RASVAISEN RUOKAVALION JA KESTAVYYS-
HARJOITTELUN VAIKUTUKSET ANGIOGENEESIN
SAATELYPROTEIINEIHIN HIIREN
RAAJALIHAKSESSA

Mira Kaikkonen

Pro Gradu-tutkielma
Liikuntafysiologia

Syksy 2011
Liikuntabiologian laitos
Jyvéskylén yliopisto
Ohjaajat: Mika Silvennoinen
ja Heikki Kainulainen



TIIVISTELMA
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Verisuonten tehtdvana on toimia hapen kulkureittind matkalla kudoksiin. Kapil-
laarit ovat pienimpié verisuonia ja niissa tapahtuu hapen ja ravinteiden vaihtuminen
veren ja kudoksen vélilla. Angiogeneesi tarkoittaa olemassa olevan kapillaarisuonis-
ton kasvamista ja haaroittumista. Toimivien suonten kehittyminen on monimutkai-
nen prosessi, joka vaatii tarkasti sadadeltya yhteistoimintaa useiden stimuloivien ja
inhiboivien signaalien kesken. Saatelymekanismi on niin monimutkainen, ettei sit4
ole onnistuttu jaljittelemaén keinotekoisesti. Liikunta on yksi harvoista mekanis-
meista, joka aktivoi angiogeneesin saatelytekijat toivotulla tavalla. Myds rasvaisen
ruokavalion on havaittu lisddvan raajalihaksen kapillaaritiheytta.

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia 20 viikon mittaisen rasvasyoton seké
siihen yhdistetyn vapaaehtoisen juoksuharjoittelun vaikutusta angiogeneesin saately-
proteiinien ilmenemiseen hiirten raajalihaksissa. Lisaksi tutkittiin, miten rasvainen
ruokavalio vaikuttaa maksimaalisen juoksutestin aiheuttamiin akuuttivasteisiin an-
giogeneesin saatelyproteiinien osalta normaaliin ruokavalioon verrattuna. Pitkaai-
kaisvaikutuksia tutkittiin neljan ryhman avulla: kontrolliruoka (4% rasvaa) (n=10),
kontrolliruoka+juoksu (n=10), rasvaruoka (60% rasvaa) (n=10) sek& rasvaruo-
ka+juoksu (n=10). Maksimaalisen juoksutestin akuuttivasteita tutkittiin neljan ryh-
man (n=7/ryhma) avulla: valittomasti testin jalkeen lopetetut rasva- ja kontrolliruo-
karyhmat sekd kuusi (6) tuntia testin jalkeen lopetetut rasva- ja kontrolliruokaryh-
mat. Hiirten raajalihasndytteet homogenoitiin ja poolattiin. Angiogeneesin saately-
proteiinien maara analysoitiin Proteome prolifer array-menetelmalla.

Tutkimusjakson jalkeen inaktiivisessa rasvaryhmassa havaittiin angiogeneesié
inhiboivien proteiinien laskua, mikd on mahdollisesti rasvaruuan kapillaaritiheyttéa
lisddva mekanismi. Juoksuryhmissa havaittiin pitkaaikaisvaikutuksena ruokavaliosta
riippumatta angiogeneesia stimuloivien proteiinien maaran lisdantymistd, mika toi-
minee kestavyystyyppisen kuormituksen kapillaaritiheytta lisddvana mekanismina.
Akuuttivasteena maksimaaliseen kuormitukseen normaaliruokaisten ryhmassa ha-
vaittiin sekd stimuloivien ettd inhiboivien proteiinien laskua, kun taas rasvaryhmassé
sekd stimuloivien ettd inhiboivien s&atelyproteiinien maéra kasvoi lahtétilanteeseen
verrattuna. Todenn&kdisesti molemmissa tilanteissa angiogeneesi tehostuu meka-
nismin ollessa erilainen. Tarkempien signalointireittien arvioiminen on tall4 mene-
telmalld mahdotonta. Kéytetyll& menetelmall4 saadut mielenkiintoiset tulokset tulee
varmistaa western blot-menetelméllg, jotta erojen tilastolliset merkitsevyydet voi-
daan maarittdd ja sulkea pois proteiinien epdspesifin sitoutumisen mahdollisesti ai-
heuttamat virheet.

Asiasanat: angiogeneesi, rasvainen ruokavalio, saatelyproteiinit, proteomiikka
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SANASTO

ALK-1 = activin receptor-like kinase 1

AMPK = adenosine monophosphate- activated protein kinase
Ang-1, Ang-2, Ang-4 = angiopoietins

CD34 = solukalvon pintaproteiini, antigeeni
COUP-TFII = chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor 2
DLL4 = delta like ligand 4

EGFL7 = epidermal growth factor domain-like 7
ENG =endoglin

ERR-a = estrogen-related receptor alpha

FGF1, FGF2=bFGF, = fibroblast growth factor

FGF9

FzZD = frizzled proteins

HIFla = hypoxia-inducible factor 1-alpha
JAGGED1 = solukalvon pintaproteiini, antigeeni

MEF2 = myocyte enhancer factor-2

MMP = matrix metalloproteinases

MT1-MMP = membrane type-1 matrix metalloproteinase
NRARP = NOTCH-regulated ankyrin repeat protein
NRF-1, NRF-2 = nuclear respiratory factors

PAI-1 = Serpin E1 = plasminogen activator inhibitor-1

PDGF-B, PDGF-CC, = platelet-derived growth factors

PDGF-DD

PDGFR-B = platelet-derived growth factor receptor-f3
PGC-1a = peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator 1a
PIGF = placental growth factor

SDF-1a = stromal cell-derived factor-1a

tFAM = mitochondrial transcription factor A
TGFR-1 = ALK-5, = transforming Growth Factor Receptors
TGFR-2

TGF-B = transforming growth factor beta

Tie-1, Tie-2 = tyrosine-kinase transmembrane receptors
TIMP = tissue inhibitor of matrix metalloproteinases
VEGF = VEGF-A, = vascular endothelial growth factors
VEGF-B, VEGF-C

VEGFR1 =FLT-1, = vascular endothelial growth factor receptors
VEGFR2 = FLK-1,

VEGFR3

VE-kadheriini = vascular endothelial cadherin

WNT = wingless type proteins


http://www.uniprot.org/uniprot/Q16665
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC324422/

1JOHDANTO

Angiogeneesi tarkoittaa olemassa olevan kapillaarisuoniston kasvamista ja
haaroittumista (Carmeliet 2003). Tarkein angiogeneesia aiheuttava arsyke on
kudosten hapenpuute eli hypoksia: kun solusta on matkaa I&himpéaén kapillaa-
riin >100 pum, tarvitaan uusia haaroja tuomaan happirikasta verta hapen puut-
teesta karsiville soluille. (Rissanen & Yla-Herttuala 2007) Toimivien suonten
kehittyminen on monimutkainen prosessi, joka vaatii tarkasti saadeltya yh-
teistoimintaa useiden stimuloivien ja inhiboivien signaalien kesken (Carme-
liet 2003). Vaikka angiogeneesi on monimutkainen prosessi, sen paaasiallise-

na saatelijana toimivat VEGF-perheen proteiinit (Carmeliet & Jain 2011).

Liikunta on yksi tehokkaimmista keinoista valttaa ja hoitaa kroonisia elamén-
tapasairauksia. Lihakset sopeutuvat kestavyystyyppiseen harjoitteluun lisaa-
mélla mitokondrioiden biogeneesid, muokkaamalla lihassolujen rakennetta
seké kasvattamalla uusia verisuonia. Nama muutokset lihaksen rakenteessa
ovat myds monien liikunnan terveyshyotyjen taustalla. (Chinsomboom ym.
2009). Parantunut kestavyyssuorituskyky on siis osittain seurausta lisadnty-
neesta kapillaaritiheydestd, jolloin hapen ja energian kuljetus tydskenteleviin
lihaksiin tehostuu ja samalla lammon ja aineenvaihdunnan sivutuotteiden

poisto elimistdsta nopeutuu (Andersen & Henriksson 1977).

Tiedetadn, ettei yksittainen angiogeneesin saatelija kuten VEGF kykene yksi-
n&an kasvattamaan taysin toimintakykyisié verisuonia vaan suuren saatelijoi-
den joukon on aktivoiduttava, jotta angiogeneesi toimisi toivotulla tavalla.
Liikunta on yksi harvoista fysiologisista prosesseista, jotka aktivoivat an-
giogeeneesin saatelijoitd toivotulla tavalla. Tastd syystd kuormituksen in-
dusoiman angiogeneesin geenitason saatelyjarjestelmén tutkiminen on suuren

mielenkiinnon kohteena. (Chinsomboom ym. 2009). My®6s rasvaisen ruokava-



lion on havaittu lisddvan luurankolihasten kapillaaritiheyttd koe-eldimilla

(Silvennoinen ym. 2010).

Kudoksen riittava kapillaaritineys on siis kudoksen ravinteiden ja hapensaan-
nin kannalta elintdrke&a. Uusien kapillaarien muodostuminen on angiogenee-
sid edistdvien ja estavien signaalien valisen tasapainon rakentama monimut-
kainen prosessi, jota ei ole onnistuttu taydellisesti jaljittelem&én laboratorio-
olosuhteissa. Rasvaisen ruokavalion on siis havaittu aikaisemmissa tutkimuk-
sissa lisdavan hiirten raajalihasten kapillaaritiheyttd. Samoin kestavyyshar-
joittelulla on raajalihasten kapillaaritiheyttd lisadva vaikutus. Tdéman tutki-
muksen tarkoituksena on selvittdd, miten angiogeneesia stimuloivien ja inhi-
boivien saitelyproteiinien méarat muuttuvat pitkakestoisen rasvasyoton seu-
rauksena, ja onko rasvasyottoon yhdistetylla juoksuharjoittelulla lisdvaikutus-
ta angiogeneesin saatelyyn. Toisaalta mielenkiinnon kohteena on se, ovatko
maksimaalisen juoksutestin aiheuttamat akuutit vasteet angiogeneesin saate-
lyproteiinien ilmenemisessa erilaiset riippuen siit4, onko takana 20 viikon

jakso rasva- vai kontrolliruualla.



2 VERISUONTEN KASVUMEKANISMEJA

Antiikin ajan kreikkalainen la&kari Galenos oletti alun perin, ettei veri kierra
elimistdssa vaan etté tarvittava méara verta kehitetdén aina paikallisesti tarvit-
taessa. Vasta vuonna 1628 William Harvey havaitsi syddmen pumppaavan
veren kaikkialle kehoon valtimoiden kautta ja veren palaavan edelleen syda-
meen laskimoita pitkin. Muutamaa vuosikymmenta mydhemmin 1661 Mar-
cello Malphighi tunnisti kapillaarit pienimmiksi verisuoniksi, jotka valtimoi-
den ja laskimoiden valilla taydentavat verenkierron suljetuksi systeemiksi.
Kapillaareissa tapahtuu hapen ja ravinteiden vaihtuminen veren ja kudoksen
valilla (Carmeliet 2005.)

Sikiokehityksen aikana verisuonet tuovat kudoksille niiden kasvuun tarvitta-
van hapen. Ravitsemuksellisen roolinsa liséksi verisuonet ohjailevat kudosten
morfogeneesia kasvusignaalien avulla. Verisuonet kehittyvét endoteelisista
prekursorisoluista (kts. kuva 1), jotka ovat samaa alkuperda kuin hematopoi-
eettiset kantasolut. Tdm4& veren ja verisuonten kehityskaaren yhtenevyys séi-
lyy angiogeneesin kannalta tarkedna koko elinian. (Carmeliet 2005.) Kapil-
laarit muodostuvat ainoastaan endoteelisoluista kun taas suurempien suonien

ympérilla on myo6s perisyyttejé ja sileén lihaksen soluja (Carmeliet 2003).

Angiogeneesi

Tacle o Perisyytit Avtars 3
Taskulogenee: s
Vaskulogeneesi e AR Arteriogeneesi

wvetisuoniverkosto

Kypsd
vetisuoniverkosto

KUVA 1 Uusien verisuonten muodostumismekanismit. Mukailtu Carmeliet 2005.



2.1 Angiogeneesi

Angiogeneesi tarkoittaa olemassa olevan kapillaarisuoniston kasvamista ja
haaroittumista. Kasvu tapahtuu erilaistuneiden endoteelisolujen ja perisyyt-
tien eli tukisolujen kasvun ja migraation seurauksena. Angiogeneesi on hyvin
keskeinen tapahtuma paitsi sikion kehityksen ja kasvun ohella, myos esimer-
kiksi haavojen parantumisessa, luutumisessa, naisen lisdédntymisfysiologiassa
seka myds erilaisissa patologisissa prosesseissa kuten kasvainten kasvussa ja
metastasoinnissa, tulehduksellisessa reumassa ja diabeettisessa retinopatiassa
(Carmeliet 2003). Téarkein angiogeneesia aiheuttava arsyke on kudosten ha-
penpuute eli hypoksia: kun solusta on matkaa lahimpééan kapillaariin >100
pm, tarvitaan uusia haaroja tuomaan happirikasta verta hapen puutteesta kar-
siville soluille. (Rissanen & Yl&-Herttuala 2007)

2.2 Arteriogeneesi

Kollateraalivaltimoiden kasvu on tarked verisuonten kasvumekanismi sydéa-
men ja alaraajojen laaja-alaisen iskemian lievittdmiseksi. Tatd mekanismia
kutsutaan arteriogeneesiksi. (Schaper & Scholz 2003). Hypoksia ei ole kolla-
teraalivaltimoiden kasvun suora drsyke kuten angiogeneesissd, vaan arte-
riogeneesi perustuu paineeseen reagoivien mekanoreseptoreiden toimintaan.
Suuren valtimon ahtautuminen aiheuttaa verenpainegradientin pienten ohitta-
vien valtimoanastomoosien proksimaali- ja distaalipdiden vélille, minka seu-
rauksena mediakerrosta vastaan kohdistuva paine ja endoteelikerrosta vastaan
kohdistuva verenvirtauksen kitka kasvaa. Tdma puolestaan johtaa me-
kanoreseptoreiden vélitykselld kasvusignaaleihin. (Rissanen & Yla-Herttuala
2007). Myos paineen takia arsyyntyneen endoteelin paikallisella tulehdusre-
aktiolla on ajateltu olevan tarke& rooli arteriogeneesissa (Schaper ja Scholz
2003), mutta toisaalta tulendus saattaa aiheutua myds kollateraalien voimak-

kaasta kasvusta ollen siten arteriogeneesin seuraus syyn sijaan (Rissanen &
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Yla-Herttuala 2007). Aiemman valtimoahtauman takia muodostuneet kollate-
raalivaltimot suojaavat kudosta akuutilta iskemialta, mutta niiden verenkulje-
tuskyky ja& vaajaamatta heikommaksi verrattuna alkuperdiseen valtimoon
Poiseuillen lain mukaisesti (Schaper ja Scholz 2003).

2.3 Vaskulogeneesi

Sikionkehityksen aikaista verisuonten rakentumista mesodermin hemiangio-
blasteista kutsutaan vaskulogeneesiksi. Vaskulogeneesin aikana kantasolut
kerdantyvat primitiiviseen kapillaariverkostoon muodostaakseen varsinaisen
verisuoniston. Mielenkiintoista on, ettd jo tassé vaiheessa kapillaarien tyyppi
(valtimo/laskimo) on maaraytynyt, mika kertoo siitd ettd verisuonistoa muo-
dostavien solujen erilaisuus on geneettisesti ohjelmoitua eiké ainoastaan ve-

renpaineen aiheuttamaa. (Carmeliet 2005)

Kantasolujen on ajateltu ottavan osaa vain t&ssd vaiheessa tapahtuvaan ve-
risuoniston kehitykseen (Rissanen & Yla-Herttuala 2007). Kantasolututki-
muksen kehittymisen my6tad on kuitenkin kyetty eristamaan myos aikuisen
verestd endoteeli- ja kantasolumarkkereita ilmentévié soluja, jotka in vitro-
tutkimuksessa erilaistuivat endoteelisoluiksi ja joiden havaittiin lisdksi hakeu-
tuvan kasvaviin verisuoniin in vivo (Asahara ym. 1997). Viimeisimmissa ai-
hepiiriin liittyvissa tutkimuksissa on kuitenkin havaittu, etteivat nama kan-
tasoluista erilaistuneet solut merkittavasti liity kasvaviin verisuoniin vaan
toimivat 1&dhinnd tukisoluina ja edistavat angiogeneesia erittdmélla parakriini-
sesti kasvutekijoitd (Rehman ym. 2003, O'Neill ym. 2005). Liséksi osa ai-
emmissa tutkimuksissa kantasoluiksi tulkituista soluista on ollut luultavasti
varsinaisten kantasolujen sijaan kantasolumarkkereita ilmentavid monosyytte-

ja ja muita tulehdussoluja (Rehman ym. 2003).
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3 ANGIOGENEESIN SAATELY

Verisuonten tehtdvand on toimia hapen kulkureittind matkalla kudoksiin. Ve-
risuonet ovat ratkaisevan tarkedssé roolissa sikion kasvun kannalta sikitaika-
na seké aikuisialla vaurioituneen kudoksen korjaamisessa. Hairidt verisuonten

kasvussa johtavatkin usein patogeenisiin tiloihin. (Carmeliet 2005.)

Pitkadn ajateltiin, ettd sikiolla verisuonet kehittyvét endoteelin kantasoluista
kun taas aikuisen yksilon verisuonten kasvu johtuisi ainoastaan erilaistunei-
den endoteelisolujen jakautumisesta. Nykyisen ndkemyksen mukaan ve-
risuonten uudismuodostumista tapahtuu endoteelin kantasoluista paitsi siki6l-
14 niin myos aikuisen yksilon iskeemisessd, tulehtuneessa tai pahanlaatuisessa
kudoksessa. (Carmeliet 2003.) Endoteelisolut erilaistuvat siki6lla mesenky-
maalisista angioblasteista (Mikkola & Orkin 2002) ja aikuisella yksilolla en-
doteelien kantasoluista, mesoangioblasteista, multipotenteista kantasoluista
tai luuytimen side-populaation soluista (Luttun ym. 2002, Reyes ym. 2002).
Endoteelien kantasolut voivat edistaa verisuonten kasvua paitsi erilaistumalla
itse endoteelisoluiksi niin myds vapauttamalla angiogeneettisia kasvutekijoita
(Rehman ym. 2003).

Geneettiset tutkimukset hiirilla, seeprakaloilla ja nuijapailla ovat lisdnneet tie-
tamysta koskien verisuonten kasvua saatelevia molekyylitason mekanismeja.
Tiedetddn esimerkiksi ettd NOTCH-perheen geenit sdatelevéat valtimoiden
kehitystd, kun taas laskimoiden erilaistumisesta vastaavat omat proteiinit re-
septoreineen, muun muassa COUP-TFII-perheen proteiinit. VEGF:n tiedetéén
olevan avainasemassa verisuonten endoteelin muokkauksessa, kun taas kas-
vutekija PDGF-BB sek& ang-1 vastaavat verisuonta ympéroivien ja tukevien
solujen koordinoinnista. Toimivien suonten kehittyminen on monimutkainen

prosessi, joka vaatii tarkasti saddeltya yhteistoimintaa useiden stimuloivien ja
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inhiboivien signaalien kesken. S&atelyyn ottavat osaa aiemmin mainittujen
signaalien liséksi monet integriinit, kemokiinit, liitosmolekyylit, happisenso-

rit, endogeeniset inhibiittorit ja monet muut. (Carmeliet 2003.)

Kuvassa 2 esitetty angiogeneesin kdynnistyminen on useiden signaalien oh-
jaama tapahtuma. Aluksi perisyytit irtautuvat verisuonen seindmésta Ang2:n
vaikutuksesta. T&ta seuraa endoteelisolujen vapautuminen tyvikalvosta
MMP:ien indusoiman proteolyyttisen hajoamisen seurauksena. VEGF:n vai-
kutuksesta endoteelisolujen valiset liitokset 10ystyvat ja lapéisevyys lisaantyy,
jolloin plasmaproteiinit siirtyvét solun ulkopuolelle muodostaen valiaikaisen
ekstrasellulaarisen matriksin. Integriinien signaloinnin seurauksena endotee-
lisolut vaeltavat rakentuneen ekstrasellulaarimatriksin pinnalle. Proteaasit va-
pauttavat ekstrasellulaarimatriksista angiogeenisia proteiineja kuten VEGF- ja
FGF-proteiineja ja muokkaavat siten matriksin verisuonille sopivaksi ympé-
ristoksi. (Carmeliet & Jain 2011.)

Soluvdliliitosten 16ystyminen
VE-kadheriini

Matriksin uudelleenmuodostus
MMP:t
Kérkisolun muodostuminen
VEGFR-2, DLL4,
JAGGED1, NRP1,
integriinit, HIF1a,
MT1-MMP, PGCla

et Angiogeneesid stimuloivat tekijat
VEGF, VEGF-C,

FGF:t, ANG-2,

kemokiinit

Perisyyttien irtoaminen
ANG-2

Permeabiliteetin kasvu, vasodilataatio ja
plasmaproteiinien poistuminen suonesta
VEGF

KUVA 2Angiogeneesin kdynnistavat signaalit. Mukailtu Carmeliet & Jain 2011.
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Jotta veri virtaisi uudessa suonessa, eika liikaa endoteelisoluja siirtyisi an-
giogeneesia indusoivia signaaleja kohti, on muodostuvan suonen pééssa niin
sanottu karkisolu, joka on erikoistunut angiogeneettisten signaalien aistimi-
seen (kts. kuva 3). Kéarkisolussa on muun muassa VEGF reseptoreita, neuro-
pilineja (NRPs) ja NOTCH ligandeja kuten DLL4 ja JAGGED1. Muut solut
ottavat sivuroolin ja jakautuvat kasvattaen suonen mittaa ja huolehtien luu-
menin muodostumisesta. Keskeisia suonen mitan kasvattamiseen osallistuvia
séatelijoitd ovat NOTCH, NRARP (NOTCH-regulated ankyrin repeat pro-
tein), WNT:t, PIGF sekd FGF:t. Luumenin muodostumista séatelevid prote-
iineja ovat puolestaan muun muassa VE-kadheriini, CD34, sialomuciinit,
VEGF ja hedgehog. Karkisolut reagoivat ympariston angiogeneettisiin sig-
naaleihin kuten efriineihin sekd semaforiineihin, kun taas muut solut erittavéat
molekyyleja kuten EGFL7 viestidkseen naapurisolujen kanssa. (Carmeliet &
Jain 2011.)

Lumenin kehittyminen
VE-kadheriini, CD34, sialomusiinit, VEGF

Perisyyttien aktivoituminen
PDGF-B, ANG-1, NOTCH, efriini-B2, FGF

Karkisolun etenemiseen vaikuttavat tekijat
semaforiinit, efriinit, integriinit

Angiogeneesia edistdvien
tekijoiden vapautuminen
matriksista

"L VEGF, FGF:t

-
Varsiosan pidentyminen Myeloidisolujen aktivoituminen vjereinen suoni
VEGFR-1, NOTCH, ANG-2, SDF-1a, PIGF

WNT, NRARP,
PIGF, FGF:t, EGFL7

KUVA 3 Uuden kapillaarin kehittyminen kérkisolun johdolla. Mukailtu Carmeliet &
Jain 2011.
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Myeloidiset siltasolut yhdistdvat uuden suonen olemassa olevaan ve-
risuoniverkostoon ja mahdollistavat siten veren virtaamisen muodostuneen
suonen kautta. Jotta uudesta suonesta tulee toimiva, sen taytyy kypsya ja ke-
hittya vakaaksi. Kuvassa 4 esitetddn uuden kapillaarin kypsymiseen vaikutta-
via saatelytekijoita. Endoteelisolujen peittyminen perisyyteilla ja siten suonen
kypsyminen ja vakautuminen tapahtuu muun muassa PDGF-B:n (platelet-
derived growth factor B), ANG-1:n, TGF-B:n (transforming growth factor-f),
efriini-B2:n ja NOTCH:n séateleménd. Proteaasi-inhibiittorit kuten TIMP:t
(tissue inhibitors of metalloproteinases) seka PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor-1) aiheuttavat tyvikalvon ja soluvéliliitosten muodostumisen, mika
optimoi veren virtaamisen suonessa. Jos perfuusiota ei tapahdu, suonen kehi-
tys taantuu. (Carmeliet & Jain 2011.)

Lipidien kuljetus endoteelisolujen lapi
VEGF-B

Verisuonen kunnosta huolehtiminen
VEGF, ANG-1, FGF:t, NOTCH

Soluvililiitosten muodostuminern
VE-kadheriini, ANG-1

o R S [ "—ﬂ- N

vwmwwwwm-d

Perisyyttien kypsymine|

PDGF-B, PDGFR-B,

& gTyvikalvon muodostuminen efriini-B2, ANG-1,
TIMP:t, PAI-1 NOTCH, TGF-p1

KUVA 4 Uuden kapillaarin kypsymiseen vaikuttavat saatelytekijat. Mukailtu Car-
meliet & Jain 2011.
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3.1 Angiogeneesia saitelevat proteiinit

3.1.1 VEGF

Vaikka angiogeneesi on monimutkainen prosessi, sen paaasiallisena saatelija-
nd toimivat VEGF-perheen proteiinit (Carmeliet & Jain 2011). Yleensa
VEGF:sta puhuttaessa tarkoitetaan VEGF-A:ta, joka signaloi angiogeneesia
VEGEF reseptori-2:n kautta. VEGFR?2 ja kirjallisuudessa esiintyva FLK1 ovat
saman reseptorin kaksi eri nimitysta. (Ferrera 2009, Nagy 2007.) Neuropilii-
nit NRP1 ja NRP2 ovat VEGF-A:n co-reseptoreita eli ne tehostavat
VEGFR2:n toimintaa. Toisaalta NRP1:lla ja NRP2:lla on my0s itsendista,
VEGF:sta riippumatonta signalointia. (Neufeldt & Kessler 2008.) VEGF:n tai
VEGFR2:n puute estdad verisuonen kehittymisen (Carmeliet 2003). Toinen
VEGF-reseptori on VEGFR1 (=FLT-1). Sen rooli on vaikeasti méaariteltava.
Yhden teorian mukaan VEGFR1:n liukoinen muoto sitoo ylimaaréista
VEGF:4, jottei sita sitoudu lilkaa VEGFR2:een. Tatd teoriaa puoltaa se, ettd
VEGFR1:n puutteen on havaittu aiheuttavan verisuonten liikakasvua. (Fi-
scher ym. 2008, Schwartz ym. 2010.)

VEGF:n lisdantyminen indusoi DLL4:n erittymisen karkisoluista, mika edel-
leen aktivoi NOTCH:n varsisoluissa. NOTCH:n aktivoituminen vahentaa
VEGFR2:n méadréa varsisoluissa, jolloin VEGF:n vaikutus suuntautuu péaasi-
assa karkisoluihin. (Phng & Gerhardt 2009.) VEGF:n eri olomuotojen vali-
nen tyonjako on hoidettu siten, ettd liukoinen VEGF indusoi verisuonten kas-
vua ja ekstrasellulaarimatriksiin sitoutunut muoto puolestaan suonten haaroit-
tumista (Carmeliet & Jain 2011). PIGF on homologinen proteiini VEGF:n
kanssa ja siksi sen oletettiin aiemmin osallistuvan my6s angiogeneesin saéte-

lyyn. Nykyisin kuitenkin tiedetddn ettd PIGF ei ole tarpeellinen verisuonten
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kehittymisen kannalta ja etta silla on merkitystd vain patogeenisissa tiloissa.
(Fischer ym. 2008. , Carmeliet ym. 2001.) PIGF:n puutteen on havaittu paran-
tavan muun muassa syOpapotilaiden vastetta kemoterapiaan (Rolny ym.
2011).

Toinen VEGF:n muoto on VEGF-C. VEGF-C aktivoi karkisoluja VEGFR?2 ja
VEGFR3:n kautta. (Tvorogov ym. 2010.) VEGF-C on tarked séatelija em-
bryogeneesin aikana tapahtuvassa verisuonten muodostuksessa, myéhemmin
se vastaa pdaasiassa uusien lymfasuonten muodostuksesta (Tammela & Alita-
lo 2010). Kolmas VEGF-perheen jasen on VEGF-B. VEGF-B:n puute ei tosin
heikennd angiogeneesia eikd mydskaan korvaa muiden VEGF-proteiinien
puutosta. (Fischer ym. 2008.) VEGF-B indusoi kuitenkin angiogeneesia tie-
tyissa kudoksissa kuten sydamessa. Lisdksi se edesauttaa muun muassa neu-

ronien selviytymista. (Fischer ym. 2008, Hagberg ym. 2010.)

3.1.2 Angiopoietiinit

VEGF-perheen geenien lisaksi endoteelisolujen kasvuun on havaittu vaikut-
tavan useat muutkin molekyylit kuten kasvutekijat, kemokiinit, sytokiinit, li-
pidivalittajat, hormonit ja neuropeptidit. Esimerkiksi angiopoietiinit (ang-1 ja
ang-2) vaikuttavat useaan ominaisuuteen ja niiden toiminta on konteksti-
sidonnaista. (Carmeliet 2003.)

Angiopoietiini 1. Ang-1 stimuloi verisuonten kasvua ihossa, iskeemisissa raa-
joissa, mahahaavoissa ja joissain kasvaimissa (Jain & Munn 2000, Shim ym.
2002) oletettavasti siitd syystd, ettd ang-1 mobilisoi endoteelin prekurso-
risoluja sek& hematopoieettisia prekursorisoluja (Hattori ym. 2001). Liséksi
ang-1 véahentaa angiogeneesia sydamessa ja kasvaimissa (Visconti ym. 2002,
Ahmad ym. 2001). Ang-1 kiristdd verisuonia vaikuttamalla liitosmolekyylei-

hin (Thurston ym. 2000) ja edistdmalld endoteeli- ja tukisolujen yhteisty6té
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seka rekrytoimalla perisyytteja (Carlson ym. 2001). Ang-1:n angiogeneesia
rajoittava ominaisuus liittyykin todennékdisimmin siihen seikkaan, ettd ve-
risuonen seindman taytyy loystya ennen kuin endoteelisolut paésevét siirty-
mé&an. Toisin sanoen angiogeneesi ei ole mahdollinen, jos verisuonet ovat lii-
an tiukkoja. (Carmeliet 2003.)

Péa4asiassa on tutkittu VEGF:n uusien verisuonten kasvua stimuloivaa vaiku-
tusta iskeemisessa kudoksessa (Jain & Munn 2000). Geneettisissa kokeissa on
havaittu ettd VEGF yksin pystyy aloittamaan, mutta ei ohjaamaan loppuun
angiogeneesia (Carmeliet ym. 1999). VEGF:n yksin muodostamat suonet
ovat heikkoja ja vuotavia. Kestdvampié suonia saadaan aikaiseksi VEGF:n ja
ang-1:n yhteisvaikutuksesta, mutta muodostuvien suonten lapimitta ei ole yh-
teneva. Ei ole varmaa johtaako tdma suonten epénormaali rakenne heikom-

paan verenkiertoon. (Jain & Munn 2000.)

Angiopoietiini 2. Ang-2 puolestaan toimii osittain ang-1:n vastavaikuttajana
lisdten angiogeneesiad esim. kasvaimissa, heikentamalla solujen vélisia liitok-
sia ja hajottamalla ekstrasellulaarista matriksia (Jain & Munn 2000). Myds
ang-2:n toiminta on kuitenkin konteksti-sidonnaista. Tiettyjen signaalien vai-
kutuksesta my0s se voi aikaan saada endoteelisolujen kuoleman ja siten ve-
risuonten regression. (Carmeliet 2003.) Ang-2 erittyy kehittyvan suonen Kkar-

kisoluista (Saharinen ym. 2008).

Ang/Tie-signalointi. Terveiden suonten taytyy pysyéa stabiileina, mutta silti
séilyttad kykynsa reagoida angiogeenisiin signaaleihin. Ang/Tie — signaloin-
tisysteemi mahdollistaa tdman mekanismin. Ligandeina signaloinnissa toimi-
vat jo edelld mainitut ang-1, ang-2 sekad ang-4, jonka toimintaa ei ole niin pal-
jon tutkittu, mutta jonka uskotaan toimivan ang-1:n tavoin. Reseptoreina
puolestaan toimivat Tie-1 ja Tie-2. Ang-1 on Tie-2 agonisti ja ang-2 on ang-

1:n kilpaileva antagonisti. Tie-1:n tarkka rooli on epdaselva. Sille ei ole signa-
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lointisysteemissé omaa ligandia ja sen uskotaankin toimivan padasiassa Tie-

2:n negatiivisena saatelijana. (Augustin ym. 2009.)

Kehittyvassa endoteelissa ang-1 lisad Tie-2:n tarttumista endoteelin solulii-
toksiin edistéden endoteelin stabiiliutta (Saharinen ym. 2008). Ang-1 stimuloi
myo6s suonen peittymistd mural-soluilla ja tyvikalvon muodostumista, mika
myos liséé suonen lujuutta. Angiogeenisten signaalien lasné ollessa karkisolut
erittdvat ang-2:ta, mika toimii ang-1 antagonistina edistden mural-solujen ir-
toamista ja lisdten suonen permeabiliteettia. (Augustin ym. 2009.) Hiirilla
Tie-2:n puutteen on havaittu aiheuttavan verisuonten heikkoutta ja ihmisilla
Tie-2-mutaatiot ovat johtaneet verisuonten epdmuodostumiin (De Palma ym.
2005).

3.1.3 NOTCH/WNT-signalointi

Vasteena VEGF:n maéran lisadntymiseen ja edelleen VEGFR-2:n aktivoitu-
miseen DLLA4:n eritys karkisoluista lisdantyy, mik& vuorostaan aktivoi varren
soluissa NOTCH:n eritystd. NOTCH véhentdad VEGFR-2:n vaikutusta ja lisaa
VEGFR-1:n vaikutusta varsisoluissa, ndin ollen signalointiketju estaa kehit-
tyvan suonen haaroittumisen. (Phng & Gerhardt 2009.) Kérkisoluista erittyva
DLL4 aktivoi myos PDGFR-B:aa mural-soluissa, mika edistdd suonten kyp-
symistd. Varren solujen erittima NOTCH-ligandi JAGGEDL1 toimii puoles-
taan sdatelijand varren soluista kérkisolun suuntaan. (Benedito ym. 2009.)
NOTCH-signalointi saatelee itse itseddn negatiivisen palauteketjun kautta

NRARP-proteiinin toimiessa negatiivisena saatelijana (Phng ym. 2009).

Endoteelisolut kilpailevat jatkuvasti kdrkisolun asemasta ja valinta tapahtuu
NOTCH-signaloinnin avulla s&d&deltavén VEGFR-1/VEGFR-2 — tasapainon
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perusteella. Jos DLL4-signalointi blokataan, uusia suonia syntyy méaarallisesti
enemman, mutta toiminnallisuus on heikkoa eli angiogeneesi on séételema-
tontd. (Thurston ym. 2007.) Hedgehog-perheen molekyylit saatelevat
NOTCH-signalointia ja lisdksi vaikuttavat esimerkiksi uuden suonen putki-
muodostukseen (Swift & Weinstein 2009).

NOTCH aktivoi myds WNT-signaloinnin. Endoteelisolut muodostavat useita
WNT-ligandeja ja -reseptoreja (FZD), jotka puolestaan lisdavat endoteelisolu-
jen proliferaatiota. (Phng ym. 2009). Myds WNT-signaloinnilla on an-
giogeneesin saatelyssa tarked osuutensa, silla tutkimuksissa on havaittu, etta
joidenkin WNT tai FZD-geenien inaktivointi johtaa hiirill& verisuonten epé-
muodostumiseen (Dejana 2010).

3.1.4 Muut saatelyyn vaikuttavat proteiinit

PGC-1a. Uusien toimivien ja kestavien verisuonten rakentaminen vaatii usei-
den molekyylisignalointireittien yhteistoimintaa (Carmeliet 2003). PGC-1la
saatelee voimakkaasti kudosten oksidatiivista metaboliaa (Chinsomboom ym.
2009). PGC-1a onkin yksi tunnetuimmista angiogeneesin saatelyyn liittyvista
proteiineista. Angiogeneesin lisdksi PGC-1a séatelee voimakkaasti muun
muassa oksidatiivista fosforylaatiota, mitokondrioiden biogeneesia seké hen-
gitystd. PGC-1a on verisuonituksen saételyn osalta nimenomaan angiogenee-
siin liittyvé saatelytekijd, silla PGC-1a knockout - hiiret ovat elinkelpoisia ja
toimintakykyisid, mik& kertoo siitd, ettei PGC-1a ole vélttamatonta sikidai-
kaiselle vaskularisaatiolle. Arany ym. (2008) havaitsivat, ettd PGC-1a:n lisa-
yksen seurauksena kapillaarien maaré nousi pinta-alaa kohti tarkasteltuna sa-
dasta kolmeensataan ja vastaavasti sdiettd kohti tarkasteltuna viidestd kym-
meneen. Té&ten voidaan todeta, ettd PGC-1a indusoi angiogeneesia voimak-
kaasti in vivo. (Arany ym. 2008.)
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PDGF-perhe. Verisuonten tulee toimiakseen kypsya ja peittyd mural-soluilla.
Tat4 tapahtumaa indusoivat monet kasvutekijat kuten edella mainitut an-
giopoietiinit, sek& PDGF:t ja TGF-B:t. (Jain 2003.) Stabiloituakseen an-
giogeeniset endoteelisolut vapauttavat PDGF-B:ta, joka houkuttelee paikalle
PDGF receptor-p (PDGFR-B)-proteiineja seka perisyytteja (Hellberg ym.
2010). PDGF-B:n puutteen on tutkimuksissa havaittu johtavan suonten vuo-
tamiseen, muodottomuuteen ja mikroaneurysmien muodostumiseen (Quaege-
beur ym. 2010). PDGFR:n blokkaaminen puolestaan johtaa perisyyttien tart-
tumisen estymiseen ja siten epakypsien suonten muodostumiseen (Bergers
ym. 2003). Hiirill4 on havaittu PDGF-B:n liiallisen ilmenemisen paradoksi-
nen vaikutus, kun perisyytteja aktivoidaan niin paljon ettd endoteelien kas-
vaminen estyy ja verisuonten kasvu pysahtyy (McCarty ym. 2007). PDGF-
perheen muiden proteiinien PDGF-CC:n ja PDGF-DD:n on havaittu liittyvan
padasiassa syOpékasvainten verisuonituksen saadtelyyn (Carmeliet & Jain
2011).

TGF-g-signalointi. Verisuonten kypsymisen séatelyyn osallistuu myos TGF-
B-signalointireitti (Jain 2003). Hiiritutkimuksissa on havaittu ettd TGF-p re-
septorien ALK-1:n, TGFR-1 eli ALK-5:n, TGFR-2:n tai ENG:n puute johtaa
verisuonten epamuodostumiin. Sama on havaittu ihmisilla tutkittaessa perin-
nollistd hemorragista teleangiektasiaa sairastavien henkildiden genomia. Sig-
nalointireitin selvittdminen ei ole johtanut yksiselitteisiin tuloksiin, sillad TGF-
B-perheen jasenilld on kontekstista riippuvia angiogeneesia indusoivia tai es-
tavia vaikutuksia. (Pardali ym. 2010.)

FGF-perhe. bFGF oli ensimmaisia l0ydettyja angiogeneesin sééatelijoita.
bFGF ja FGF toimivat saatelijéinéd niin angiogeneesissa kuin arteriogeneesis-
sd. FGF9 stimuloi angiogeneesia luun paranemisprosessin yhteydessa. FGF-
perheen proteiinit indusoivat angiogeneesia joko aktivoimalla suoraan endo-

telisoluissa olevia FGF-reseptoreita tai epésuorasti lisddmélld muiden an-
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giogeneesin saatelijoiden eritystd. (Beenken & Mohammadi 2009.) Esimer-
kiksi sydamessa FGF liséa hedgehog:n, ang-2:n ja VEGF-B:n eritystad (Mura-
kami ym. 2008). FGF:n merkitys angiogeneesin séatelyssa on kuitenkin il-
meisesti kompensatorinen, silla hiirella FGF1:n ja FGF2:n blokkaaminen ei

estanyt verisuonten muodostumista (Beenken & Mohammadi 2009).

Neuronien erittdmat signaalimolekyylit. Mielenkiintoinen yhteys on 16ydetty
my0s verisuonten ja perifeeristen hermojen valilla. Aksonien erittdmien sig-
naalimolekyylien kuten efriinien, semaforiinien ja netriinien on havaittu liit-
tyvan verisuonten rakenteen kehittymiseen sekéd ohjaavan verisuonet oikeaan
kohteeseensa. (Carmeliet & Tessier-Lavigne 2005.) Perifeeriset hermot erit-
tavat myos VEGF:&4, joka vaikuttaa verisuonten erilaistumiseen ja an-
giogeneesin sdatelyyn. Tdma antaa molekylaarisen perustelun sille, miksi pe-
rifeeriset hermot ja verisuonet kulkevat usein yhdessd. (Mukouyama ym.
2002.)

3.2 Hairiot saatelyssa

Verisuonten kasvun saatelyn hairiéilla on suuri vaikutus terveyteen. Esimer-
kiksi syopa, psoriasis, niveltulendus, sokeus, lihavuus, astma, ateroskleroosi
sekd monet infektiosairaudet ovat yhteydesséd hairiéihin verisuonten kasvun
saatelyssa. Myos useat kognitiiviset ja perinnélliset sairaudet on yhdistetty
héiriintyneeseen verisuonten kasvuun. Riittdmaton verisuonten kasvu rajoit-
taa hapen ja ravinnon paasyé kudoksiin ja on siten ymmarrettavasti hengen-
vaarallista. Esimerkiksi syddmen ja aivojen iskemia sek& neurodegeneraatio
aiheutuvat riittdmattéman verisuonten kasvun seurauksena. Lisaksi muita pa-
tologisia tiloja kuten korkea verenpaine, raskausmyrkytys, hengitysvaikeusoi-
reyhtyma (RDS-tauti), osteoporoosi jne. on yhdistetty riittdmattoméaan ve-

risuonten kasvuun. (Carmeliet 2003)
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3.3 Terapeuttinen angiogeneesi

VEGF:n terapeuttista vaikutusta esimerkiksi kroonisessa raajaiskemiassa ih-
misilla tutkineet Kliiniset kokeet ovat johtaneet huonoihin tuloksiin. (Jain
2003, Carmeliet 2000, Henry ym. 2003). On havaittu, ettd VEGF:n yksin
muodostamat suonet ovat heikkoja ja vuotavia. Kestdvampid suonia saadaan
aikaiseksi VEGF:n ja ang-1:n yhteisvaikutuksesta, mutta muodostuvien suon-
ten lapimitta ei ole yhteneva. Ei ole varmaa johtaako tdma suonten epanor-
maali rakenne heikompaan verenkiertoon. (Jain & Munn 2000.) VEGF:n tie-
detddn olevan avainasemassa verisuonten endoteelin muokkauksessa, kun
taas kasvutekija PDGF-BB ja ang-1 vastaavat verisuonta ympardivien ja tu-

kevien solujen koordinoinnista (Carmeliet 2003).

VEGF:n hallitsevan roolin vuoksi sen inhibointia on pidetty keinona rajoittaa
angiogeneesid esimerkiksi kasvaimissa (Carmeliet 2005). Anti-VEGF-
hoitojen on havaittu sydpapotilailla parantavan vastetta kemokiinihoitoihin,
silla se normalisoi kasvainsolukon epanormaalia rakennetta, lisdd suonten la-
paisevyyttd, vahentdd kasvaimen siséista painetta ja siten lisad kasvainkudok-
sen sensitiivisyyttd sytotoksisille laékeaineille (Jain ym. 2006). VEGF-
inhibiittorit myos véhentavat endoteelin kantasolujen mobilisointia luuyti-
mestd (Jain ym. 2006). Lisédksi VEGF-inhibiittorit vahentavét jo olemassa
olevaa verisuonitusta edistamalla endoteelisolujen kuolemaa (Carmeliet
2005).

Myos rasvakudoksessa tapahtuu paljon angiogeneesia. Angiogeneettinen ku-
dos houkuttelee paikalle rasvakudoksen kantasoluja ja siten angiogeneesi voi
edelleen edistad rasvan kertymistd elimistoon ylipainoisilla yksiloilla. (Sil-
verman ym. 1988.) VEGF, insuliinin indusoima bFGF sek& keskeinen liha-
vuuden séételija leptiini toimivat padsaantoisind angiogeneesin sééatelijoina

rasvakudoksessa (Sierra-Honigmann ym. 1998). Angiogeneesia rajoittavien
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menetelmien kéytté lihavuuden hoitomuotona on térked tulevaisuuden tutki-
muskohde (Carmeliet & Jain 2000).

VEGF:n inhibointi vaikuttaakin olevan vélttamatontd, muttei kuitenkaan yk-
sin riittdvaa angiogeneesin estamisen kannalta. Itse asiassa vaikuttaa siltd, etta
yhden signaalin inhiboiminen voi vahvistaa vaihtoehtoisia angiogeneesia sti-
muloivia tekijoitd. Esimerkiksi PIGF:n ilmeneminen lisdintyy anti-VEGF-
hoidon vaikutuksesta. VVastaavalla tavalla reagoivat my6s muut angiogeneesin
saatelijat: HIF-1a:n inhibointi lis&a interleukiini 8:n ilmenemistd. Osa anti-
VEGF-terapian kaanteisista vaikutuksista voivat olla selitettavissa silla, etta
terveiden suonten yll&pito ja selvidminen vaatinevat elimistoon tietyn maaran
VEGF:a.(Carmeliet 2005.)

Terapeuttinen angiogeneesi lisdd angiogeneettisten sytokiinien maaraa elimis-
tossd, mika mobilisoi liitosmolekyyleja verenkiertoon ja voi mahdollisesti
kiihdyttaa ateroskleroosia (Carmeliet & Jain 2000). Angiogeneesin saatelyte-
kijoiden keinotekoisessa stimuloinnissa ja inhiboinnissa tulee olla hyvin va-
rovainen, sillda monet ndista tekijoista saatelevat myos solukuolemaa (Fidler
& Ellis 2000).
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4 KUORMITUKSEN INDUSOIMA ANGIOGENEESI

Lisaantyvéa fyysinen inaktiivisuus on yksi suurimmista kansanterveydellisista
huolenaiheista lansimaissa. Fyysinen inaktiivisuus lisdd tunnetusti monien
kroonisten sairauksien kuten lihavuuden, diabeteksen, ateroskleroosin ja neu-
rodegeneratiivisten sairauksien esiintyvyyttéd ja vakavuutta. Liikunta on yksi
tehokkaimmista keinoista valttaa ja hoitaa néité sairauksia. Lihakset sopeutu-
vat kestavyystyyppiseen harjoitteluun lisédméalld mitokondrioiden biogenee-
sid, muokkaamalla lihassolujen rakennetta seké kasvattamalla uusia verisuo-
nia. Ndma muutokset lihaksen rakenteessa ovat myds monien liikunnan ter-
veyshyotyjen taustalla. (Chinsomboom ym. 2009.) Parantunut kestavyyssuo-
rituskyky on siis osittain seurausta lisdantyneesta kapillaaritiheydestd, jolloin
hapen- ja energiankuljetus tydskenteleviin lihaksiin tehostuu ja samalla 1am-
mon ja aineenvaihdunnan sivutuotteiden poisto elimistostd nopeutuu (Ander-
sen & Henriksson 1977). Tutkimuksissa on havaittu urheilijoiden kapillaariti-
heyden lihassolua kohden olevan huomattavasti suurempi kuin inaktiivisilla
henkil6illa (Zolandz ym. 2005). Kestavyysharjoittelun aiheuttamaa kapillaari-
tiheyden lisdantymisté on tutkittu myos hiirill4. Kahden viikon vapaaehtoisen,
keskimaarin 8km/vrk juoksuharjoittelun jalkeen juosseiden hiirien etureiden
kapillaaritiheys oli kaksinkertainen inaktiiviseen verrokkiryhméaén verrattuna.
Kestavyysharjoittelu on siis vahvasti angiogeneesia lisdava stimulus myos
koe-elaimilla. (Prior ym. 2004, Waters ym. 2004.)

Harjoittelun angiogeneesin kdynnistavad mekanismia ei vield taysin tunneta.
Tiedetdan, ettei yksittdinen angiogeneesin saatelija kuten VEGF kykene yksi-
n&én kasvattamaan taysin toimintakykyisia verisuonia vaan suuren saatelijoi-
den joukon on aktivoiduttava, jotta angiogeneesi toimii toivotulla tavalla. Lii-
kunta on yksi harvoista fysiologisista prosesseista, jotka aktivoivat an-

giogeeneesin sééatelijat toivotulla tavalla. Tastd syystd kuormituksen in-
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dusoiman angiogeneesin geenitason saatelyjarjestelméan tutkiminen on suuren

mielenkiinnon kohteena. (Chinsomboom ym. 2009.)

Vallitsevan kasityksen mukaan kuormituksen indusoima angiogeneesi aiheu-
tuu aktiivisen lihaksen kasvaneista metabolisista tarpeista. Kestavyyssuori-
tuksen aiheuttama paikallinen hypoksia aiheuttaa HIF- 1a:n (hypoxia-
inducible transcription factor) méaran lisdantymisen, miké indusoi VEGF:n
erityksen ja edelleen angiogeneesin kdynnistymisen. (Chinsomboom ym.
2009.) Taman teorian heikkoutena on se, ettd hypoksiaa on vaikea maéarittaa
lihaksesta kestavyyssuorituksen aikana (Hudlicka ym. 1992) ja toisaalta se,
ettd tutkimuksissa on havaittu HIF-1a:n blokkaamisen ennemminkin lisadvéan
kuin véhentavén lihaksen kapillaaritiheyttd (Mason ym. 2007). Toisena mah-
dollisena metabolian muutoksia lihaksessa aistivana ja sita kautta harjoittelun
indusoimaa angiogeneesia saatelevana sensorina on pidetty AMP kinaasia
(AMPK). Tassakin tapauksessa tutkimuksissa on kuitenkin havaittu AMPK:n
blokkaamisen jalkeen normaalia kapillaaritiheyden kasvua harjoittelun yhtey-
dessa. Lisatutkimusta tarvitaan siitd, milla mekanismilla harjoittelu indusoi

VEGF:a ja edelleen angiogeneesia. (Zwetsloot ym. 2008.)

4.1 Hypoksian aiheuttamat vasteet raajalihaksessa

Syntyman jalkeen angiogeneesia tapahtuu péaasiassa kudosten kasvun ja uu-
siutumisen yhteydessa kuten munasarjoissa kuukautiskierron mukaan seké
kohdussa raskauden aikana. Padasiassa verisuonten rakenne pysyy suhteelli-
sen stabiilina aikuisuudessa. Verisuonten endoteelisolut séilyttavat kuitenkin
kykynsa nopeaan jakautumiseen vasteena fysiologisiin arsykkeisiin kuten hy-
poksiaan. Samoin endotelisolut aktivoituvat esimerkiksi haavan paranemisen

yhteydessa. (Carmeliet 2005.) Angiogeneesin liséksi hypoksia voi aiheuttaa
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olemassa olevan verisuoniverkoston uudelleen jarjestaytymista (Carmeliet &
Jain 2000).

Hypoksia on siis tarked kapillarisaatiota lisdava tekija. Solut saavat hapen yk-
sinkertaisen diffuusion avulla, mutta kudoksen ja samalla valimatkojen kas-
vaessa happea ei enaa siirry kudokseen tarpeeksi ja aiheutuu hypoksia (kts.
kuva 5). Tamé kéaynnistda HIF-signalointireitin kdynnistymisen. HIF:n maéa-
ran lisddntyminen vaikuttaa monien angiogeneettisten geenien ilmenemiseen,
joista térkeimpand VEGF:n madrédn jopa 30-kertaistuminen minuutissa.
VEGF:n maard on suoraan verrannollinen angiogeneesin lisdantymiseen.
(Carmeliet 2003.) Tutkimuksissa onkin havaittu alemmassa hapen osapai-
neessa harjoittelemisen lisd&dvan angiogeneesia normoksiassa harjoitteluun
verrattuna (Hepple 2000). Fyysinen kuormitus indusoi voimakkaasti myds
PGC-1a:n ilmenemista ja johtaa tunnettujen harjoitusvasteiden kuten solu-
tyyppimuutosten ja mitokondriaalisen biogeneesin syntyyn. (Arany ym.
2008)
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KUVA 5 Kapillaarin etdisyyden vaikutus kudoksen hapensaantiin. Mukailtu Carme-
liet & Jain 2000.
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Loytyy myds ristiriitaisia tutkimustuloksia, joiden mukaan hypoksialla ei ole
vaikutusta VEGF:n tuottoon. Prior ym. (2004) havaitsivat, ettd VEGF:n tuotto
jopa véhentyi pitkaaikaisen hypoksian seurauksena vaikuttamatta kuitenkaan
angiogeneesiin. Tasta voidaan paatella, ettei VEGF ole ainoa angiogeneesia
hypoksiassa lisadva séatelytekija. Esimerkiksi veren virtauksen lisdéantymisen
ja lihassupistuksen aiheuttama mekaaninen venytyskuormitus kapillaarien
seiniin lisdd angiogeneesid. Myods soluvalitilan homeostaasin muuttuminen

aktivoi useita angiogeneesia saatelevia tekijoita. (Prior ym. 2004).

Hypoksian indusoima angiogeneesi on monimutkainen jarjestelma, joka vaa-
tii useiden signaalien yhteistoimintaa. VEGF vastaa padasiassa endoteelisolu-
jen toiminnan séaatelystd, kun taas verihiutaleista peraisin oleva kasvutekija
PDGF-BB huolehtii endoteelia tukevien ja suojaavien seindmasolujen toi-
minnasta. Angiopoietiini 2, VEGF:n l&sn& ollessa, helpottaa uusien suonten
kehittymistd olemassa olevista suonista. PGC-1a indusoi kaikkien kolmen
naita proteiineja koodaavien geenien toimintaa. (Arany ym. 2008.) PGC-1la
on transkriptionaalinen koaktivaattori eli se tarttuu transkriptiofaktoreihin
muuttaen niiden kromatiinin seka transkriptiokoneiston rakennetta, mika ak-
tivoi geeniekspressiota (Chinsomboom ym. 2009). Yhteenvetona voidaan to-
deta, ettd hapen ja ravinnon puute indusoi PGC-1a:n eritystd, joka puolestaan
saatelee laajalti neovaskularisaatioon liittyvien geenien toimintaa. (Arany ym.
2008.)

PGC-la:n merkitystd harjoittelun aiheuttamassa angiogeneesissa on tutkittu
PGC-1a MKO-hiirilla, transgeenisella hiirikannalla, jolta PGC-la-geeni on
poistettu. Lahtotilanteessa PGC-1a MKO-hiirten ja kontrolliryhman vélilla ei
ollut eroa kapillaaritineydessé, miké viittaa siihen, ettei PGC-1a séatele an-
giogeneesid normaalitilassa. Harjoittelun jalkeen verrokkiryhmalla havaittiin
kapillaaritiheyden kaksinkertaistuminen kun taas PGC-1a MKO-hiirilla ka-

pillaaritiheys ei muuttunut I&ht6tilanteesta. Ta&mé viittaa vahvasti siihen, ettd
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PGC-1a. on keskeisessa roolissa harjoittelun aiheuttaman angiogeneesin séa-
telyssa. (Prior ym. 2004.) Useissa tutkimuksissa on havaittu PGC-1a:n lisaan-
tyminen kuormituksen yhteydessa niin ihmisella kun koe-eldimilla. Tarkka
mekanismi, jolla kuormitus indusoi PGC-1a:a, on edelleen epaselva. (Baar
ym. 2002, Koves ym. 2005, Norrbom ym. 2004.) Kuormitus aktivoi p-
adrenergisia reseptoreja laaja-alaisesti. B-adrenergisen signaloinnin merkitys-
t4 angiogeneesissa ei ole kuitenkaan tutkittu intensiivisesti. Iccarino ym.
(2005) osoittivat tutkimuksessaan p-adrenergisten reseptorien aktivoinnin li-
sdévan angiogeneesia luurankolihaksessa (laccarino ym. 2005). Miura ym.
(2007) puolestaan osoittivat, ettd B-adrenergisten reseptorien stimulointi luu-
rankolihaksessa johtaa selkeddn PGC-la:n ilmenemisen lisdéntymiseen.
Niinpa voidaan paatelld, ettd PGC-1a:n lisdédntyminen kuormituksen seurauk-
sena on ainakin osittain B-adrenergisen signaloinnin aiheuttamaa. (Miura ym.
2007.)

4.2 PGC-1a/ERRa/VEGF-signalointireitti

Hypoksian aiheuttaman VEGF:n saételyn on ajateltu olevan pééasiassa hyvin
tunnettujen HIF-tekijoiden aiheuttamaa. (Ferrara ym. 2003). PGC-1a:lla on
merkittdva rooli niin sanotussa HIF:sta riippumattomassa angiogeneesireitis-
s&, silla PGC-1a:n siirto soluun virusvektorin avulla ei aiheuta muutosta HIF-
la:n tuotantoon tai stabiliteettiin, mutta indusoi VEGF:n tuotantoa voimak-
kaasti. N&in ollen voidaan todeta, ettd PGC-1a:n VEGF:a indusoiva signa-
lointireitti ei kulje HIF:n kautta. Samalla tavoin hapen ja ravinnon puutteen
indusoima PGC-1la:n eritys on nahtavésti HIF:sta riippumatonta. HIF-1a:n
aktiivisen muodon lisd&minen ei vaikuta PGC-1a:n promoottorialueeseen kun
taas VEGF:n promoottorialue aktivoituu voimakkaasti lisdyksen seurauksena.
(Arany ym. 2008.)

Liséksi tutkimuksissa on havaittu, ettd PGC-1a:n lisdys yksittdiseen ERR-a

tumareseptoriin  johtaa VEGF:n ilmenemistd indusoivan luciferaasi-
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aktiivisuuden kahdeksankertaistumiseen. Kuvassa 6 on kuvattu PGC-
1lo/ERRo/VEGF-signalointireitti kuormituksen yhteydessa. ERR-a:n ja PGC-
la:n tiedetadn vaikuttavan toisiinsa fysikaalisesti ja toiminnallisesti. ERR-a
vaikuttaa my0s rasvahappojen hapetuksen ja oksidatiivisen fosforylaation
saatelyyn. PGC-1a:n VEGF:n ilmenemista stimuloiva vaikutus vélittyykin

ainakin osittain ERR-a:n aktivoitumisen kautta. (Arany ym. 2008.)
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KUVA 6 PGC-1o/ERRa/VEGF-signalointireitti kuormituksen yhteydessa. Mukailtu
Arany ym. 2008.

Tutkimusten perusteella voidaan olettaa, ettd PGC-1a/ERR-a — reitin kautta
tapahtuu kuormituksen aiheuttamaa neovaskularisaatiota. Kaikkiaan PGC-1a
saatelee laajasti raajalihasten genetiikkaa. Sen s&atelemand toimivat an-
giogeneesin liséksi muun muassa rasvahappojen hapetus, oksidatiivinen fos-
forylaatio sek& lihassolutyyppien muutos oksidatiiviseen kapillaaritineydel-
td4&dn suurempaan suuntaan. (Arany 2008, Handschin & Spiegelman 2006.)

Tama teoria yhdistdd mitokondrioiden s&atelemén hapenkulutuksen seka ve-
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risuoniston kautta tapahtuvan hapen ja ravintoaineiden jakelun ja kuljetuksen.
(Arany ym. 2008.)

Chinsomboom ym. (2009) havaitsivat voimakkaan angiogeneesi-vasteen hiir-
ten raajalihaksissa vapaaehtoisen harjoittelun seurauksena. PGC-lo —
knockout hiirten raajalihaksissa ei puolestaan havaittu kapillaaritiheyden li-
sadantymista lainkaan vasteena harjoittelulle. Kuormituksen indusoima PGC-
la:n lisddntyminen on riippuvainen B-adrenergisesta signaloinnista. PGC-
la:n lasné ollessa B-adrenerginen signalointi liséd myds muiden angiogenee-
sin saatelytekijoiden kuten VEGF:n méaaraa lihaksessa. PGC-1a:n ja VEGF:n
valilla téssé signalointireitissa toimii valittdjaaineena tumareseptori ERRa.
ERRo:n puuttuminen estdd kapillaaritiheyden lisadntymisen kuormituksen
jalkeen. B-adrenergisen signaloinnin kaynnistamd PGC-l1a/ERRa/VEGF-
signalointireitti on hyvin todennakdinen kuormituksen indusoiman an-

giogeneesin saatelija. (Chinsomboom ym. 2009.)
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5 RUOKAVALION VAIKUTUS KESTAVYYSHARJOITUSVAS-
TEISIIN JA KAPILLAARITIHEYTEEN

5.1 Kestidvyysharjoitusvasteet

Pitkéaaikaisen kestévyysharjoittelun vaikutusta on tutkittu paljon ja harjoitte-
lun aiheuttamat anatomiset ja fysiologiset muutokset ovat yleisesti tunnettuja.
Saannollinen kestavyysharjoittelu aiheuttaa muutoksia luurankolihasten toi-
mintaan ja rakenteeseen. Lihassolujen oksidatiivinen kapasiteetti ja mito-
kondrioiden koko sek& maara kasvavat, minka seurauksena lihas pystyy tuot-
tamaan tehokkaammin energiaa aerobisesti ja siten vastustamaan harjoituksen
aiheuttamaa homeostaasin muutosta tehokkaammin kuin harjoittelematon li-
has. (McArdle ym. 2001, 477-479.)

Plasman ja koko verim&&rdn on havaittu lisddntyvan kestavyysharjoittelun
vaikutuksesta (Convertino 1991). Suurin kestdvyysharjoittelun aiheuttama
muutos tapahtuu kuitenkin syddmen vasemmassa kammiossa. Kammio joutuu
rasituksen aikana pumppaamaan suuria verimaaria, jolloin se adaptoituu tilan-
teeseen lisaédmalla kammion tilavuutta. Kammion tilavuuden kasvun lisaksi
my0s sen seindman lihaskerros paksuuntuu ja kammion massa lisdantyy. Li-
sédantyneen massan vuoksi sydan pystyy supistumaan ja siten pumppaamaan
verta elimiston kayttoon tehokkaammin. Kaytanndssa suuremman verimaaran
ja sydamen kasvaneen pumppaustehon vaikutuksesta sydamen iskutilavuus
eli sydamen kerralla systeemiverenkiertoon pumppaama veriméara kasvaa.
Vasemman kammion massan on havaittu myos korreloivan vahvasti maksi-
maalisen hapenottokyvyn (VO,max) kanssa, jota pidetédan tarkeimpéna kesta-

vyyssuorituskykyé kuvaavana muuttujana. (Brandao ym. 1993.)

Aktiivisesti kestavyysurheilua harrastavilla on alhaisempi leposyke seka suu-

rempi sydamen iskutilavuus ja minuuttitilavuus harjoittelemattomiin yksildi-



32

hin verrattuna. Varsinkin maksimaalisessa rasituksessa minuuttitilavuus on
kestavyysharjoittelun ansiosta huomattavasti suurempi, johtuen lahinna isku-
tilavuuden paranemisesta, silld maksimisykkeeseen kestévyysharjoittelulla ei
ole havaittu olevan juurikaan vaikutusta. Maksimisyke voi jopa hieman las-
kea lisdéntyneen parasympaattisen aktiivisuuden seurauksesta. (McArdle ym.
2001, 479-486.)

5.2 Ruokavalion vaikutus kestiavyysharjoitusvasteisiin

Rasvalla on tarkea rooli kalvojen rakennusaineena ja energianléahteena suori-
tuksen aikana. Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd vaharasvainen ruokavalio
heikentdd kestavyyssuoritusta. Kestavyysharjoittelun seurauksena mitokond-
riot, oksidatiiviset entsyymit ja rasva-aineenvaihdunta lisdantyvét, eli vapai-
den rasvahappojen kayttd ja rasvahappojen vapauttaminen rasvakudoksesta
paranevat. Kestavyysharjoittelu myds kasvattaa lihaksen siséisid rasva- ja
glykogeenivarastoja. (Venkatraman & Pendergast, 2002.)

Laajan kaksivuotisen seurantatutkimuksen mukaan matalahiilihydraattinen ja
rasvapitoinen ruokavalio on parempi vaihtoehto veren kolesteroliarvojen op-
timoimiseksi ja insuliinisensitiivisyyden lisddmiseksi kuin véh&rasvainen
ruokavalio. Kaiken kaikkiaan vahérasvaista ruokavaliota, jossa hiilihydraatit
on karsittu minimiin, voidaan pitaa terveyden kannalta vahintaankin yhté tur-
vallisena kuin perinteisten ravintosuositusten mukaista ruokavaliota. (Shai ym.
2008.)

Helge toteaa laajassa rasvasyoton vaikutuksia ihmisten kestavyyssuoritusky-
kyyn kasittelevdssa review-artikkelissaan, ettd alle viikon kestavilla ras-
vasyottdjaksoilla on muutamissa tutkimuksissa havaittu positiivinen vaikutus
kestavyyssuorituskykyyn, kun taas yli viikon kestavilla rasvasyottojaksoilla ei

vastaavaa vaikutusta keskiraskaalla tai raskaalla teholla toteutettuihin kesta-
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vyyssuorituksiin ole havaittu. Yli viikon kesténeitd tutkimusjaksoja on ihmi-
silla kuitenkin toteutettu vain muutamia ja koska eldinkokeissa on saatu risti-
riitaisia tuloksia, ei rasvasyoton hyotyja tai haittoja kestavyyssuorituskykyyn
ihmisilld voida kiistatta osoittaa ilman jatkotutkimuksia. (Helge 2000.)

Lee ym. (2001) puolestaan havaitsivat rottien rasvasyoton, kestavyysharjoit-
telun ja suorituskyvyn vélisid suhteita koskevassa tutkimuksessaan, ettd har-
joittelemattomilla rotilla rasvasyotto lisasi rottien suorituskykyé hiilinydraat-
tipitoista ruokaa syoneisiin rottiin verrattuna. Eniten suorituskykyaan paran-
sivat rotat, joilla rasvaiseen ruokavalioon oli yhdistetty kovaintensiteettinen
(>75% VO;max) harjoittelu. Kevyen harjoittelun ja rasvaisen ruokavalion
yhdistelméll& ei puolestaan ollut vaikutusta suorituskykyyn verrattuna kevyen
harjoittelun ja hiilihydraattipitoisen ruokavalion yhdistelmaan. (Lee ym.
2001.)

Kestavyyssuorituskyvyn kannalta paras mahdollinen ruokavalion avulla saa-
tava hyoty nayttaisi olevan mahdollista saavuttaa jaksottelemalla korkearas-
vaista ja korkeahiilihydraattista ruokavaliota. N&in saadaan rasvaisen ruoka-
valion rasva-aineenvaihduntaa tehostava ja glykogeenivarastoja sééstava hyo-
ty ja lisdksi voidaan suurentaa lihasten glykogeenivarastoja, jolloin glykogee-
nin varhainen loppuminen ei muodostu rajoittavaksi tekijaksi. Kiistaton hyoty
rasvaisen ruokavalion vaikutuksesta kestévyyssuorituskykyyn on kuitenkin
todistamatta. (Burke & Hawley 2002.)

5.3 Ruokavalion vaikutus kapillaaritiheyteen

Rasvainen ruokavalio aiheuttaa elimistolle stressin joka kuormittaa aineen-
vaihduntaa ja aiheuttaa kroonisen tulehduksen aineenvaihduntaan osallistu-
vissa kudoksissa. Tdméa johtaa elimiston homeostaasin hairiintymiseen. Eli-
mist0 reagoi homeostaasin hairiintymiseen séatelemalld geenien ilmenemisté

sopeutuakseen muuttuneeseen tilanteeseen. (Spriggs ym. 2010.)
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Pitk&kestoisen rasvaruokinnan on havaittu lisadvan etureiden kapillaaritiheyt-
td merkittavasti hiirilla. Mekanismi kapillaaritiheyden lisddntymiseen rasva-
ruokinnan vaikutuksesta on epéselvd, mutta seké tutkimusten mukaan PGC-
la- ettd HIF1a-riippuvaiset signalointireitit aktivoituvat. (Silvennoinen ym.
2010.) Rasvainen ruokavalio lis&a hiirilla rasvakudoksen madraa ja siten
my®os leptiini-hormonin tuottoa. Leptiini on angiogeneesia stimuloiva hormo-
ni ja sen on havaittu lisadvan uusien kapillaarien muodostumista tehostamalla
MMP-proteiinien tuotantoa sek& lisadmalla VEGFR1-reseptorien aktiivisuut-
ta. (Park ym. 2001.)

Balwierz ym. (2009) tutkivat seitseman viikkoa kestdneen rasvaruokinnan
vaikutuksia hiirilld. Kapillaaritineyden havaittiin kasvaneen, mutta saately-
proteiinien lahempi tarkastelu osoitti, ettd vain angiogeneesin kaynnistavien
proteiinien aktivaatio oli lisdantynyt kun taas useiden angiogeneesia saatele-
vien proteiinien reseptorien maara seka endoteelisolujen muuntumisesta ja
kapillaarien kypsymisestéd vastaavien saatelyproteiinien ilmeneminen oli jopa
vahentynyt tavalliseen ruokavalioon verrattuna. Tutkimuksessa kéytettiin ka-
pillaarien maaran tutkimiseen niin sanottua matrixi-implanttia, joka ei vastaa
oikeaa kudosta. Epakypsille kapillaareille tyypillistad geeniekspressiota havait-
tiin myds normaalilla ruokavaliolla eldneessd kontrolliryhméssé, mistd voi-
daan péaatelld, ettei kyseisellda menetelméll&d saaduista tuloksista voi vetéé ko-
vin luotettavia johtopaatoksia oikean lihaskudoksen suhteen. (Balwierz ym.
2009.)
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6 TUTKIMUSONGELMA JA HYPOTEESIT

Rasvasyotto lisasi aiemman tutkimuksen mukaan kapillaaritineytta (Silven-
noinen ym. 2010). Edelleen on epéselvaa milla mekanismilla rasvasyotto li-

séé kapillaaritiheytta.

Tassa tutkimuksessa tarkoituksena on selvittaa:

1. 20 viikon mittaisen rasvasyoton vaikutusta angiogeneesin saatelyproteii-
nien ilmenemiseen hiiren raajalihaksissa inaktiivisilla seka kestavyyshar-
joitelleilla koe-el&aimilla

2. Millaisen vasteen maksimaalinen kestavyysharjoitus aiheuttaa an-
giogeneesin saatelytekijoissd 20 viikon rasvasyoton jélkeen verrattuna

normaaliruokavalioon

Hypoteesina on, ettd rasvainen ruokavalio lisdd angiogeneesia stimuloivien
proteiinien ilmenemista ja vahentda angiogeneesia inhiboivien proteiinien il-
menemist4 normaaliin ruokavalioon verrattuna ja etta ilmid on vield voimak-
kaampi rasvaisen ruokavalion ja kestdvyysharjoittelun yhteisvaikutuksesta.
Toisena hypoteesina on, ettd maksimaalinen kestdvyysharjoitus rasvaisen
ruokavalion yhteydessd aiheuttaa suuremman nousun angiogeneesida in-

dusoivien proteiinien maarassa kuin normaalin ruokavalion yhteydessa.
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7 TUTKIMUSMENETELMAT

Kaaviossa 1 kuvataan tutkimuksen kulku kokonaisuudessaan. Tulevissa kap-
paleissa kdydaan lapi koe-eldimiin, tutkimusryhmiin seké néytteiden keraami-

seen ja késittelyyn liittyvét asiat.

[Hiiret (n=68) Tanskasta Suomeen, viikon totuttelu olosuhteisiin]
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KAAVIO 1 Tutkimuksen kulku
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7.1 Koe-eliimet

Tutkimus on Etel&d-Suomen laaninhallituksen eldinkoelautakunnan hyvaksy-
mé. Koe-eldimind kaytettiin C57BL/6J- kannan uroshiirid (n=68), jotka Ta-
conic (Ejby, Tanska) toimitti Suomeen kuuden viikon iké&isind. Hiiret elivat
tutkimuksen ajan kukin omassa kosteuden ja lampotilan suhteen kontrol-
loiduissa hakissaan valo-pimea-rytmilla 12:12 (08.00 — 20.00). Hiiret saivat
viikon aikaa sopeutua uuteen elinymparistoonsa ennen tutkimusryhmiin jakoa
(kts. kaavio 1).

7.2 Tutkimusryhmat

Hiiret jaettiin kaavion 1 mukaisesti kaikkiaan kahdeksaan tutkimusryhmaén.
Neljan ryhman osalta tutkittiin 20 viikkoa kestdvén rasvasyoton sekd ras-
vasyottoon yhdistetyn kestavyystyyppisen harjoittelun pitkaaikaisvaikutuksia
angiogeneesin saatelyproteiinien ilmenemiseen hiirten raajalihaksissa. Nor-
maaliruokainen kontrolliryhmé LF (n=10) s6i tutkimusjakson ajan normaalia
teollisesti koe-eldimille valmistettua ruokaa (R36: 4 % rasvaa, 55.7 % hiili-
hydraattia, 18.5 % proteiinia, 3 kcal/g; Labfor, Tukholma, Ruotsi). Rasvaruo-
kainen kontrolliryhmé& HF (n=10) puolestaan soi tutkimusjakson ajan teollista
laardipohjaista korkearasvaista ruokaa (D12492: 60 % rasvaa, 20 % hiilihyd-
raattia, 20 % proteiinia, 5.24 kcal/g; Research Diets, New Brunswick, USA).
Hiiret saivat rajoittamattomasti ruokaa ja vettd. Kontrollijuoksijoiden ryhma
LFR (n=10) seké& rasvajuoksijoiden ryhma HFR (n=10) soivat ryhman mu-
kaan kontrolli- tai rasvaruokaa ja lisaksi rynmien hiirilla oli hakeissaan juok-
supyorat, joissa ne saivat vapaaehtoisesti harjoitella. Tutkimuksessa kéytetyn
juoksupyoran halkaisija on 12 cm ja leveys 8 cm. Juoksuryhmien hiirten

juoksumaara rekisteroitiin pyoraan liitetylld magneettisella kierroslaskijalla.



38

Nelj& muun tutkimusryhméan kohdalla haluttiin tutkia 20 viikkoa kesténeen
rasvasyoton jalkeen tehdyn maksimaalisen juoksutestin akuuttia vaikutusta
angiogeneesin séatelyproteiinien ilmenemiseen hiirten raajalihaksissa verrat-
tuna kontrolliruokavaliolla el&dneiden hiirten kuormitusvasteisiin. Ryhmat
LFO (n=7) sekd LF6 (n=7) soivat tutkimusjakson ajan edella kuvatunlaista
normaalia koe-eldinruokaa kun taas ryhmien HFO (n=7) seka HF6 (n=7) hiiret
elivat tutkimusjakson ajan korkearasvaisella ruokavaliolla. Kaikille naille
ryhmille suoritettiin maksimaalinen juoksutesti tutkimusjakson lopuksi. Hiiret
paastosivat tunnin ennen testin aloittamista. Testi toteutettiin moottoroidulla
juoksumatolla siten ettd testin alussa oli 5 min lammittelyaika nopeudella 8
tai 10 m/min, jonka jalkeen juoksumaton nopeus nostettiin hiljalleen seuraa-
van 5 min aikana varsinaiseen aloitusnopeuteen. Aloitusnopeus méaritettiin
jokaiselle hiirelle yksil6llisesti kuukautta aiemmin tehdyn maksimaalisen tes-
tin perusteella siten, ettd testin kesto olisi kaikilla hiirilla suurin piirtein sama.
Taulukossa 1 esitetddn maksimaalisen juoksutestin kesto ryhmien keskiarvoi-

na.

TAULUKKO 1 Ryhmien keskiméaardaiset juoksuajat maksimaalisessa juoksutestissé

LFO LF6 HFO HF6
Keskiarvo (h:min) | 1:18 1:20 1:04 1:07
SD 0:13 0:19 0:10 0:05

7.3 Lihasndytteiden keraaminen

20 viikon tutkimusjakson pééatteeksi koe-eldimet lopetettiin lihasndytteiden
keradmiseksi. Pitkdaikaisvaikutusryhmien (LF, HF, LFR sekd HFR) hiiret lo-
petettiin kahden tunnin paaston jalkeen. Juoksuryhmiltd LFR ja HFR oli li-
séksi estetty juoksuharjoittelu viimeisen 32 tunnin ajan akuuttien harjoitus-
vaikutusten poissulkemiseksi. Ryhmissé LFO ja HFO hiiret paastosivat tunnin

ajan ennen noin tunnin kestanytta juoksutestid, minka jalkeen ryhmien hiiret
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lopetettiin vélittdmaésti. LF6- ja HF6-ryhmilla oli myds tunnin paasto ennen
juoksutestid, minké jalkeen ne saivat vield sydda ryhménsa mukaista ruokaa.
Nelja tuntia testin jalkeen ne eivét enad saaneet ruokaa ja kahden tunnin paas-
ton jalkeen eli kuusi tuntia maksimaalisen juoksutestin loppumisen jélkeen
ryhmien LF6 ja HF6 hiiret lopetettiin. Talla pyrittiin siihen, ettd nahtaisiin
muutokset niin valittomasti kuormituksen jélkeen, kuin hieman hitaamminkin
ilmenevien proteiinien ilmenemisessa. Kaikissa kahdeksassa ryhméssé hiiret
siis paastosivat kaksi tuntia ennen lopettamista. Kaikilta hiirilta keréattiin li-

hasnaytteet myohempaa tutkimista ja analysointia varten.

7.4 Lihasniytteiden homogenointi ja poolaus

Hiirten oikean takajalan gastrocnemius-lihaksen distaalinen osa homogenoi-
tiin késin proteaasi- ja fosfataasi-inhibiittoreita sisaltavassa puskuriliuoksessa
(Hepes pH7.4 20 mM, EDTA 1mM, EGTA 5mM, Sodium deoxy cholate
0,2%, MgCI2 10mM, DDT 2mM, NP-40 1%, Proteaasi fosfataasi INH. 3%,
Na3Vv0O4 1mM, Beta-glycerophosphate 100 mM, H,0). Néytteen ja puskurin
suhde oli 7 %. Homogenoituja naytteita pyoritettiin 30 minuuttia 4°C lampo-
tilassa, jonka jéalkeen ne sentrifugoitiin nopeudella 10 000g 10 minuutin ajan
samassa lampotilassa solujatteiden poistamiseksi. Naytteité sailytettiin -80°C
lampdtilassa. Kokonaisproteiinin méaaritykset tehtiin kdyttden bicinchoninic
acid protein assay-menetelmaé (Pierce Biotechnology, Rockford, IL). Néayt-
teet poolattiin ryhmittdin siten, ettd yhden ryhmén kaikista néytteista otettiin
sama kokonaisproteiinimadra muodostamaan yksi yhteinen koko ryhmaa ku-
vaava nayte. Ndin saatiin kahdeksan naytettd, joista kukin edusti omaa tutki-

musryhmaansa.

7.5 Proteomiikkatutkimus

Angiogeneesin saatelyproteiinien ilmenemisen tutkimiseen kéytettiin R&D

Systems:n Proteome Profiler™ Array - Mouse Angiogenesis Array Kit — me-
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netelméé. Valmistajan mukaan kyseessa on nopea ja sensitiivinen menetelma
naytteiden valisten erojen havaitsemiseen. Menetelmalld on mahdollista ha-
vaita 53 angiogeneesin saatelyyn liittyvan proteiinin suhteelliset ilmenemista-
sot ilman lukuisia vasta-aine- ja Western blot- maarityksid. Menetelmén vas-

ta-aineet on valittu kéyttaen seka luonnollisia ettd rekombinoituja proteiineja.

Nitroselluloosakalvolle on kiinnitetty kahtena vierekkdisend parina prote-
linikohtaisia vasta-aineita seka kontrollivasta-aineita. Tutkittava poolattu nay-
te sekoitettiin vasta-ainecocktailin kanssa, jonka jélkeen seos kaadettiin kal-
volle ja inkuboitiin +4 asteessa yon yli. Inkubaation jélkeen seuraavana aa-
muna kalvo pestiin huolellisesti sitoutumattoman materiaalin poistamiseksi.
Kalvolle lisattiin Streptavidin-HRP- sekd chemiluminescent-reagensseja (Su-
perSignal West femto maximum sensitivity substrate, Pierce Biotechnology),
jotka aiheuttavat kuvatessa havaittavan signaalin voimakkuuden sen mukaan,
kuinka paljon proteiinia kalvon vasta-aineisiin on sitoutunut. Tuotteen muka-
na tulevan oppaan mukaan pystyttiin maarittdmaan, mitd proteiinia mikakin

pistepari kalvolla kuvaa.

KUVA 7 Esimerkki kasitellysta ja kuvatusta nitrosellulaarimembraanista
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7.6 Tulosten analysointi

Kalvot kuvattiin ja analysoitiin kdyttden ChemiDoc XRS laitetta ja Quantity
One -ohjelmaa (version 4.6.3. Bio-Rad Laboratories). Kuvankasittelyohjel-
malla madritettiin jokaisen pisteen pikselitiheys. Suuri pikselitiheys kuvaa
proteiinin suurta maérad naytteessa. Jokaisen proteiinin kohdalta madritettiin
pikselitiheys vierekkaisten pisteiden pikselitineyden keskiarvon perusteella.
Kalvon negatiivista kontrollipistetta kéytettiin taustan pikselitiheyden maarit-
tdmiseen ja se vahennettiin jokaisesta proteiinin méaraa kuvaavasta pikseliti-

heydesta.

Proteiinimaaritykset toteutettiin kolmella eri tutkimuskerralla, jotka keskinéi-
sen vertailun mahdollistamiseksi normalisoitiin analyysivaiheessa toistensa
suhteen. Ensimmaiselld kerralla tutkittiin kolmea ryhmég, jotka olivat HF,
HFR sek&d LFR. Toisessa méarityksessa olivat mukana ryhmét HFO, LFO.
HF6 sekéd LF6. Viimeisessa maarityksessa tutkittiin rynmia LF, HF, LF6 seka
HF6. Ensimmainen ja kolmas tutkimuskerta normalisoitiin toistensa suhteen
HF- ryhmén tulosten perusteella muodostetun normalisointikertoimen mu-
kaan. Toinen ja kolmas tutkimuskerta normalisoitiin puolestaan keskendn
HF6- ryhman tulosten perusteella muodostetun normalisointikertoimen mu-
kaan. Nain eri tutkimuskerroilla saadut tulokset saatiin vertailukelpoisiksi
keskenddn. Tamankaltainen tulosten analysointi ei voi hyddyntaa tilasto-

analyysia.
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8 TULOKSET

8.1 Rasvaruokinnan pitkaaikaisvaikutukset angiogeneesia
stimuloiviin proteiineihin

Taulukossa 2 eri ryhmien proteiiniméa&rad kuvaavat pikselitiheydet on norma-
lisoitu kontrolliryhmé&n LF suhteen siten, ettd taulukon lukuarvot >1 kuvaavat
kyseisen proteiinin suurempaa maaraa naytteessa kontrolliryhméan nahden
kun taas lukuarvot <1 kuvaavat naytteessd olleen vahemman kyseista proteii-

nia kuin kontrolliryhman naytteessa.

Suurin osa angiogeneesia stimuloivien proteiinien lisdantymisestd nahdaan
juoksuryhmissa. Rasvakontrolliryhmdsséd angiogeneesia stimuloivien proteii-

nien maara on paaasiassa kontrolliryhmaa vahaisempaa.



43

TAULUKKO 2 Rasvaruokinnan pitkaaikaisvaikutukset angiogeneesia stimuloiviin
proteiineihin LF-ryhmén tuloksiin verrattuna

HF LFR HFR
Amphiregulin 0,52 1,36 1,40
Angiogenin 0,75 0,92 0,92
Angiopoietin-1 0,59 1,45 1,38
Angiopoietin-3 0,63 1,01 0,81
Coagulation Factor lll 0,93 1,26 1,07
CXCL16 0,77 1,05 0,92
Cyr61 0,80 1,00 1,09
DLL4 0,82 1,10 0,97
DPPIV 1,20 1,13 0,79
EGF 0,90 2,92 2,53
Endoglin 1,03 1,02 0,84
Endothelin-1 0,89 0,58 0,39
FGF acidic 1,15 0,85 0,91
FGF basic 0,80 0,73 0,48
FGF-7 0,61 0,80 0,71
Fractalkine 0,79 0,93 0,76
HB-EGF 1,09 1,09 0,93
HGF 0,82 1,19 0,72
IL-1a 0,71 0,91 0,60
IL-18 0,78 5,23 4,06
KC 0,64 2,97 2,85
Leptin 1,35 1,54 1,38
MCP-1 0,91 1,60 0,93
MIP-1a 1,05 1,70 0,84
MMP-3 (pro and mature form) 0,75 2,54 1,50
MMP-8 (pro form) 0,75 0,90 0,74
MMP-9 (pro and active form) 0,58 1,05 0,77
NOV 0,52 1,04 0,95
PD-ECGF 0,46 0,99 0,85
PDGF-AA 1,05 1,10 0,83
PDGF-AB/PDGF-BB 1,16 1,28 1,01
PIGF-2 0,85 0,96 0,80
Proliferin 0,62 0,83 0,77
SDF-1 0,68 1,07 0,81
Serpin E1 0,57 1,48 1,48
VEGF 0,77 1,02 0,84
VEGF-B 0,64 0,86 0,78
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8.2 Rasvaruokinnan pitkaaikaisvaikutukset angiogeneesia in-
hiboiviin proteiineihin

Myos taulukossa 3 muiden ryhmien tuloksia verrataan LF-ryhman tuloksiin,
kuten edelld kuvattiin. HF-ryhmé&ssé angiogeneesid inhiboivien proteiinien

ilmeneminen on ollut yleisesti vahaisempad kontrolliruokavalioryhméan ver-

rattuna.

TAULUKKO 3 Rasvaruokinnan pitkdaikaisvaikutukset angiogeneesid inhiboiviin
proteiineihin LF-ryhmén tuloksiin verrattuna

HF LFR HFR
ADAMTS1 0,73 1,37 1,48
Endostatin/Collagen XVIII 1,09 0,93 0,81
IGFBP-1 0,86 1,24 0,66
IGFBP-2 0,89 1,15 0,77
IGFBP-3 0,84 1,07 0,87
IL-10 0,65 0,97 0,83
IP-10 0,74 0,88 0,77
Osteopontin 1,28 0,65 0,65
Pentraxin-3 0,87 1,62 1,16
Platelet Factor 4 1,15 1,75 1,60
Prolactin 0,59 1,16 0,78
Serpin F1 0,80 1,14 1,05
Thrombospondin-2 0,59 0,90 1,01
TIMP-1 0,88 0,41 0,29
TIMP-4 0,74 1,35 1,09

8.3 Kuormituksen aiheuttamat akuutit vasteet angiogeneesia
stimuloiviin proteiineihin

Taulukossa 4 verrataan maksimaaliseen juoksutestiin osallistuneiden ryhmien
tuloksia ryhman LF tuloksiin. Kuormitus on aiheuttanut normaalilla ruokava-
liolla tutkimusjakson ajan elaneill& hiirilla angiogeneesié stimuloivien prote-
linien akuutin v@henemisen, kun taas rasvaruokaa syoneilld hiirilla osa an-
giogeneettisistd proteiineista on heti kuormituksen jalkeen koholla. Kuusi
tuntia kuormituksen jélkeen LF6 ryhmén tilanne vastaa LF-ryhmaén tilannetta,
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kun taas HF6-ryhmén néytteessa angiogeneesia stimuloivia proteiineja esiin-

tyy véhemman.

TAULUKKO 4 Kuormituksen aiheuttamat akuutit vasteet angiogeneesia stimuloi-
viin proteiineihin LF-ryhmén tuloksiin verrattuna

LFO LF6 HFO HF6
Amphiregulin 0,85 0,80 0,68 0,59
Angiogenin 0,89 0,77 1,20 0,84
Angiopoietin-1 0,42 0,79 0,71 0,63
Angiopoietin-3 0,41 0,95 0,76 0,70
Coagulation Factor lll 0,68 0,86 0,96 0,85
CXCL16 0,48 0,94 0,76 0,91
Cyr61 0,64 0,80 1,39 0,76
DLL4 0,64 0,95 0,94 0,87
DPPIV 0,99 0,96 1,30 1,06
EGF 0,40 0,72 0,71 0,64
Endoglin 0,74 1,05 2,20 0,80
Endothelin-1 0,88 0,99 1,13 0,92
FGF acidic 0,67 0,81 1,34 0,90
FGF basic 0,76 1,17 1,14 0,84
FGF-7 0,40 0,92 0,68 0,63
Fractalkine 0,48 0,82 0,83 0,63
HB-EGF 0,56 1,08 0,84 0,91
HGF 0,37 1,16 0,89 0,88
IL-1a 0,52 1,17 1,08 0,66
IL-18 0,84 1,68 2,66 0,90
KC 0,31 1,16 1,33 0,74
Leptin 0,45 1,10 0,96 1,20
MCP-1 0,42 1,46 1,03 0,99
MIP-1a 0,36 1,20 0,97 0,67
MMP-3 (pro and mature form) 0,13 0,87 0,65 0,44
MMP-8 (pro form) 0,31 0,99 0,67 0,61
MMP-9 (pro and active form) 0,33 1,10 0,80 0,52
NOV 0,34 0,83 0,75 0,39
PD-ECGF 0,29 0,98 0,89 0,67
PDGF-AA 0,55 1,11 0,99 1,07
PDGF-AB/PDGF-BB 0,64 1,04 1,29 0,98
PIGF-2 0,32 1,20 0,71 0,79
Proliferin 0,28 1,02 0,77 0,54
SDF-1 0,49 1,20 1,07 0,85
Serpin E1 0,38 1,25 1,28 0,90
VEGF 0,45 0,98 0,79 0,52
VEGF-B 0,69 0,88 0,78 0,49
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Taulukossa 5 puolestaan verrataan kuormituksen aiheuttamia vasteita rasva-
ruokaa syoneeseen kontrollirynmaan HF. Nahdaan, etta rasavaryhmissa suu-
rin osa angiogeneesia stimuloivista proteiineista on koholla vélittomasti
kuormituksen jalkeen HF- kontrolliin verrattuna. Kuuden tunnin kuluttua
kuormituksesta tilanne on palautunut lahes kaikkien proteiinien osalta samalle
tasolle kuin ennen kuormitusta.

TAULUKKO 5 Kuormituksen aiheuttamat akuutit vasteet angiogeneesia stimuloi-
viin proteiineihin rasvaruokaryhmissa HF-ryhman tuloksiin verrattuna

HFO HF6
Amphiregulin 1,31 1,14
Angiogenin 1,60 1,12
Angiopoietin-1 1,20 1,07
Angiopoietin-3 1,21 1,11
Coagulation Factor Il 1,03 0,91
CXCL16 0,99 1,19
Cyr61l 1,74 0,94
DLL4 1,15 1,07
DPPIV 1,08 0,88
EGF 0,79 0,71
Endoglin 2,15 0,78
Endothelin-1 1,26 1,03
FGF acidic 1,16 0,78
FGF basic 1,42 1,04
FGF-7 1,11 1,04
Fractalkine 1,05 0,79
HB-EGF 0,77 0,84
HGF 1,08 1,07
IL-1a 1,52 0,92
IL-1B 3,41 1,16
KC 2,06 1,15
Leptin 0,71 0,89
MCP-1 1,12 1,08
MIP-1a 0,92 0,63
MMP-3 (pro and mature form) 0,87 0,58
MMP-8 (pro form) 0,90 0,81
MMP-9 (pro and active form) 1,39 0,90
NOV 1,43 0,75
PD-ECGF 1,95 1,46
PDGF-AA 0,94 1,02
PDGF-AB/PDGF-BB 1,11 0,85
PIGF-2 0,84 0,93
Proliferin 1,24 0,87
SDF-1 1,58 1,25
Serpin E1 2,24 1,58
VEGF 1,03 0,67
VEGF-B 1,22 0,77
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8.4 Kuormituksen aiheuttamat akuutit vasteet angiogeneesia
inhiboiviin proteiineihin

Taulukossa 6 on listattu kuormituksen aiheuttamia vasteita angiogeneesia in-
hiboiviin proteiineihin LF- ryhmé&an verrattuna. Normaaliruokavaliolla el&-
neissd ryhmissa angiogeneesin inhibiittoreiden maéra on alentunut valitto-
maésti kuormituksen jéalkeen ja tilanne on palannut kuormitusta edeltaneelle
tasolle kuusi tuntia kuormituksen jalkeen. Rasvaruokaryhmissa angiogeneesia
inhiboivien proteiinien mé&aré on alentunut etenkin kuusi tuntia kuormituksen

jalkeen LF-ryhmaan verrattuna.

TAULUKKO 6 Kuormituksen aiheuttamat akuutit vasteet angiogeneesia inhiboiviin
proteiineihin LF-ryhmén tuloksiin verrattuna

LFO LF6 HFO HF6
ADAMTS1 0,89 0,69 0,85 0,70
Endostatin/Collagen XVIII 1,20 1,02 1,64 1,00
IGFBP-1 0,75 0,95 0,91 0,76
IGFBP-2 0,31 0,91 0,58 0,57
IGFBP-3 0,51 0,91 1,03 0,64
IL-10 0,31 0,94 0,84 0,59
IP-10 0,30 0,90 0,85 0,65
Osteopontin 0,34 0,83 0,90 1,95
Pentraxin-3 0,38 1,22 0,96 0,81
Platelet Factor 4 0,95 1,04 1,90 0,87
Prolactin 0,23 0,84 0,68 0,50
Serpin F1 0,41 1,01 0,88 0,81
Thrombospondin-2 0,41 0,98 0,79 0,53
TIMP-1 0,51 1,04 1,03 0,83
TIMP-4 0,40 0,87 0,68 0,50
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Kun taas verrataan rasvaruualla eldneiden ryhmien kuormitusvasteita rasva-
ruualla eldneeseen kontrolliryhmaan (taulukko 7), havaitaan ettd osa an-
giogeneesia inhiboivista proteiineista lisdantyy vélittomasti kuormituksen jal-
keen. Kuusi tuntia kuormituksen jalkeen tilanne on muutamia poikkeuksia lu-

kuun ottamatta palautunut vastaavaan tilanteeseen kuin ennen kuormitusta.

TAULUKKO 7 Kuormituksen aiheuttamat akuutit vasteet angiogeneesia inhiboiviin
proteiineihin rasvaryhmisséd HF-ryhman tuloksiin verrattuna

HFO HF6
ADAMTS1 1,17 0,97
Endostatin/Collagen XVIII 1,50 0,92
IGFBP-1 1,06 0,88
IGFBP-2 0,66 0,65
IGFBP-3 1,23 0,76
IL-10 1,28 0,91
IP-10 1,15 0,89
Osteopontin 0,70 1,52
Pentraxin-3 1,10 0,94
Platelet Factor 4 1,65 0,76
Prolactin 1,14 0,84
Serpin F1 1,10 1,01
Thrombospondin-2 1,35 0,90
TIMP-1 1,17 0,94
TIMP-4 0,92 0,68
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9 POHDINTA

9.1 Rasvaisen ruokavalion ja kestidvyysharjoittelun pitkaai-
kaisvaikutukset angiogeneesin saatelyproteiineihin

Angiogeneesia stimuloivat proteiinit. Rasvainen ruokavalio yhdistettyna va-
paaehtoiseen juoksuharjoitteluun lisési useiden angiogeneesia stimuloivien
proteiinien ilmenemisté inaktiiviseen kontrolliruokavalioryhmaan verrattuna.
Kuitenkin on huomattava, ettd vastaava nousu havaitaan myos kontrolliruo-
kaa syoneelld niin sanotulla juoksukontrolliryhmélld, mistd voidaan paatella
muutosten olevan pééasiassa juoksuharjoittelun aiheuttamaa. Esimerkiksi mo-
lemmissa juoksuryhmissa koholla oleva interleukiini-1p (IL-1B) kuuluu an-
giogeneesia stimuloivien multipotenttien sytokiinien ryhmaén, mutta silla on
myos tarkeé rooli akuutissa tulehdusreaktiossa, jota esimerkiksi harjoittelu li-
haksistossa aiheuttaa (Nakao ym. 2011). Koska IL-1B:n on noussut reilusti
molemmissa ryhmissd, voidaan olettaa ettd ilmenemisen lisdantyminen on
padasiassa juoksuharjoittelun aiheuttamaa. Tatd paatelméa vahvistaa myos se
havainto, ettei IL-1B:n méairdssd ndhdé eroa rasvaista ruokaa syoneen kontrol-

liryhmén ja normaaliruokaisen kontrolliryhman vélilla.

Vastaavan kaltainen, molemmissa juoksuryhmissé havaittava nousu on epi-
dermaalisen kasvutekijan (EGF) kohdalla. Myos talla proteiinilla on useita
solun kasvun saatelyyn liittyvia tehtavia (Bianco ym. 2007), ja voidaan olet-
taa, ettd tassékin tapauksessa ilmenemisen lisadntyminen on padasiassa juok-
suharjoittelun aiheuttamaa, sill& kontrolliryhmissé eri ruokavalioiden valilla
ei eroa havaita. Juoksuryhmien ndytteissd on kontrolliryhmiin verrattuna
enemman myods KC-proteiinia, joka on CXC-ryhmé&an kuuluva angiogeneet-
tinen kemokiini. Kyseisen ryhméan proteiinien on havaittu séételevan erityi-
sesti iskemian indusoimaa angiogeneesid. (Moldobaeva ym. 2010.) Molem-

missa juoksuryhmissé koholla on my6s angiopoietiini-1, jolla tiedetdan ole-
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van tarked rooli uusien kapillaarien kypsymisessd toimiviksi verisuoniksi
(Carmeliet & Jain 2011).

Pelkka rasvainen ruokavalio ilman juoksuharjoittelua vaikuttaa puolestaan
vahentavan angiogeneesia stimuloivien proteiinien ilmenemista. Tamé ei ole
hypoteesin mukaista, silld rasvaisen ruokavalion odotettiin lisdédvan an-
giogeneesid stimuloivien proteiinien ilmenemistd normaaliin ruokavalioon
verrattuna. Rasvainen ruokavalio ei siis tdman tutkimuksen mukaan lis&& an-
giogeneesia ainakaan angiogeneesié stimuloivien proteiinien ilmenemisen li-
s&amisen kautta. Tuloksia tarkasteltaessa tulee kuitenkin huomioida, ettd tassa
tutkimuksessa havaittu proteiinien ilmeneminen kuvaa tilannetta 20 viikkoa
kestdneen rasvaiseen ruokaan adaptoitumisen jéalkeen, joten tdman hetken
muutokset eivat valttamatta kuvaa kapillaaritineyden kasvamisen alkumeka-
nismeja parhaalla mahdollisella tavalla. Angiogeneesia stimuloivista proteii-
neista ainoastaan rasvakudoksen tuottamaa leptiinid on enemman rasvaruo-
kaisten ryhmassa, mika on luonnollista, silla HF-ryhman hiirten rasvakudok-
sen madré tutkimusjakson lopussa oli huomattavasti suurempi LF-ryhman hii-

riin verrattuna.

Angiogeneesin tarkeimmassa saatelyproteiinissa VEGF:ssa ei havaita merkit-
sevia eroja ryhmien vélilld. Rasvaryhmissdé VEGF:n méard on jopa hieman
vahaisempi kuin kontrolliruokavalioryhmissd. On epatodennékdistd, etté ras-
vasyoton angiogeneesid stimuloiva vaikutus vélittyisi VEGF:sta riippumaton-
ta reittia pitkin, sillda VEGF-nousua ei havaittu myosk&an juoksuryhmissa.
Kuormituksen aiheuttama angiogeneesin lisaantyminen on tutkimusten mu-
kaan aina VEGF-vdlitteistd, tapahtui se sitten HIFla- tai PGC-1a/ERR-a —
reitin kautta (Arany ym. 2008). Todenndkdistd on se, ettd VEGF-muutosten
puuttuminen johtuu kdytetyn menetelman heikkouksista, silla aiemmissa vas-
taavissa tutkimuksissa sekd rasvaisen ruokavalion ettd kestdvyystyyppisen
kuormituksen on havaittu lisddvat VEGF:n maaraa raajalihaksissa (Stenroth
2011).
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Angiogeneesia inhiboivat proteiinit. Rasvaisen ruokavalion aiheuttamia pit-
kaaikaisvasteita tarkasteltaessa mielenkiintoista on se, etté rasvainen ruokava-
lio on aiheuttanut inaktiivisessa rasvaruokaryhmassa angiogeneesia inhiboivi-
en proteiinien ilmenemisen laskua normaaliruokaiseen kontrolliryhmaan ver-
rattuna. Vaikuttaakin siltd, ettd aiemmissa tutkimuksissa (Silvennoinen ym.
2010) havaittu rasvaisen ruokavalion kapillaaritiheyttd lisdavé vaikutus valit-
tyy mahdollisesti angiogeneesia inhiboivien proteiinien ilmenemisen estami-

sen kautta.

Rasvaisen ruokavalion vaikutuksesta useiden tarkeiden angiogeneesin inhi-
biittoreiden ilmenemistasot ovat laskeneet kontrolliruokavalioon verrattuna.
Esimerkiksi endoteelisolujen proliferaatiota ja ekstrasellulaarimatriksin muo-
dostusta saatelevan thrombospondin-2:n (Krady ym. 2008) sekad suoraan en-
doteelisoluja saatelevan ja epasuorasti angiogeneesia VEGF:n eritysta vahen-
tamélla inhiboivan prolaktiinin (Clapp ym. 2009) méarét ovat HF-ryhméassa
alhaisemmat kuin LF-ryhmassa. Juoksuryhmissa osa inhiboivista proteiineista
on lisdantynyt, kun taas osa on laskenut verrattuna kontrolliryhméén. Merkit-
sevia systemaattisia muutoksia suuntaan tai toiseen ei juoksuryhmissa ole ta-

pahtunut.

Rasvaisen ruokavalion ja kestavyysharjoittelun pitkaaikaisvaikutuksista an-
giogeneesin saatelyproteiineihin voidaan yhteenvetona todeta, ettd juoksuhar-
joittelu vaikuttaa tdmén tutkimuksen tulosten perusteella lisdavan an-
giogeneesid lisadmalla angiogeneesia stimuloivien proteiinien ilmenemista.
Myos rasvainen ruokavalio lisdéd mahdollisesti angiogeneesid, mutta eri me-
kanismin avulla kuin juoksuharjoittelu. Rasvaisen ruokavalion seurauksena
angiogeneesia inhiboivien proteiinien ilmeneminen véhenee, mik& mahdollis-
taa uusien kapillaarien kehittymisen. Toisaalta rasvainen ruokavalio vahentaa
angiogeneesia stimuloivien proteiinien ilmenemista verrattuna kontrolliruo-
kavalioon. Siten onkin vaikea arvioida, onko inhibitoristen signaalien pienelld

madralla suurempi angiogeneesia lisddva vaikutus vai angiogeneettisten sig-
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naalien vahyydell&d suurempi angiogeneesid vahentdva vaikutus. Hypoteesin
mukaista rasvaisen ruokavalion ja juoksuharjoittelun aiheuttamaa kompensa-

torista angiogeneesié lisddvaa yhteisvaikutusta ei tdssa tutkimuksessa havaittu.

9.2 Rasvaisen ruokavalion vaikutus akuuttiin kuormitusvas-
teeseen angiogeneesin sddtelyproteiinien osalta

Angiogeneesia stimuloivat proteiinit. Maksimaalinen juoksutesti aiheutti eri-
laiset vasteet angiogeneesin saételyproteiineissa sen mukaan, olivatko ryhmén
hiiret sydneen 20 viikon tutkimusjakson ajan rasvaista vai normaalia ruokaa.
Normaalia ruokaa syoneilld hiirilla k&ytdnndssa kaikkien tutkittujen an-
giogeneesia stimuloivien proteiinien ilmenemistaso oli vélittdmasti maksi-
maalisen kuormituksen jalkeen selvasti matalampi kuin LF-ryhmalld, miké
vastaa tilannetta ennen kuormitusta. Esimerkiksi tarked angiogeneesia stimu-
loiva angiopoietin-1, sek& hiirille lajispesifinen angiopoietiinin muoto an-
giopoietin-3 (Lee ym. 2004) ovat kontrolliruokavalioryhmélla selvésti lahtoti-
lannetta alemmalla tasolla valittémasti kuormituksen jalkeen. Kuuden tunnin

kuluttua angiopoietiinien méara oli jo palautunut lahes lahtdtasolle.

Tuloksista voidaan havaita, ettd myods angiogeneesia laaja-alaisesti saateleva
(Bianco ym. 2007) epidermaalinen kasvutekija (EGF) on kontrolliruokava-
lioryhmissa selvasti alemmalla tasolla valittémasti maksimaalisen kuormituk-
sen jalkeen eikd EGF-ekspressio ole palautunut l&ht6tasolle vield kuusi tuntia
kuormituksen jalkeenk&&n. Erittdin matalalla tasolla heti kuormituksen jal-
keen ovat myo6s kaikki tutkitut matrix metalloproteinase (MMP) —muodot.
MMP:t sééatelevat ekstrasellulaarimatriksin muodostumista ja mahdollistavat
endoteelisolujen migraation (Nedeau ym. 2011). MMP:t ovat palautuneet
kuuden tunnin kuluttua kuormituksesta jo l&htotasolle. Muutamien proteiinien

madra oli kuusi tuntia kuormituksen jéalkeen sen sijaan lisdantynyt l&htotilan-
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teeseen nahden. Muun muassa IL-1B:n médira oli lisdantynyt, mika voi johtua

maksimaalisen kuormituksen aiheuttamasta lihasvauriosta (Nakao ym. 2011).

Rasvaryhmaéssé vélittdmasti maksimaalisen kuormituksen jalkeen monien an-
giogeneesia stimuloivien proteiinien ilmenemistaso oli koholla kuormitusta
edeltavéén tilanteeseen verrattuna. Kuormituksen aiheuttamat vasteet nékyvaét
selvimmin kun verrataan HFO-ryhman tuloksia HF-ryhmén tuloksiin. Rasva-
ryhman vasteita LF-ryhman tuloksiin verratessa tulee huomioida se, ettd suuri
osa angiogeneesia stimuloivista proteiineista laski tutkimusjakson aikana ras-
varuuan vaikutuksesta. Tasta syystd nahdéan suurempi muutos verrattaessa
rasvaryhmassé tapahtuneita maksimaalisen kuormituksen aiheuttamia akuut-

tivasteita HF-ryhmaéan, kuin verrattaessa LF-ryhmaéan.

Maksimaalisen kuormituksen seurauksena reilu nousu havaittiin erityisesti
IL-1B-proteiinissa. My0s iskemian indusoiman angiogeneesin séatelijan KC-
kemokiinin (Moldobaeva ym. 2010) tasot olivat reilusti koholla vélittdmasti
maksimaalisen kuormituksen jalkeen rasvaryhman kuormitusta edeltdvaan ti-
lanteeseen verrattuna. N&ma erot olivat niin suuria, ett ne olivat néhtavissa
my0s LF-ryhméan verrattuna. Seké IL-1B:n ettd KC:n ilmeneminen olivat pa-
lautuneet kuusi tuntia kuormituksen jalkeen kuormitusta edeltavélle tasolle.
Serpin El-proteiini eli PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) oli selvasti
koholla heti kuormituksen jalkeen ja yha kuusi tuntia kuormituksen jalkeen-
kin. Tamén angiogeneesia stimuloivan proteiinin on tutkimuksissa havaittu
olevan yhteydessa veren korkeisiin kolesteroli- ja triglyseridiarvoihin (Lira
ym. 2010). Tutkimuksissa jo 8 viikon rasvasyotolla on havaittu olevan kole-
steroli- ja triglyseridiarvoja nostava vaikutus (Ren ym. 2011), joten varmasti
my0ds tdmén tutkimuksen 20 viikon rasvasyottdjakson jalkeen rasvaryhman
hiirilla nd&ma arvot olivat koholla. Myds monet muut angiogeneesia lisadvat
proteiinit kuten endoglin, CYR61 sekd IL-1a olivat valittomasti maksimaali-
sen kuormituksen jalkeen kuormitusta edeltdneeseen tilanteeseen nadhden ko-

holla.
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Myoskaan akuuttivasteiden kohdalla ei tdssé tutkimuksessa néhty muutosta
angiogeneesin tarkeimman saatelijan VEGF:n ilmenemisessé. Kirjallisuuden
perusteella VEGF:ssa pitdisi ndkyé selva nousu maksimaalisen kuormituksen
vaikutuksesta, joten saatu tulos ei ole odotetun kaltainen. Tassakin tapaukses-
sa se, ettei muutosta havaittu johtunee kdytetyn tutkimusmenetelman teknisiin

heikkouksiin liittyvista tekijoista.

Angiogeneesia inhiboivat proteiinit. Valittomasti kuormituksen jalkeen kay-
tdnnossa kaikki tutkitut angiogeneesia inhiboivat proteiinit olivat normaali-
ruokaisten ryhmassa laskeneet kuormitusta edeltdneeseen tilanteeseen verrat-
tuna. Kuormituksen vaikutuksesta esimerkiksi endoteelisoluja ja VEGF:n eri-
tysta sadtelevan prolaktiinin (Clapp ym. 2009) maéara oli merkittavasti laske-
nut. CXC-perheen kemokiinilla IP-10:1la (interferon gamma inducible protein
10) on perheen muista kemokiineista poiketen angiogeneesié inhiboiva vaiku-
tus poikkeavan molekyylirakenteensa vuoksi (Strieter ym. 1995). Myds IP-
10:n maara oli laskenut huomattavasti maksimikuormituksen vaikutuksesta
normaaliruokaisten ryhméssé. Sek& ndiden ettd kaikkien muidenkin valitto-
masti kuormituksen jélkeen alhaalla olleiden proteiinien ilmenemistasot oli-
vat palanneet laht6tasolle kuusi tuntia kuormituksen jalkeen. Voimakkaalla
lukuisten angiogeneesi-inhibiittoreiden samanaikaisella pitoisuuden laskulla
voi olla merkittdva angiogeneesia lisadva vaikutus normaaliruokaisten ryh-

massa.

Rasvaruokaisten ryhmassd puolestaan muutamat angiogeneesia inhiboivat
proteiinit olivat koholla vélittomasti kuormituksen jalkeen HF-ryhmaén ver-
rattuna. Esimerkiksi toinen CXC-perheen rakenteeltaan poikkeavista ja siten
antiangiogeenisista kemokiineista eli Platelet Factor 4 (Strieter ym. 1995) oli
koholla valittomaésti kuormituksen jalkeen. My0s tarked angiogeneesin inhi-

biittori thrombospondin-2 seké erityisesti iskemian aiheuttamaa angiogenee-
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sid inhiboiva IL-10 (interleukiini-10) (Silvestre ym. 2000) olivat koholla va-
littémasti kuormituksen jalkeen. Myos erityisesti endoteelisolujen proliferaa-
tiota estavé endostatiini (O’Reilly ym. 1997) oli koholla rasvaruokaryhmassé
vélittdmasti kuormituksen jalkeen. Huomioitavaa on, etteivat nousut rasva-
ruokaryhman inhibitoristen proteiinien maarissa ole yhté suurta luokkaa kuin

angiogeneesia stimuloivien proteiinien kohdalla.

Yhteenvetona maksimaalisen juoksutestin aikaansaamista vasteista an-
giogeneesin séatelyproteiineihin voidaan todeta, ettd maksimaalinen juoksu-
testi todennakaisesti lisdd angiogeneesia sekd normaalilla ruokavaliolla tut-
kimusjakson ajan eldneiden hiirten ettd rasvaruokaa syoneiden hiirten ryhmis-
sd. Mekanismi angiogeneesin lisd&dntymiseen vaikuttaa kuitenkin olevan eri-
lainen ryhmien vélilla. Kontrolliryhmassa seka angiogeneesia stimuloivien,
ettd angiogeneesia inhiboivien proteiinien maara oli vélittdmasti kuormituk-
sen jalkeen matala kuormitusta edeltdvéan tilanteeseen verrattuna. Rasvaryh-
massa puolestaan seké stimuloivat ettd inhiboivat proteiinit olivat lahtotilan-
teeseen verrattuna lisdantyneet maksimaalisen juoksutestin vaikutuksesta.
Kuusi tuntia kuormituksen jalkeen kaikkien proteiinien tasot molemmissa
ryhmissé olivat paasadntoisesti palanneet kuormitusta edeltavélle tasolle. Ku-
ten todettua, angiogeneesi on monimutkaisesti saddelty fysiologinen tapahtu-
ma, ja saately tapahtuu angiogeneesia stimuloivien ja inhiboivien signaalien
tasapainon mukaan. On mahdotonta sanoa proteiinitasoja mittaamalla, kuinka
suuri on minké&kin angiogeneesié sadtelevan signaalin voimakkuus elavéssa
kudoksessa. Tutkimustuloksen perusteella voidaan kuitenkin olettaa, etta sek&
rasva- ettd kontrolliruokaisten ryhmissa tapahtuu kapillaaritineyden kasvua

saatelyn tapahtuessa kuitenkin eri signalointireitteja pitkin.
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9.3 Menetelman hyviit ja huonot puolet

Tassé tutkimuksessa kéytetty proteomiikkamenetelm& on erittdin nopea me-
netelméa proteiinimadarien tutkimiseen. Yhdella analyysikerralla voi tutkia nel-
jaa tai jopa useampaa ryhmaa kerralla ja yhden ryhman naytteisté voi kerralla
madrittad yli 50 proteiinia. Kyseinen menetelma soveltuu kuitenkin vain suu-
rien muutosten karkeaan selvittdmiseen, minka jalkeen kiinnostavat proteiinit,
joissa muutoksia havaittiin, tulisi tutkia tarkemmin proteiinitutkimuksissa
golden standard-asemassa olevalla Western Blot-menetelmélld. Oleellinen
ero ndissa menetelmissa on se, ettd proteomiikkamembraaniin sitoutuu myos
epéspesifisesti proteiineja ja ndma epaspesifisesti sitoutuneet proteiinit vai-
kuttavat tulokseen, kun taas Western Blot-menetelmassa vaarankokoiset pro-
teiinit voidaan poissulkea analyysista. Proteomiikkamenetelma on myos kallis,
minka4 takia téssa tutkimuksessa analysoitiin poolattuja naytteitd. Tasta syysta
ei voida sulkea pois sitd mahdollisuutta, ettd yksittdiset nédytteiden poik-
keavuudet ovat voineet merkittavasti vaikuttaa saatuun keskiarvotulokseen,

jolloin tuloksena saatu keskiarvo ei kuvaakaan hyvin koko ryhmaa.
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10 TARKEIMMAT LOYDOKSET JA JOHTOPAATOKSET

Lihaksen hapentarpeen kasvaessa syysta tai toisesta tarvitaan uusia kapillaa-
risuonia toimittamaan happea ja ravintoaineita kudokselle. Tét& uusien kapil-
laarisuonten muodostumista kutsutaan angiogeneesiksi, joka on stimuloivien
ja inhiboivien signaalien avulla hyvin tarkasti sdddelty fysiologinen toiminto.
Tutkimusten perusteella lihasten kestavyystyyppinen kuormittaminen kayn-
nistdd raajalihaksissa angiogeneesia lisdavan signalointireitin ja samoin ta-
pahtuu pitkékestoisen rasvasyoton yhteydessa. Angiogeneesin sdatelymeka-
nismi ndissa tilanteissa on vield tuntematon. Tassa tutkimuksessa tarkoitukse-
na oli tutustua ndihin mekanismeihin ja selvitettiin miten rasvasyo6ttd seka
kestavyystyyppinen liikunta vaikuttavat angiogeneesin saatelyproteiinien il-
menemiseen hiiren raajalinaksessa pitkakestoisesti ja akuutin kuormituksen
yhteydessa.

Pitk&aikaisvaikutuksena havaittiin, ettd 20 viikon rasvasyottdjakso vahensi
rasvaryhmassa angiogeneesia inhiboivien proteiinien ilmenemistd kontrolli-
ryhmaén verrattuna. Samoin suuri osa angiogeneesia stimuloivista proteii-
neista on hyvin matalalla tasolla kontrolliryhmaan verrattuna. Aikaisempien
tutkimusten perusteella rasvaryhmassé kapillaaritiheyden pitdisi olla kontrol-
liryhmaa suurempi, eli tassd tapauksessa angiogeneesin inhibition esto olisi
niin tehokas, ettd uusia kapillaareja muodostuisi enemman angiogeneesia
edistavien signaalien vahéaisesta maérastd huolimatta. On kuitenkin mahdo-
tonta sanoa, miten signaalien véliset voimasuhteet vaikuttavat eldvassé ku-
doksessa. Liséksi on muistettava, ettd tulokset kuvaavat tilannetta 20 viikon
adaptoitumisen jalkeen, eivatka téstd syysta valttamatta kuvaa hyvin kapillaa-
ritiheyden kasvun alkumekanismeja. Juoksuryhmissa tulokset olivat saman-
laiset ruokavaliosta riippumatta. Naissd ryhmissd angiogeneesia stimuloivien

proteiinien maard oli nousut, mika viittaa kapillaaritineyden lisd&ntymiseen
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kestavyysharjoittelun vaikutuksesta. Hypoteesin mukaista rasvasyoton ja kes-

tavyysharjoittelun suurempaa yhteisvaikutusta ei havaittu.

Tutkimusjakson lopussa tehdyn maksimaalisen juoksutestin aiheuttamat
akuutit vasteet ovat mielenkiintoisia, silla tulokset ovat systemaattisesti vas-
takkaiset ryhmien valilla. Kontrolliruokavaliolla tutkimusjakson ajan elénei-
den ryhmasséd sekd angiogeneesid stimuloivien ettd inhiboivien proteiinien
madrat olivat laskeneet vélittomasti kuormituksen jalkeen. Rasvaruokaryh-
maéssa kuormitus aiheutti puolestaan akuutin nousun erityisesti angiogeneesia
stimuloivien, mutta myds angiogeneesia inhiboivien proteiinien maaraan. Ai-
empien tutkimusten perusteella oletusarvona on se, ett4 angiogeneesi on li-
sdantynyt molemmissa ryhmissd. Naiden tulosten perusteella vaikuttaa silta,
ettd saatelymekanismi ryhmien vélilld on erilainen: rasvaruoka lisda an-
giogeneesia stimuloivien proteiinien ilmenemisen tehostamisen kautta, kun
taas normaaliruualla el&neill& angiogeneesi lisaéntyy inhiboivien signaalien

estamisen kautta.

Tutkimuksen heikkoutena on kaytetty menetelméd, joka mahdollistaa vain
ryhmien valisten suurten muutosten tarkastelun. Myos epéspesifisten proteii-
nien sitoutuminen, jota ei talla menetelmélld voi estdd, vaikuttaa tuloksiin.
Tutkimuksessa kaytettiin poolattuja naytteitd, jolloin yksittéiset poikkeavat
naytteet ovat voineet vaikuttaa suuresti analysoituihin keskiarvotuloksiin.
Menetelmdn heikkouksista johtuen tarvitaan lisatutkimusta, jotta rasvasyoton
ja kestavyystyyppisen liikunnan angiogeneesia lisddva mekanismi saataisiin
selvitettyd. Yksittaisten proteiinien maarassa tapahtuvien muutosten tarkaste-
lu ei myoskaan anna vastauksia siihen, millaiset kapillaaritiheyden liséanty-
miseen johtavat signalointireitit rasvaisen ruuan ja kestavyystyyppisen kuor-
mituksen vaikutuksesta aktivoituvat ja miten eri séatelyproteiinit vaikuttavat

toisiinsa.
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