ubiquinol-cytochrome c reductase core protein 1 0,87 081 0,81 1,15 1,15 1,07
Al842835 ubiquinol cytochrome c reductase core protein 2 0,93 1,15 1,07 1,07
Al853523 ubiquinol-cytochrome c reductase subunit 0,87 0,87 1,07 1,07
INSULIN-, G-PROTEIN AND MAPK-SIGNALLING PATHWAYS

L12447 insulin-like growth factor binding protein 5 0,47

Al595996 myocyte enhancer factor 2C 1,00

AJ250489 receptor (calcitonin) activity modifying protein 1 0,54
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TAULUKKO 8. Geenit, joiden ilmenemistd diabetes laski (merkitsevé ero ja log,D/C < -0,3) kai-

kissa aikapisteissd, eikéd harjoittelu lisinnyt(ei merkitsevdd eroa ja/tai log,DT/D < +0,3) missdén

aikapisteessa.

Accession no. Gene / Protein D1 D3 D5 DT1 DT3 DTS5 T1 T3 T5
GLUCOSE METABOLISM

AW124813 dihydrolipoamide S-acetyltransferase (E2 component of PDH complex) 093 1,07 1,00
AW125336 pyruvate dehydrogenase (lipoamide) beta 0,87 1,15 1,00 1,00

LIPID METABOLISM
M21285 stearoyl-Coenzyme A desaturase 1 1,15 0,87 5200
M21285 stearoyl-Coenzyme A desaturase 1 1,15 0,93 1,15

PROTEIN METABOLISM

AB024427 ring finger protein 11 70627066 0,81 066 0,76 [OBEN 0,76 0,87 0,93
INSULIN-, G-PROTEIN AND MAPK-SIGNALLING PATHWAYS
750013 C-H-Ras. [10/5706610;767 0,81 [MOIZANNO76N 087 093 081

TAULUKKO 9. Tuloksia tiydentdvét geenit, joiden ilmenemistd diabetes ei muuttanut

kaikissa aikapisteissd samaan suuntaan.

Accession no. Gene / Protein D1 D3 D5 DT1 DT3 DT5 T1 T3 T5
GLUCOSE METABOLISM

Y11666 hexokinase 2 0,93 1,23 1,15 1,07
Al852672 phosphofructokinase, muscle 0,93 1,15 1,07 1,07
M17516 lactate dehydrogenase 1, A chain 0,81 1,00 1,15 1,07
X51905 lactate dehydrogenase 2, B chain 0,93 093 1,15
LIPID METABOLISM

M63335 lipoprotein lipase 0,87 1,23 1,52
X14961 fatty acid binding protein 3, muscle and heart 1,15 1,00 0,93 1,00
uo01170 carnitine palmitoyltransferase 2 0,81 1,00 0,87 1,07 0,93
U96116 hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase type Il 1,07 1,15 1,00 1,07 1,00
D29639 L-3-hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase, short chair 0,76 0,81 0,87 0,93 1,07

PROTEIN METABOLISM
1,00 0,87 0,93 1,07

L47335 branched chain ketoacid dehydrogenase E1, alpha 0,87 076 | 132
AF043070 branched chain ketoacid dehydrogenase kinase 0,81 1,00 087 076 1,15 1,07 1,07
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9 POHDINTA

Kaikkien diabetesta sairastavien hiirten seerumin glukoosipitoisuus oli vdhintddn nelinker-
tainen verrattuna terveisiin. Tdmén lisdksi diabetesryhmiin kuuluvien hiirten paino putosi
kokeen aikana keskiméérin 21 prosenttia. Seerumin korkea glukoosipitoisuus ja hiirten
suuri painonmenetys olivat selvid merkkejé siité, ettd streptozotosiini oli tuhonnut hiirten
haiman B-solut ja aiheuttanut niin tyypin 1 diabeteksen kaltaisen tilan. Sitraattisyntaasin
aktiivisuus oli seké terveilld ettd sairailla harjoitelleilla hiirilld korkeampi kuin vastaavilla
harjoittelemattomilla hiirill4, kun kaikkien eri aikapisteiden hiirid kisiteltiin yhtend ryhma-
nd. Yksittdisissd aikapisteissd erot olivat saman suuntaisia, mutta eivit tilastollisesti mer-
kitsevid. Harjoitteluohjelma oli siis ollut riittdvé aiheuttamaan adaptaatiovaikutuksia, mutta
entsyymiaktiivisuuksien hajonta oli yksittdisissd aikapisteissd liian suuri suhteessa vastee-

seen ja hiirten maarain.

9.1 Glukoosimetabolia

Diabetes heikensi hiirten glukoositasapainoa eikd harjoittelulla ollut parantavaa vaikutusta.
Saman ovat todenneet rotilla esim. Goodyear ym. (1988), Kainulainen ym. (1994a) ja Nob-
le & Tanuzzo (1985). Diabetes laski GLUT4-glukoosinkuljetusproteiinin geenin ilmene-
mistd (taulukko 7). Saman havaitsivat omassa tutkimuksessaan Yechoor ym. (2002). Vii-
kon harjoittelu lisdsi diabetesryhmdssd GLUT4:n geenin ilmenemistd. Diabeteksen ja har-
joittelun aiheuttamat ilmenemismuutokset saattoivat vaikuttaa lihaksissa myds GLUT4-
proteiinin mééraan, silld GLUT4:n maardéd saddellddn transkription sdételyn kautta (Neufer
ym. 1993). Diabeteksen onkin havaittu vdhentdvin (Kainulainen ym. 1994 b, Nakai ym.
2002) ja harjoittelun lisddvén rottien raajalihasten GLUT4-pitoisuutta (Nakai ym. 2002).
GLUT#4 on lihassolujen tarkein glukoosinkuljetusproteiini, mink takia proteiinilla on suuri
vaikutus solujen glukoosinottoon. Lihassolukalvojen GLUT4-konsentraatio ei ole kuiten-
kaan ainut glukoosinoton méérdin vaikuttava tekijd, silld lihassolukoostumuksella on myds
merkittdvd vaikutus. Kainulaisen ym. (1994b) tutkimuksessa diabetes laski kaikkien poh-
jekompleksin osien GLUT4-konsentraatiota. Glukoosinotto muuttui kuitenkin vain soleuk-
sessa ja gastrocnemiuksen valkoisessa osassa. Soleuksen glukoosinotto laski ja gastrocne-

miuksen valkoisen osan nousi. Soleus koostuu péddasiassa hitaista oksidatiivisista lihasso-
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luista (I) ja gastrocnemiuksen valkoinen osa nopeista glykolyyttisistd soluista (IIb). Glu-
koosinotto laski siis sellaisissa lihaksissa, joissa ATP:a tuotetaan piddasiassa aerobisesti, ja
lisddntyi sellaisissa lihaksissa, joissa suurin osa ATP:sta tuotetaan anaerobisesti. (Kainulai-
nen ym. 1994b.) Raajalihakset adaptoituvat hoitamattomaan diabetekseen siten, etti ne
alkavat kayttdid ATP:n tuottoon enemmain rasvahappoja. Rasvahappojen kéyttod lisddvat
etenkin sellaiset lihakset ja lihasten osat, joiden lihassoluista suurin osa on tyyppid I ja Ila.
Rasvahappojen lisdéntynyt kéytto johtuu todenndkdisesti heikentyneestd glukoosinkéytto-
kyvystd sekd lisddntyneestd veren triglyseridipitoisuudesta. Kun hoitamaton diabetes jat-
kuu pitkéddn, lihasten on havaittu siirtyvén takaisin glukoosin kéyttoon. Tdmin ajatellaan
johtuvan rasvavarastojen loppumisesta ja veren triglyseridipitoisuuden laskusta. Rasvava-
rastojen loppumisen jidlkeen ATP:a tuotettiin péddasiassa tyypin IIb soluissa anaerobisen
glykolyysin avulla. (Lawrence ym. 1986.) Kainulaisen ym. (1994b) havaitsemat diabetek-
sen aiheuttamat erisuuntaiset glukoosinoton muutokset eri lihassolukoostumuksen omaa-
vissa lihaksissa tukevat Lawrencen ym. (1986) havaintoja. Siirtyminen rasvahappojen kéy-
tostd takaisin glukoosin kdyttoon havaittiin Lawrence:n ym. (1986) tutkimuksessa, kun
diabetes oli kestdnyt 14 pdivdid. Téssd tutkimuksessa diabeteksen kesto oli yhdesti viikosta
viiteen viikkoon eli on hyvin todenndkoistd, ettd myds tdmén tutkimuksen hiirten raajali-

haksissa tapahtui edelld mainittuja ravintoaineiden kidyton muutoksia.

Diabetes laski kaikissa aikapisteissd useiden glykolyysin entsyymien geenien ilmenemistd,
mika voi olla yksi syy diabeteksessa havaittuun glukoosin kdyton heikkenemiseen. Harjoi-
telleissa diabetesryhmissé oli pienempi lukumairé glykolyysin geenien ilmenemisen lasku-
ja verrattuna kontrolliin kuin harjoittelemattomilla. Viikon harjoittelu lisési diabetesryh-
mélld kahdeksan geenin ja laski vain yhden geenin ilmenemistd. Harjoittelu néyttdd siis
normalisoivan diabeteksen aiheuttamia muutoksia. Téll4 voi olla positiivinen vaikutus li-
hasten glukoosinkdyttokykyyn. Diabetes laski heksokinaasi-2:n (HK-2) ja nosti hekso-
kinaasi-1:n (HK-1) ilmenemistd. HK-2:n geenien ilmenemismuutokset nikyvit taulukossa
9 ja HK-1:n taulukossa 5. Diabetes laski HK-2:n ilmenemistd myds Yechoor:in ym. (2002)
tutkimuksessa. Harjoittelu ei vaikuttanut diabetesta sairastavilla HK-2:n ilmenemiseen,
mutta laski HK-1:n ilmenemistd aikapisteessd yksi viikko (DT1 vs. D1). Heksokinaasit
katalysoivat glykolyysin ensimmaéistd reaktiota, jossa glukoosi muutetaan glukoosi-6-
fosfaatiksi. Reaktio liittdd glukoosin glykolyysiin ja estdd sen poistumisen solusta. Hekso-
kinaasi voi néin vaikuttaa solujen glukoosinoton méérdin. HK-2 on herkkd hormonien séa-
telylle. Insuliini on yksi HK-2:een vaikuttavista hormoneista. Se aiheuttaa HK-2:n siirty-

misen solukalvolle GLUT4:n ldheisyyteen. Hormonien ei ole havaittu vaikuttavan HK-



54

l:een. (Ritov & Kelley 2001.) Diabetesta sairastavien hiirten raajalihasten HK-2-
aktiivisuus laski todennikoisesti alhaisen mRNA-tason takia. Normaalia alhaisemmat HK-
2:n ja GLUT4:n pitoisuudet ja insuliinin puutteesta johtuva vihdisempi siirtyminen solu-
kalvolle voivat yhdessd heikentdd lihassolujen glukoosinottoa. HK-1:n geenin lisddntynyt

ilmeneminen saattaa olla HK-2:n aktiivisuuden laskun aiheuttama kompensaatioreaktio.
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KUVIO 10. Kokonaiskuva tarkeimmisté proteiineista, joiden geenien ilmenemisessé havaittiin
muutoksia. Proteiinin nimi on Kirjoitettu siniselld vérill4, jos sen geenin ilmeneminen oli muuttu-

nut. CPT1-geenin ilmenemisté ei voitu tutkia, koska sille ei ollut koetinsarjaa microarray-lastulla.
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Diabetes lisdsi hiirten raajalihaksessa fruktoosibisfosfaataasi-2:n (FBPaasi-2) mRNA:n méaérai
(taulukko 6). Saman havaitsivat omassa tutkimuksessaan Yeachor ym. (2002). Harjoittelu ei vai-
kuttanut diabetesta sairastavilla geenin ilmenemiseen. FBPaasi-2 laskee fruktoosi-2,6-bisfosfaatin
maidrad (katso kuvio 10). Fruktoosi-2,6-bisfosfaatti lisd4 normaalisti fosforuktokinaasi-1:n (PFK-1)
aktiivisuutta ja laskee fruktoosi-1,6-bisfosfataasin (FBPaasi-1) aktiivisuutta. Diabetes laski kahdes-
sa viimeisessd aikapisteessd PFK-1:n geenin ilmenemistéd, mikd voi yhdessi lisddntyneen FBPaasi-
2:n ilmenemisen kanssa laskea PFK-1:n aktiivisuutta. Diabetes voi nédin véhentdéd glykolyysid ja
lisdtd glukoneogeneesid. Harjoittelu ei vaikuttanut FBPaasi-2:n eikd PFK-1:n ilmenemiseen. Diabe-
tes laski laktaattidehydrogenaasi-1:n (LDH-1) ja laktaattidehydrogenaasi-2:n (LDH-2) geenien

ilmenemistd. Diabetes saattaa ndin heikentdd anaerobisen glykolyysin kapasiteettia.

Diabetes laski pyruvaattidehydrogenaasikompleksin (PDH) geenien ilmenemistd. Saman
ovat havainneet Yechoor ym. (2002). Harjoittelu ei vaikuttanut geenien ilmenemiseen.
Diabetes lisdsi pyruvaattidehydrogenaasikinaasin (PDK) ilmenemistd. Kolmen ja viiden
viikon harjoittelu laski geenin ilmenemistd. PDH:n geenien ilmenemismuutokset nékyvit
taulukossa 8 ja PDK:n taulukossa 5. Diabeteksen on havaittu laskevan rottien gastrocne-
miuksessa PDH:n kokonaisméérdd sekd aktiivisen muodon mairdd. Kestivyysharjoittelu
lisdsi diabeetikoilla sekd entsyymin kokonaismddrdd ettd aktiivisen muodon madrda.
(Nakai ym. 2002.) PDH katalysoi reaktiota, jossa pyruvaatti muutetaan asetyylikoentsyy-
mi-A:ksi ennen sitruunahappokiertoon siirtymistd. Entsyymikompleksi toimii tdlld tavalla
pyruvaatin hapetuksen nopeutta rajoittavana tekijind. PDK inhiboi fosforyloimalla pyru-
vaattidehydrogenaasikompleksin (Sugden ym. 2003). Diabetes ndyttdd laskevan PDH:n
aktiivisuuttaa laskemalla sen mRNA:n méérda sekd lisddmailla PDK:n mRNA:n ja mahdol-
lisesti itse entsyymin médrdd. Diabetes laskee rotilla raajalihaksen pyruvaatin hapetusky-
kyd (lanuzzo ym 1974). Tami johtuu mahdollisesti diabeteksen aiheuttamasta PDH-
aktitvisuuden laskusta. Jos PDK:n aktiivisuus laskee harjoittelun seurauksena kuten sen
mRNA:n miiré, harjoittelu lisdd PDH:n aktiivisuutta. Kestivyysharjoittelu voi ndin paran-

taa raajalihasten pyruvaatinhapetuskykya.

Glukoosi-6-fosfataasi-kuljetusproteiini-1:n (G6PT1) mRNA:n miird oli diabetesta sairas-
tavissa ryhmissd noin kolme kertaa pienempi kuin kontrolliryhmissa (taulukko 7). Harjoit-
telu lisési geenin ilmenemistd diabetesryhmissd DT1 ja DT3, kun verrattiin vastaavien ai-
kapisteiden harjoittelemattomiin ryhmiin. G6PT1:std tarvitaan glykogeenin synteesiin.
Virhe kyseisen proteiinin geenissd aiheuttaa tyypin Ib glykogeenin varastoimissairauden
(Hiraiwa ym. 1999). Diabetes saattaa laskea G6PT1:n mddrda hiirten raajalihaksissa, koska

proteiinin mRNA:n méaird laski selviésti (62-69 %). Jos niin on, raajalihasten glykogeeni-
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synteesi heikkenee merkittidvisti. Synteesin heikkenemisté tukee se, ettd diabetesta sairas-
tavien rottien raajalihaksissa on havaittu olevan erittdin vidhdn glykogeenia. (Lawrence ym.
1986.) Harjoittelu saattaa lievittdd glykogeenisynteesin hiiriotd, koska harjoittelu lisési
diabeetikoilla G6PT1:n mRNA:n méirdd. Diabetes lisési kaikissa aikapisteissd glykogenii-
nin sekd PTG:n (protein targeting to glycogen) ilmenemista sek laski fosforylaasikinaasi-
gamman ilmenemistd. Viikon harjoittelu aiheutti em. geenien ilmenemisessa vastakkaisen
muutoksen kuin diabetes. Glykogeniini on glykogeenin synteesiin osallistuva tirked prote-
iini. PTG on proteiini joka liittdd glykogeenin synteesiin ja hajotukseen osallistuvat ent-
syymit glykogeeniin. PTG:n puute heikentdd glykogeenisynteesid. (Crosson ym. 2003.)
Fosforylaasikinaasi-gamma on entsyymi, joka aktivoi glykogeenia hajottavan glyko-
geenifosforylaasin (s.14, kuvio 2). Diabeteksen aiheuttamat glykogeniinin ja PTG:n geeni-
en ilmenemismuutokset parantaisivat proteiinitasolla glykogeenin synteesid. Fosfory-
laasikinaasi-gamman aktiivisuuden lasku vdhentiisi glykogeenin hajotusta. Glykogeniinin,
PTG:n ja fosforylaasikinaasi-gamman geenien ilmenemismuutokset saattavat olla kompen-
saatioreaktioita heikentyneelle glykogeenisynteesille, joka on aitheutunut G6PT1:n puutok-

sesta.

9.2 Lipidimetabolia

Viikon kestdnyt diabetes lisdsi seitsemén lipidien hajotukseen liittyvdn geenin ilmenemisti
ja laski kolmen, kun verrattiin kontrolliryhmién. Viiden viikon diabetesryhméssi nousseita
oli nelji ja laskeneita kahdeksan. Diabeteksen aiheuttamat muutokset viittaavat siihen, ettd
raajalihakset pyrkivit ensimmaiisessi aikapisteessd lisddmain lipidien hajotukseen liittyvi-
en proteiinien mairdéd ja ndin myods lipidien hajotuskykyid. Viimeisen aikapisteen lipidien
hajotukseen liittyvien geenien ilmenemisen lasku heikensi todenndkdisesti raajalihasten
lipidienhajotuskykyé. Geenien ilmenemisen muutokset viittaavat siihen, ettd lihaksissa on
tapahtunut ensimmaéisen ja viimeisen aikapisteen vélilld Lawrence:n ym. (1986) kuvaama
siirtyminen rasvojen kaytostd glukoosin kadyttoon. Harjoitelleessa viiden viikon diabetes-
ryhméssd kuuden lipidien hajotukseen liittyvdn geenin ilmeneminen nousi ja kolmen laski,
kun verrattiin kontrolliin. Viiden viikon harjoittelu oli lisénnyt diabetesryhmassé neljén
geenin ilmenemistd ja laskenut yhden, kun verrattiin harjoittelemattomiin diabetesryhmiin.
Naiden tulosten perusteella ndyttaa siltd, ettd harjoittelu esti harjoittelemattomassa ryhmais-
sd havaitun lipidien hajotukseen liittyvien geenien ilmenemisen laskun ja ndin ehkd myos

siirtymisen rasvojen kiytostd glukoosin kadyttoon.
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Lipoproteiinilipaasi on kudosten hiussuonissa oleva entsyymi, joka katalysoi reaktiota,
jossa rasvahapot vapautetaan triglyserideistd (Nelson & Cox 2000, 601). Viisi viikkoa kes-
tanyt diabetes laski lipoproteiinilipaasin geenin ilmenemistd. FATBP3 (fatty acid binding
protein 3) kuljettaa rasvahappoja solukalvon ldpi soluun (Bonen ym. 2003). Diabetes lisdsi
ensimmadisessd ja viimeisessa aikapisteessd FATBP3:n geenin ilmenemistd. Diabetes saat-
taa viimeisessd aikapisteessd heikentdd rasvahappojen ottoa lihassoluihin laskemalla lipo-
proteiinilipaasin geenin ilmenemistd. FATBP3:n ilmenemisen kasvu saattaa parantaa solu-
jen rasvahappojenottokykyé, mutta timai ei kuitenkaan riitd lisidméén rasvahappojen ottoa,
jos vapaita rasvahappoja ei ole riittdvasti tarjolla. Yhden ja viiden viikon harjoittelu lisdsi
diabetesryhmissé lipoproteiinilipaasin geenin ilmenemisti. Harjoittelu saattoi ndin lisdtd
lihassolujen rasvahappojen saantia. Karnitiinipalmityylitransferaasi-2 (CPT2) on proteiini,
joka osallistuu rasvahappojen siirtimiseen sytosolista mitokondrioon. Se vapauttaa mito-
kondrion sisdlle kuljetetun asyylikoentsyymi-A:n karnitiinista (Zammit 1999). CPT2 on
tatd kautta yksi rasvahappojen hapetuksen nopeutta rajoittavista tekijoistd (Nelson & Cox
2000, 603). Pitkdkestoinen diabetes (3 ja 5 viikkoa) laski CPT2:n ilmenemisti, miki voi
heikentdd rasvahappojen hapetusta. Kestdvyysharjoittelu ei vaikuttanut CPT2:n geenin

ilmenemiseen.

Diabetes laski stearyylikoentsyymi-A-desaturaasi-1:n ja -2:n geenien ilmenemistd keski-
méérin noin 50 % (taulukot 7 ja 8). Viikon harjoittelu lisési diabetesta sairastavilla stea-
ryylikoentsyymi-A-desaturaasi-2:n ilmenemisti, mutta ei vaikuttanut stearyylikoentsyymi-
A-desaturaasi-1:n ilmenemiseen. Tulosten luotettavuutta lisdéd se, ettd molempien entsyy-
mimuotojen muutokset havaittiin kahdella eri koetinsarjalla. Yeachoor ym. (2002) tutki-
muksessa diabetes laski hiirten raajalihaksissa stearyylikoentsyymi-A-desaturaasi-2:n il-
menemistd. Stearyylikoentsyymi-A-desaturaasi-1:n muutosta tutkijat eivét olleet havain-
neet. Stearyylikoentsyymi-A-desaturaasi on entsyymi, joka osallistuu tyydyttdméattomien
rasvahappojen synteesiin. Stearyylikoentsyymi-A-desaturaasin geenin puutos lisdd lipidien
hapetukseen liittyvien geenien ilmenemisti ja laskee lipidien synteesiin osallistuvien gee-
nien ilmenemistd. Geenin puutos vihentéa tatd kautta lipidien synteesid ja varastointia seka
lisdd lipidien hapetusta. (Ntambi ym. 2002.) Diabetes saattaa aiheuttaa vastaavat muutokset
raajalihaksen lipidimetaboliaan vdhentdmailld stearyylikoentsyymi-A-desaturaasin geenin

ilmenemisté. Kestidvyysharjoittelulla voi olla muutoksia vastustava vaikutus.
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Diabetes lisési kaikissa aikapisteissd adiponektiinin geenin ilmenemistd. Adiponektiini on
rasvasolujen erittdima proteiini, joka vaikuttaa verenkierron kautta muihin kudoksiin. Adi-
ponektiinin geenin lisddntynyt ilmeneminen voi johtua vihentyneesti rasvavarastojen méé-
ristd, silld veren adiponektiinipitoisuus on kédnteisesti verrannollinen elimiston rasvava-
rastojen madrdén. Adiponektiinin on havaittu aikaisemmin ilmenevin vain rasvasoluissa.
(Diez & Iglesias 2003.) Adiponektiinin geeni ilmeni kaikkien ryhmien hiirten raajalihak-
sissa, mikd on ylléttidvad, silld lihasten pinnalta poistettiin rasvakertymit preparoinnin yh-
teydessd. Adiponektiinigeenin on tdytynyt ilmetd joko lihasndytteiden pinnalle tai sisélle
jadneissd rasvasoluissa tai sitten itse lihassoluissa. Veren mukana kiertdvd Adiponektiini
lisdd lihaksissa rasvahappojen hapetusta, glukoosin ottoa seki laktaatin tuottoa. Adiponek-
tiini lisdd myds asetyylikoentsyymi-A-karboksylaasin fosforylointia, miké saattaa vihentda

rasvahappojen synteesid. (Diez & Iglesias 2003.)

9.3 Proteiinien hajotus

Hoitamaton diabetes johtaa nopeasti lihasatrofiaan, koska proteiinien hajotus on selvisti
nopeampaa kuin proteiinien synteesi. Lihasproteiinien hajotuksessa vapautuvia aminohap-
poja voidaan kéyttdd lihaksen energiantuottoon tai niistd voidaan valmistaa maksassa glu-
koosia. Lihasproteiinit hajotetaan pddasiassa ubikitiini-proteosomi-jarjestelmén avulla.
Proteiineja hajotetaan kuitenkin myds lysosomeissa, joiden osuus hajotuksesta on 10-20%.
Proteosomit (26S) hajottavat spesifisti sellaiset proteiinit, joihin on liitetty merkiksi ubiki-
tiiniketjut. Diabetesta sairastavien rottien lihaksissa on havaittu olevan noin 40-50 prosent-
tia enemmaén ubikitinoituja proteiineja kuin terveiden rottien lihaksissa. Proteiinien lisdan-
tynyt ubikitinointi johtuu mahdollisesti ubikitiini-proteosomi-jarjestelmédn entsyymien
E2,4 ja E3a lisdéntyneestd aktiivisuudesta. (Lecker ym. 1999.) Diabetes lisdsi kaikissa
aikapisteissd seuraavien proteiinien hajotukseen liittyvén geenien ilmenemistd: proteoso-
mi-20S (a7 ja B3), proteosomi-26S (8 ja 3), ariadne, katepsiini L ja NEDD4. Viikon har-
joittelu laski diabetesta sairastavilla kaikkien muiden em. geenien ilmenemisti paitsi pro-
teosomi-26S:n (3) ja NEDD4:n. Proteosomeihin 20S ja 26S kuuluvien geenien ilmenemi-
sen kasvu saattaa lisdtd proteiinien hajotuskapasiteettid. Ariadne lisdd ihmisilla proteiinien
ubikitinointia aktivoimalla E2-entsyymid (Tan ym. 2003). Ariadnen geenin ilmenemisen
kasvu saattaa siis olla osasyy diabeteksessa havaittuun lisdéntyneeseen proteiinien hajotuk-
seen. Katepsiini L on lysosomaalinen proteaasi, joka osallistuu polypeptidien hajotukseen

(Yasothornsrikul ym. 2003). Diabetes voi lisdtd lysosomaalista proteiinienhajotusta lisda-
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malld katepsiini L:n geenin ilmenemistd. Kestidvyysharjoittelu saattaa vihentia proteiinien
hajotusta vihentdmalld ariadnen, proteosomien 26S (8) ja 20S (a7 ja B3) sekd katepsiini

L:n geenien ilmenemista.

BCKD (branched chain ketoacid dehydrogenase) on entsyymi, joka osallistuu reaktioihin,
joissa haaraketjuisista aminohapoista tuotetaan hapettamalla energiaa. BCKD muuttaa haa-
raketjuisista aminohapoista syntyneet ketohapot asyylikoentsyymi-A-johdannaisiksi. (Nel-
son & Cox 2000, 651.) Diabetes laski kahdessa viimeisessd aikapisteessi BCKD-Ela:n
ilmenemistd. Diabetes laski geenin ilmenemistd myds Yechoor:in ym. (2002) tutkimukses-
sa. BCKDK:n (branched chain ketoacid dehydrogenase kinase) geenin ilmeneminen oli
vihdisempidd kolme ja viisi viikkoa sairastaneilla hiirilld kuin terveilld hiirilld. BCKDK on
BCKD:n aktiivisuuden tirkein sddtelijd. Se lisdd fosforyloimalla BCKD:n aktiivisuutta.
(Nellis 2002.) BCKD-Ela:n ja BCKDK:n geenin ilmenemisen vdheneminen heikentéa
todenndkoisesti BCKD:n aktiivisuutta ja ndin myos lihassolujen kykyé hapettaa haaraket-
juisia aminohappoja. Harjoittelu saattaa estdd BCKD:n aktiivisuuden laskua, silldi BCKD-
Ela:n ja BCKDK:n geenien ilmeneminen ei laskenut kolme viikkoa harjoitelleilla diabe-
teshiirilld. Harjoittelun positiivista vaikutusta tukee my0s se, ettd viiden viikon harjoittelu

lisdsi diabeteshiirilla BCKDK:n ilmenemista.

NEDD4:n on havaittu ubikitinoivan GRB10-adapteriproteiinin avustuksella IGF-1R:n (in-
sulin like growth factor I receptor). IGF-1R on reseptori joka vilittdd soluun IGF-1:n sig-
naalin. IGF-1:n on havaittu vaikuttavan esim. verisuonten endoteelin sileiden lihassyiden
kasvuun. (Dahlfors & Arnqvist 2003.) IGF-IR:n ubikitinointi lyhentdd kyseisen proteiinin
puoliintumisaikaa sekd nopeuttaa sen siirtymistd solukalvolta sytosoliin (Vecchione ym.
2003). Diabetes ryhmissé havaittu NEDD4-geenin ilmenemisen lasku saattaa titd kautta

heikentdd lihaskudoksen solujen vastetta IGF-1:l1le.

Karboksipeptidaasi E (CPE) on entsyymi, joka osallistuu peptidien (aminohappoketju)
synteesiin. Se poistaa peptidin C-terminaalisesta pidstd ylimddrdiset eméksiset aminoha-
pot. Jos entsyymii ei ole, syntetisoitava peptidi jad yleensd toimintakyvyttoméksi. CPE:n
mutaation on havaittu aiheuttavan esimerkiksi neuroendokriinisten peptidihormonien seki
insuliinin toimintakyvyttomyyttd. (Fricker & Leiter 1999.) Diabetes laski tdssd tutkimuk-
sessa CPE:n geenin ilmenemistd (keskimdirin 52 %), mik& voi hiiritd raajalihaksissa bio-

aktiivisten peptidien synteesid. Viikon harjoittelu lisési diabetesta sairastavilla CPE:n il-
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menemistd. Tdmi saattaa vdhentdd diabeteksen mahdollisesti aiheuttamaa peptidien toi-

mintakyvyttomyytta.

9.4 ATP:n tuotto

Diabetes laski sitruunhappokierron, elektroninsiirtoketjun, kreatiinikinaasin ja adenylaatti-
kinaasin geenien ilmenemisti (taulukko 4). Diabetes laski kaikissa aikapisteissd seuraavien
sitruunahappokierron entsyymien geenien ilmenemistd: sitraattisyntaasi, isositraattidehyd-
rogenaasi, malaattidehydrogenaasi, sukkinaattikoentsyymi-A-ligaasi ja sukkinaattidehyd-
rogenaasi. Diabetesta sairastavien hiirten raajalihasten sitraattisyntaasiaktiivisuus oli mata-
lampi kuin kontrollihiirilld. Taémé& oli mahdollisesti seurausta laskeneesta mRNA:n mééaras-
td. Viikon harjoittelu lisdsi diabeteshiirten raajalihaksissa sitraattisyntaasin mRNA:n mia-
rdn lisdksi myds sitraattisyntaasin aktiivisuutta. Harjoittelu lisdsi diabetesryhmissé sitraat-
tisyntaasin lisdksi myds muiden em. sitruunahappokierron entsyymien ilmenemistd. Har-
joitus oli vaikuttanut kyseisten geenien ilmenemiseen ainakin aikapisteessd yksi viikko.
Diabeteksen aiheuttama sitruunahappokierron entsyymien geenien ilmenemisen lasku voi
heikentdd lihassolujen aerobista energiantuottokykyd. Koska harjoittelu lisdsi sitruunhap-
pokierron entsyymien geenien ilmenemistd, se saattaa ndin vdhentdd myos diabeteksen

aitheuttamaa aerobisen energiantuottokyvyn laskua.

Elektroninsiirtoketju sijaitsee mitokondrioiden sisemmaélld kalvolla ja koostuu viidestd
entsyymikompleksista (I-V) (Nelson & Cox 2000, 666-667). Diabetes laski yleisesti elekt-
roninsiirtoketjun geenien ilmenemisti. Saman ovat havainneet Yechoor ym. (2002). Diabe-
tes laski kaikissa aikapisteissd seuraavien entsyymien geenien ilmenemistd: NADH-
dehydrogenaasi (I), ubikinoli-sytokromi-c-reduktaasi [core protein 1 ja 2] (III), ubikinoli-
sytokromi-c-reduktaasi [subunit] (IV), sytokromi-c-oksidaasi [Vb, VIlal, C-1] (IV), ATP-
syntaasi [a, 1, O, E] (V). Viikon harjoittelu lisési diabetesryhmissé kaikkien edelld mainit-
tujen geenien ilmenemisti. Diabeteksen aiheuttama elektroninsiirtoketjun geenien ilmene-
misen lasku heikentdd todennédkdisesti mitokondrioiden kykyé tuottaa ATP:a. Harjoittelu
saattaa estdd ATP:n tuottokyvyn laskua lisddmilld elektroninsiirtoketjun geenien ilmene-
mistd. Heikentynyt elektroninsiirtoketjun toiminta voi lisiti happiradikaalien syntya ja tata
kautta erilaisten komplikaatioiden riskid. Raskaan litkunnan on havaittu lisddvin diabetesta
sairastavien raajalihasten ennestién noussutta radikaalien tuotantoa. Liikunta voi ndin lisi-

td komplikaatioiden riskid. (Davison ym. 2002; Laaksonen ym. 1996.)
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Diabetes laski kaikissa aikapisteissd mitokondriaalisen kreatiinikinaasin geenin ilmenemis-
td (keskiméérin 59%, taulukko 7). Harjoittelu lisési geenin ilmenemistd seka terveilld ettd
diabetesta sairastavilla hiirilld. Kreatiinikinaasi on entsyymi, joka katalysoi ADP:n muut-
tamista ATP:ksi kreatiinifosfaatin sisdltimén energian avulla. Reaktio voi edetd myo0s
pdinvastaiseen suuntaan, jos ATP:a on paljon ja ADP.a vdhin. (Nelson & Cox 2000, 510.)
Mitokondriaalista kreatiinikinaasia on pidasiassa mitokondrion ulomman ja sisemmén kal-
von vilisessa tilassa. Mitokondriaalisen kreatiinikinaasin toiminta mahdollistaa sen, ettd
vilitilan ATP/ADP-suhde pysyy jatkuvasti samana kuin sytosolissa. Sytosolin energiati-
lanne paddsee ndin vaikuttamaan oksidatiivisen fosforylaation toimintaan. Sytosolin huono
energiatilanne (paljon ADP:a) aktivoi oksidatiivisen fosforylaation toimintaa. (Lipskaya
2001.) Diabetes saattaa héiritd energian kulutuksen ja tuoton vilistd tasapainoa laskemalla

mitokondriaalisen kreatiinikinaasin ilmenemista.

Diabetes laski kaikissa aikapisteissd adenylaattikinaasi-1:n ilmenemistd. Viikon harjoittelu
lisdsi geenin ilmenemistd diabetesta sairastavilla hiirilld. Adenylaattikinaasi on entsyymi,
joka katalysoi reaktiota: ATP + AMP <> 2ADP. Reaktio on hyvin tiarked solujen korkea-
energisten yhdisteiden muodostaman systeemin toiminnalle. Adenylaattikinaasi-1:n puu-
toksen on havaittu vaikuttavan lihasten kédyttdmiin energiantuottoreitteihin. Adenylaatti-
kinaasi-1:n puutos lisdd hiirten gastrocnemiuksessa glykolyysireitin kéayttod. Koska
adenylattikinaasin mRNA:n méérin on havaittu korreloivan hyvin entsyymin aktiivisuuden
kanssa, on hyvin mahdollista, etti diabetes laski hiirten raajalihasten adenylaattikinaasi-1:n
aktitvisuutta. (Janssen ym. 2003.) Jos aktiivisuuden lasku on ollut riittdvéan suuri, AMP:n
médrd voi jadda lilan pieneksi suhteessa energiatilanteeseen. Talloin mydos AMPK:n aktii-
visuus on liian matala suhteessa energiatilanteeseen. Alhainen AMPK-aktiivisuus voi las-
kea GLUT4:n, heksokinaasin, sitruunahappokierron sekéd elektroninsiirtoketjun geenien
ilmenemistd, koska aktiivisen AMPK:n on havaittu lisddvan ndiden geenien ilmenemista.
Kyseiset ilmenemismuutokset havaittiin diabetesryhmissd. Voi olla siis mahdollista, ettd
diabetes on aiheuttanut em. geenien ilmenemisen laskun laskemalla adenylaattikinaasi-1:n
geenin ilmenemistd. Aktiivinen AMPK lisdd akuutisti rasvahappojen hapetusta ja
GLUT4:n siirtymisté solukalvolle. AMPK:n normaalia védhdisempi aktivoituminen voi ndin

vihentdd akuutisti lihasten glukoosinottoa ja rasvahappojenhapetusta. (Hardie & Hawley

2001.)
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9.5 Signalointi

Diabetes oli lisdnnyt insuliini-, MAPK- ja G-proteiinisignaloinnin geenien ilmenemisti
kahdessa ensimmaisessé aikapisteessé selvisti enemmain kuin laskenut. Lihassolut pyrkivit
ilmeisesti ndin adaptoitumaan diabeteksen aiheuttamiin metabolian muutoksiin. Diabetes
laski viimeisessd aikapisteessd useamman signalointiin liittyvén geenin ilmenemistd kuin
nosti. Geenien ilmenemismuutosten suunta oli siis pdinvastainen kuin kahdessa ensimmai-
sessi aikapisteessd. Metaboliassa oli ilmeisesti tapahtunut uusi muutos, johon signaalireit-
tien oli jdlleen adaptoiduttava. Harjoitelleissa diabetesryhmissé tétd jalkimmadistd adaptoi-
tumista ei ndkynyt, silld viimeisessé aikapisteessd oli enemmin geenien ilmenemisen nou-
suja kuin laskuja, kuten kahdessa ensimmaéisessikin aikapisteessd. Edelld mainitut geenien
ilmenemismuutokset noudattavat samaa kaavaa kuin lipidien hajotukseen liittyvit geenit.
Harjoittelu saattoi edistdd rasvahappojen kiyttod ja estdd néin pitkdkestoisen diabeteksen

aitheuttamaa siirtymisté rasvahappojen kaytostd glukoosin kayttoon.

Diabetes lisdsi kaikissa aikapisteissd seuraavien signaalireitteihin (MAPK, G-prot. ja insu-
liini) kuuluvien geenien ilmenemistd: cystein rich protein 61 (CYR61), eukaryotic transla-
tion initiation factor 4E binding protein 1 (PHAS-1), guanine nucleotide binding protein,
beta 2, related sequence (rackl), MAP kinase-interacting serine/threonine kinase 2
(MNK?2), RAS-related C3 botulinum substrate 1 (Racl). Harjoittelu laski diabetesryhmis-
sd kaikkien muiden geenien ilmenemistd véhintddn yhdessd aikapisteessd paitsi Racl:n.
Diabetes laski kaikissa aikapisteissd seuraavien geenien ilmenemisti: C-H-Ras, insulin-like
growth factor binding protein 5 (IGFBP-5), myocyte enhancer factor 2C (Mef2c), receptor
(calsitonin) activity modifying protein 1 (Rampl). Harjoittelu lisdsi diabetesryhmissi kaik-

kien muiden geenien ilmenemistd vahintdan yhdessa aikapisteessd paitsi C-H-Ras:in.

Diabetes aiheuttaa verisuonten endoteelissa toiminnanhiiriditd. Sdannollinen kestévyyshar-
joittelu parantaa diabeetikoilla endoteelin toiminnanhdiriditad. (Fuchsjidger-Mayrl ym.2002;
Rigla ym. 2001.) IGFBP-5 lisdd IGF:1:n vaikutusta endoteelin sileiden lihassyiden kehi-
tykseen (Duan & Clemmons 1998). Diabetes laski IGFBP-5:n ilmenemistd (50-75 %) ,
mikd voi ndin osaltaan selittdd diabeteksen aiheuttamia endoteelitoiminnan héirioitd. Kes-
tavyysharjoittelu lisdsi ensimmaéisessé aikapisteessd geenin ilmenemistd, mikd voi selittda
muissa tutkimuksissa havaittua endoteelitoiminnan paranemista. CYR61 sditelee an-
giogeneesid (verisuonien uudismuodostus) ja endoteelisolujen toimintaa. Se edistdd endo-

teelisolujen kasvua, liikettd, kiinnittymistd ja elinkykyd (Brigstock 2002). Diabetes lisési
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CYR61:n ilmenemistd, miké voisi olla kompensaatioreaktio diabeteksen aiheuttamille en-

doteelisolujen toiminnan hiirioille.

PHAS-1 inhiboi proteiinisynteesid sitoutumalla eif-4E:hen (eukaryotic initiation factor
4E), joka on translaation aloitusta séételevé proteiini. Diabetesta sairastavien rottien lihak-
sissa on havaittu olevan kolme kertaa enemmén PHAS-1:n ja eif-4E:n komplekseja kuin
terveiden rottien lihaksissa.(Kinball ym. 1996.) Insuliini fosforyloi normaalisti PHAS-
1:std, miké estdd kompleksin muodostumista (Azpiazu ym. 1996). Diabetes nosti tdssd tut-
kimuksessa PHAS-1-geenin ilmenemisen vihintddn kaksinkertaiseksi (yhden viikon koh-
dalla yli viisinkertaiseksi, taulukko 5) verrattuna kontrolliin. Diabeteksen aiheuttama
PHAS-1:n lisdéntynyt ilmeneminen ja normaalia alhaisempi fosforyloituminen voivat yh-
dessi selittdd PHAS-1-eif-4E-kompleksien méérdn kasvun ja ndin my0s heikentyneen pro-
teiinisynteesin. Diabetes lisdsi selviasti MNK2:n geenin ilmenemisté (taulukko5). Tdma voi
my0s omalta osaltaan heikentda proteiinisynteesid, silld aktiivinen MNK2 inhiboi fosfory-
loimalla eif-4E:td (Knauf ym. 2001). Harjoittelu laski diabetesryhmissd sekd PHAS-1:n
ettd MNK2:n geenien ilmenemisti, mikd voi vaikuttaa positiivisesti lihassolujen proteiini-

synteesiin.

Mef2-transkriptiotekijit lisddviat ja yllapitavit lihassolujen erilaistumista sddtelemalld li-
Mef2c lisdd GLUT4:n geenin ilmenemistd yhdessd PGC-1:n kanssa. (Michael ym. 2001.)
PGC-1 (peroxisome proliferator activated receptor, gamma, coactivator 1) on proteiini,
joka sddtelee transkriptiotekijoiden vilitykselld useita energiametaboliaan liittyvid geeneja.
PGC-1-geenin ilmeneminen lisddntyy lihassoluissa kestdvyysharjoittelun vaikutuksesta,
minkd ajatellaan aiheuttavan suuren osan lihassolujen adaptaatiomuutoksista. (Pilegaard
ym. 2003.) Diabetes laski Mef2c:n geenin ilmenemisti, mikd voi olla ainakin osasyy dia-
beteksen aiheuttamaan GLUT4-geenin ilmenemisen laskuun. Viikon harjoittelu lisdsi dia-
betesryhmissd selvisti mef2c:n geenin ilmenemistd. Harjoittelu saattaa titd kautta lisdtd

GLUT4:n ilmenemista.
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10 YHTEENVETO

Diabetes laski hypoteesin mukaisesti GLUT4:n, glykolyysin, PDH:n, sitruunahappokierron
ja elektroninsiirtoketjun geenien ilmenemistd. Hypoteesin mukaan diabeteksen piti lisdtd
LDH:n geenien ilmenemistd. Ndin ei kuitenkaan kdynyt, silld diabetes laski LDH:n geeni-
en ilmenemistd. Beta-oksidaation geenien ilmenemisessd ei havaittu yleisesti muutoksia,

kuten hypoteesissa oletettiinkin.

Kestidvyysharjoittelu lisdsi diabetesta sairastavilla hiirilld hypoteesin mukaisesti glykolyy-
sin, GLUT4:n, sitruunahappokierron ja elektroninsiirtoketjun geenien ilmenemistd. Hypo-
teesin mukaan kestévyysharjoittelun piti lisdtd LDH:n geenien ilmenemisti tai sen ei pita-
nyt vaikuttaa LDH:n geenien ilmenemiseen. Tulokset olivat hypoteesin mukaiset, silld
LDH-1a:n ilmeneminen nousi, ja LDH-2b:n ilmeneminen ei muuttunut. Kestavyysharjoit-
telu ei lisdnnyt diabetesta sairastavilla hiirilld hypoteesin mukaisesti beta-oksidaatioon liit-
tyvien geenien ilmenemistd. Kestidvyysharjoittelun odotettiin lisddvin PDH:n geenien il-
menemistd, mutta niin ei tapahtunut. Kestavyysharjoittelu vihensi kuitenkin PDK:n geenin

ilmenemistd, mika saattoi lisdtd PDH:n aktiivisuutta.

Diabeteksen aiheuttamat geenien ilmenemismuutokset heikentivit sekéd lihassolujen glu-
koosinottokykyé ettd glykolyysid. Kestdvyysharjoittelu voi vdhentdd glukoosinoton heik-
kenemistd lisddmallda GLUT4:n ilmenemistd. Harjoittelu ei ilmeisesti lisdd glykolyysia,
mutta se saattaa lisdtd aerobisen glykolyysin osuutta suhteessa anaerobiseen glykolyysiin.
Aerobisen glykolyysin osuus voi kasvaa, koska harjoittelun havaittiin vihentdvin PDK:n
geenin ilmenemistd ja lisddvan sitruunahappokierron ja elektroninsiirtoketjun geenien il-
menemistd. Diabetes heikentdd hiirten raajalihasten glykogeenisynteesid laskemalla
G6PT1:n ilmenemistd. Kestdvyysharjoittelu vihensi G6PT1:n geenin ilmenemisen laskua,

mika voi parantaa lihassolujen glykogeenisynteesié.

Lyhytkestoinen diabetes pyrkii parantamaan lipidienhajotuskykya lisddmaélla lipidien hajo-
tukseen liittyvien geenien ilmenemistd. Pitkédkestoinen diabetes heikentdd lipidienhajotus-
kykya laskemalla lipidien hajotukseen liittyvien geenien ilmenemistd (esim. lipoprote-
iinilipaasi ja CPT2). Kestivyysharjoittelu voi estdé pitkdkestoisen diabeteksen aiheuttaman

lipidienhajotuskyvyn laskun lisddmaélla lipidien hajotukseen liittyvien geenien ilmenemista.
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Diabetes lisdéd raajalihasten proteiinien hajotusta lisddmaélld ariadnen, proteosomi-26S:n,
proteosomi-20S:n ja katepsiini L:n geenin ilmenemistd. Kestidvyysharjoittelu voi viahentda
proteiinien hajotusta vihentdmailld geenien ilmenemisen nousua. Diabetes heikentéd lihas-
solujen kykyéd hapettaa haaraketjuisia aminohappoja laskemalla BCKD:n ja BCKDK:n
geenien ilmenemistd. Kestdvyysharjoittelu voi estdd hapetuskyvyn vdahenemisti, silld har-
joitelleilla diabeteshiirilla BCKD:n ja BCKDK:n geenien ilmeneminen laski vidhemmén
kuin harjoittelemattomilla. Diabetes lisdsi MNK2:n ja PHAS-1:n geenien ilmenemistd,
miké selittdd diabeteksessa yleisesti havaittua proteiinisynteesin heikkenemisti. Harjoittelu
vidhensi MNK2:n ja PHAS-1:n geenien ilmenemistd, mikd voi vdhentdd proteiinisynteesin

laskua.

Diabetes laskee raajalihaksissa sitruunahappokierron ja elektroninsiirtoketjun geenien il-
menemistd, miké johtaa todenndkdisesti aerobisen energiantuottokyvyn laskuun. Aerobisen
energiantuottokyvyn lasku heikentdd kaikkien eri ravintoaineiden hapetusta ja vdhentda
niistd saatavaa ATP:n maérdd. Kestavyysharjoittelu lisdéd sitruunahappokierron ja elektro-

ninsiirtoketjun geenien ilmenemistd, mika parantaa aerobista energiantuottokykya.

Pilegaard ym. (2002) ovat havainneet harjoittelun aiheuttavan suurempia transkription
muutoksia, kun lihaksen glykogeenipitoisuus on pieni. Diabeteksen aiheuttama lihasten
glykogeenipitoisuuden lasku voisi siis selittdd sen, ettd kestavyysharjoittelu muutti diabe-
testa sairastavilla hiirilld useampien geenien ilmenemista kuin terveilld. Téssa tutkimukses-
sa havaitut geenien ilmenemismuutokset selittivit monia metabolian ilmidité, joita diabe-
teksen on aikaisemmin havaittu aiheuttavan. Kestivyysharjoittelu lievitti yleensd ainakin
ensimmaéisessd aikapisteessd diabeteksen aiheuttamia geenien ilmenemismuutoksia. Kesté-
vyysharjoittelu voi ndin vihentdd diabeteksen vaikutuksia raajalihasten energiametaboli-

aan.

Téssd tutkimuksessa selvitettiin geenien ilmenemistd vain mRNA-tasolla. Témén takia
jatkotutkimuksissa tulee selvittdd, aiheuttavatko havaitut mRNA:n miirdn muutokset myos
proteiiniméirien ja entsyymiaktiivisuuksien muutoksia. Jatkotutkimuksissa kannattaa myos
tutkia, aiheuttavatko diabetes ja kestdvyysharjoittelu samat muutokset, kun diabetesta hoi-
detaan insuliinilla. Tdssd tutkimuksessa selvitettiin raajalihaksen geenien ilmenemismuu-
toksia. Koska diabeteksen ja kestdvyysharjoittelun tiedetddn vaikuttavan my0s sydinlihak-

seen, tutkimusryhmdmme aikoo tulevaisuudessa selvittdd jo olemassa olevien tulosten pe-
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rusteella, miten diabetes ja kestdvyysharjoittelu vaikuttavat sydénlihaksen geenien ilme-

nemiseen.
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LIITE 1. Sitraattisyntaasiaktiivisuusmittauksen protokolla

Homogenointipuskuri:

NaCl 585¢g

Triton X-100 0,5 ml Kokonaistilavuudeksi sdddetdan 500 ml ja
Tris-HCI 1,27 ¢ japH:ksi 7,5 (+4°C)
Tris-base 0,236 g

Reagenssit:

DTNB (5,5 -dithio-bis-(2-nitro-benzoic acid))
3,9 mg/ 10 ml 1M Tris-HCl-puskurissa pH 8,1

Asetyylikoentsyymi-A (Li-suola)

3,0 mg / ml tislattua vetta

OAA (Oxaloaceticacid)
1.32 mg / ml 0,1 M Tris-HCl-puskurissa pH 8,1

1. Lihasndyte homogenoidaan teflonsauvalla sellaiseen tilavuuteen homogenointipuskuria, ettd lihashomo-

genaatin pitoisuudeksi tulee 3%.

2. Homogenaattia sentrifugoidaan 20 min. nopeudella 13000 RPM
3. Supernatantti talteen
4. Supernatanttia laimennetaan mittausta varten puskurilla 1:20
5. 96-kuoppalevyyn pipetoidaan jirjestyksessa:
DTNB 29 ul
Aset.-KoA 8,7l
H,O 230 ul OAA pipetoidaan juuri ennen mittausta
Néyte 14,6ul
OAA 14,6 ul
Vkok 296,9].11

6. Kuoppalevy ravistajan kautta spektrofotometriin (Labsystems iEMS reader MF)

7. Mitataan absorbanssia aallonpituudella 412 nm 3 minuuttia

8. Lasketaan absorbanssin muutos minuuttia kohti (dA/min) lineaariselta ajanjaksolta ja sijoitetaan kaa-
vaan:

Sitsy.akt. (nmol/(min*mg)) = dA/min*Vkok*10'3(1/m1)*1Og(nmol/mol)*LIQ(AK*VP*Vnayte*Prot.pit.)

Viok =reaktion kokonaistilavuus (0,296 ml)
LK = laimennuskerroin (20)

AK = absorptiokerroin (13600 1/(mol*cm))
VP = valotien pituus (0,86 cm)

Viagte = néytteen tilavuus (0,0146 ml)

Prot.pit. = ndytteen proteiinipitoisuus (mg/ml)
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LIITE 2. Affymetrix:in microarray-protokolla

Eukaryotic Target Labeling for GeneChip® Expression Analysis

Starting RNA samples éppr%xlmata
xperiment
Total RNA Time
STUTTTTTTTTTAAAA 3
1. Primer hybridization 3 TTTTT — -5’
‘ / 15 mins

STTTTTTTTTTTAMMAA 3

TTTTT — - 5’

2. Reverse transcription ;
First-strand cOMA synthesis "' 1 hr 15 mins

STITITNITTOHITTAAAAA &
g 00000000000TTTTT — m—s

3. Second-strand cONA synthesis ‘ 2 hrs 30 mins
STOOTTTTT0DN TAAAAA - e 3
a0 00000000N0R0TTTTT - m—s
4. Cleanup of i 30 mins
double-strand cDNA #

5. Amplification and biotin labeling Bistinylated U

of antisense cRNA ; Ribonucleotides ®&—C s
1,5,
3 vuuuuy g
P 1,
3 uuuuy 5
79999
s § uuuuy s
6. Cleanup of |
biotinylated cRNA 1 30 mins

7. Fragmentation 45 mins

8. Hybridization 0 16 hrs
Streptavidin-phycoerythrin

/ Biotinylated anti-streptavidin
P antibody
9. Washing/Staining ‘ 1 hr 30 mins

10. Scanning < 10 mins

Legend: | l | l I RNA E ONA mmm T7 Primer @ Biotin
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LIITE 3. Geenit, joiden ilmenemisti harjoittelu lisisi (merkitsevi ero ja logoT/C >

+0,3) terveilld vahintddn yhdessé aikapisteissa.

Accession no. Gene / Protein T1 T3 T5
GLUCOSE METABOLISM

X13586 2,3-bisphosphoglycerate mutase 0,93 0,87
D42083 fructose bisphosphatase 2 1,32 1,00
M14220 glucose phosphate isomerase 1 0,93 1,07
U53218 glycogen synthase 3, brain 1,00 1,15
X51905 lactate dehydrogenase 2, B chain 0,93 1,15
X74616 phosphorylase kinase alpha 1 1,00 0,93
J03293 phosphorylase kinase gamma 0,71 0,93
AJ001418 pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4 0,38 0,50
LIPID METABOLISM

Al841705 acetyl-Coenzyme A acyltransferase 1 1,00 1,00
Al849271 acetyl-Coenzyme A acyltransferase 2 1,00 1,07
U21489 acetyl-Coenzyme A dehydrogenase, long-chain 0,87 1,00
AV354445 acyl-Coenzyme A dehydrogenase, short chain 1,23
D00466 apolipoprotein E 0,87 0,93
AV238359 carnitine acetyltransferase 1,00 1,07
X85983 carnitine acetyltransferase 1,07 1,07
AF030343 enoyl coenzyme A hydratase 1, peroxisomal 0,93 0,87
U96116 hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase type I 1,07 1,00
M63335 lipoprotein lipase 1,23 1,52
AF093857 peroxiredoxin 6 1,00 1,07
AF093853 peroxiredoxin 6 1,15 1,15
Al845798 phospholipase A2, group XII 1,00 0,93
Al845798 phospholipase A2, group XII 1,00 1,00
AW122615 RIKEN cDNA 4930479F15 gene 0,93 0,93
M21285 stearoyl-Coenzyme A desaturase 1 0,87
PROTEIN METABOLISM

X04673 adipsin 1,63 1,52 2800
L47335 branched chain ketoacid dehydrogenase E1, alpha polypeptide 1,07
L16992 branched chain ketoacid dehydrogenase E1, beta polypeptide 1,07
AJ242663 cathepsin Z 1,07
Al574278 insulin degrading enzyme 1,52
AI839371 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase 2 1,07
D49686 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase 3 1,00
X57349 transferrin receptor 0,71 1,07
X57349 transferrin receptor 0,87

AF079565 ubiquitin specific protease 2 1,15

TRICARBOXYLIC ACID CYCLE, ELECTRON TRANSPORT CHAIN AND ATP SYNTHESIS
AW125431 citrate synthase
AV250974 creatine kinase, mitochondrial 2

Al181132 creatine kinase, mitochondrial 2

U51167 isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mitochondrial
Al835446 isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) alpha

U68564 isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+), gamma

Al846396 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 9
Al845121 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex 8
Al848871 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 10
Al835051 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 1
Al837493 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 2
AW123802 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 3
Al844043 RIKEN cDNA 0610010120 gene

Al853523 ubiquinol-cytochrome ¢ reductase subunit

INSULIN-, G-PROTEIN AND MAPK-SIGNALLING PATHWAYS

U51866 casein kinase Il, alpha 1 related sequence 4

U28656 eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1
U57524 | kappa B alpha gene, exons 2-6, partial cds.

X76850 MAP kinase-activated protein kinase 2

Al595996 myocyte enhancer factor 2C

L13171 myocyte enhancer factor 2C

L13171 myocyte enhancer factor 2C

Al849126 protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 7
J05479 protein phosphatase 3, catalytic subunit, alpha isoform

X65687 thymoma viral proto-oncogene 1
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LIITE 4. Geenit, joiden ilmenemisti harjoittelu laski (merkitsevi ero ja log,T/C < -0,3)

terveilld vahintddn yhdessé aikapisteissé.

Accession no. Gene / Protein T1 T3 T5
GLUCOSE METABOLISM

AV295044 glucose phosphate isomerase 1 0,71 1,32 0,87
J05277 hexokinase 1 1,00 0,93 | 0,81
J03293 phosphorylase kinase gamma 0,71 0,93
AJ001418 pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4 0,38 0,50
LIPID METABOLISM

AA726364 lipoprotein lipase 0,81 | 0,81 1,00
AA408956 very low density lipoprotein receptor 0,87 | 0,76 0,62
PROTEIN METABOLISM

AV367224 bleomycin hydrolase 0,35 0,87 1,52
AJ012475 calpain 7 0,81 0,81 | 0,76
X61232 carboxypeptidase E 1,00 | 0,76 1,00
Y10007 fibroblast activation protein 0,57 1,07 1,32
U51014 peptidase 4 0,76 | 0,71 0,93
Al836804 proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type 1 0,93 0,87 | 0,81
AWO045339 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 3 1,195 1,15 | 0,81
Al836623 RIKEN cDNA 1100001F19 gene 0,81 0,81 | 0,81
Al847826 RIKEN cDNA 1100001F19 gene 0,76 0,76 0,81
AB024427 ring finger protein 11 0,76 0,87 0,93
U62483 ubiquitin-conjugating enzyme E2D 2 0,87 0,81 | 0,81
X92665 ubiquitin-conjugating enzyme E2E 1, UBC4/5 homolog (yeast) 0,93 | 0,71 0,71
TRICARBOXYLIC ACID CYCLE, ELECTRON TRANSPORT CHAIN AND ATP SYNTHESIS

U51167 isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mitochondrial Fzsmosi 1,07
INSULIN-, G-PROTEIN AND MAPK-SIGNALLING PATHWAYS

X15643 adrenergic receptor, beta 2 0,71 0,71 0,62
M70642 connective tissue growth factor 0,93 | 0,66 0,87

V00727 FBJ osteosarcoma oncogene 1,07 | 0,50 0,38
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