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Diabetes on aineenvaihduntasairaus, johon liittyy insuliinin tuotanto- ja toi-
mintahairiétd. Nama aiheuttavat veren glukoosipitoisuuden nousua, mika
pitkaan jatkuessaan johtaa sydansairauksiin, kuten sepelvaltimotautiin ja sy-
damen vajaatoimintaan. Liikuntaharjoittelulla on useita positiivia vaikutuksia
sydamen terveyteen ja se parantaa muun muassa sydamen supistumisky-
kya. Kalsiumilla on merkittdva rooli sydamen supistumisessa, silla solun-
sisaiset kalsiumkonsentraation muutokset johtavat sydamen supistumiseen
ja palautumiseen lepovaiheeseen. Taman tutkielman tarkoituksena oli tut-
kia, vaikuttaako kestavyysharjoittelu terveen ja diabeettisen sydamen kal-
siumkanavien maariin. Taman selvittamiseksi tutkimuksessa mitattiin isossa
koe-eldinmallissa minisikojen sydanten oikean ja vasemman kammion L-tyy-
pin kalsiumkanavien (Cacna1c), ryanodiinireseptorien (RyR2), sarkoplasmi-
sen kalvoston Ca?'-ATPaasien (Serca2) ja natrium—kalsium—vaihtajien
(NCX) suhteellisia maaria Western blotting —menetelmalla.

Diabeteksen proteiinimaaria vahentava vaikutus nahtiin oikeassa kammi-
0ssa, jossa diabetes laski RyR2-proteiinin maaraa, ja tdma ero nakyi erityi-
sesti likkuneiden elainten kesken, ja lisaksi diabetes naytti laskevan NCX-
proteiinin maaraa oikeassa kammiossa. Liikunta naytti yleisesti nostavan
Cacna1c-proteiinin maaraa vasemman kammion epikardiumissa, mutta lii-
kunnan positiiviset vaikutukset nayttivat olevan paljon suuremmat diabe-
testa sairastavilla elaimilla kuin terveilld. Yleisesti diabetesta sairastavilla
elaimilla oli sydamessa enemman Cacna1lc-proteiinia kuin terveilla. Lisaksi
likunta nosti sydamen Serca2-proteiinin maaraa vasemman kammion en-
dokardiumissa seka terveilla etta sairailla elaimilla.

Johtopaatdksend voidaan sanoa, ettd diabetes vahensi oikeassa kam-
miossa RyR2- ja NCX-proteiinien suhteellisia maaria, mika on voinut aiheut-
taa heikompaa supistumiskykya diabeteselaimilla, silla kalsiumkanavien
maarat voivat vaikuttaa sydamen supistumiskykyyn. Liikunnalla oli kuitenkin
positiivisia vaikutuksia kalsiumin sisdanvirtaukseen ja poistoon osallistuviin
proteiineihin, ja liikunnan positiiviset vaikutukset olivat nakyvissa myds dia-
betesta sairastavilla eldimilla. Liikunnalla taten saattoi olla sydamen supis-
tumiskykya parantavia vaikutuksia etenkin diabeteselaimilla

AVAINSANAT: diabetes, kestédvyysharjoittelu, L-tyypin kalsiumkanava,
RyR2, Serca2, NCX
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1. Johdanto

1.1. Sydamen ja sydanlihaslihassolujen rakenne ja toiminta

Nisakkaan sydan on nelilokeroinen elin, joka muodostuu oikeasta kammiosta ja etei-
sestd sekd vasemmasta kammiosta ja eteisesta. Sydamen pumppaustoiminta yllapitaa
verenkiertoa. Sydamen eri osioiden valilla olevat |apat estavat verta virtaamasta vaaraan
suuntaan (kuva 1). Vahahappinen veri kulkeutuu kehon laskimoita pitkin sydamen oi-
kean eteisen kautta oikeaan kammioon, josta veri pumpataan keuhkoverenkiertoon.
Keuhkoissa hiilidioksidia poistuu veresta ja happea siirtyy vereen. Hapekas veri kulkeu-
tuu keuhkolaskimoa pitkin sydamen vasempaan eteiseen ja siita vasempaan kammioon.
Vasen kammio pumppaa veren aorttaan, jota pitkin hapekas veri siirtyy suureen veren-

kiertoon ja kaikkialle elimistoon. (Hill ym. 2012).

Vasen ja oikea kammio eroavat toisistaan niin rakenteeltaan kuin kehitykseltdankin
(Poels ym. 2015). Esimerkiksi oikean kammion seindméat ovat ohuemmat kuin vasem-
man kammion seinamat (kuva 1). Oikean kammion ohuemmat seinamat eivat supistu-
essaan tuota yhta suurta painetta kuin vasemman kammion paksummat seindmat. Oi-
kean kammion taytyy pumpata veri vain keuhkoverenkiertoon, joten se joutuu tyésken-
telemaan pienempaa painetta vastaan kuin vasen kammio, joka pumppaa veren kaikki-
alle muualle elimistéon. Taten vasemman kammion seindmien on oltava paksummat
suuremman paineen luomiseksi. Kammiot myos kehittyvat eri kantasoluista, mika osal-

taan selittda niiden erilaisen rakenteen ja toiminnan. (Poels ym. 2015).

Aortta

Keuhkovaltimo

Keuhkovaltimon

lappa Aorttaldppa

Vasen

Qikea >
eteinen

eteinen
Hiippalappa

Kolmipurjelappa

Vasen

Oikea kammio

kammio

Kuva 1. Sydamen rakenne. Kuva muokattu otettu ja muokattu nettisivulta Wikijournal of Medi-
cine - Blausen Medical (2014).



Sydanlihas eli myokardium koostuu suurelta osin sydanlihassoluista. Lihaksen keskella
solut sijaitsevat pitkittdin samansuuntaisesti, kun taas reunoilla solut ovat poikittain 90
asteen kulmassa verrattuna keskella oleviin soluihin (Pappano & Wier 2013). Myokar-
diumin sisdosan (tassa tydssa endokardium tarkoittaa myokardiumin sisdosaa, ei vain
sydamen sisakalvoa) lihassolut lyhenevat supistuessaan enemman ja supistuminen on
nopeampaa kuin myokardiumin ulko-osan solujen (josta kaytetaan tassa tydssa nimea
epikardium) (Kondo ym. 2006; Mou ym. 2009). Lisaksi endokardiumin solunsisaisen kal-
siumkonsentraation on havaittu olevan epikardiumia korkeampi (Figueredo ym. 1993).
Sydanlihassolut ovat poikkijuovaisia lihassoluja, joissa on runsaasti mitokondrioita te-
hokkaan soluhengityksen takaamiseksi, mutta vain yksi tuma, toisin kuin luurankolihas-
ten poikkijuovaisissa soluissa. Sydanlihassolut ovat haarautuneita ja kiinnittyvat toisiinsa
kiinni niiden paissa olevien kytkylevyjen kautta. Kytkylevyt muodostuvat vyo- ja aukkolii-
toksista: vydliitokset sitovat solut mekaanisesti toisiinsa kiinni, ja aukkoliitosten kautta
sahkdimpulssi paasee kulkemaan nopeasti solusta toiseen, mika helpottaa sydanlihas-

solujen yhtaaikaista supistumista. (Walker & Spinale 1999)

Lihassolut ovat muodostuneet myofibriileista eli lihassaikeista. Lihassaikeet ovat puoles-
taan muodostuneet lomittain asettuneista myosiini- ja aktiinisaikeista, jotka jarjestaytyvat
supistumisyksikodiksi, sarkomeereiksi (kuva 2). Sarkomeeriyksikon paita kutsutaan Z-le-
vyiksi. Sydanlihassolun solukalvosta eli sarkolemmasta lahtee T-putkiksi kutsuttuja ra-
kenteita, jotka tyontyvat Z-levyjen kohdalla eli sarkomeeriyksikdiden valeissa lahelle so-
lun sisadista sarkoplasmista kalvostoa. Aktiinisaikeissa on myosiinin sitoutumiskohtia,
joita lepotilassa peittaa tropomyosiiniketju ja troponiinimolekyylit, joita on kolmea eri tyyp-
pia: T, | ja C. Kalsiumionin sitoutuminen troponiini-C:hen saa tropomyosiinin siirtymaan
pois myosiinin sitoutumiskohtien paalta, jolloin myosiinipaa voi sitoutua aktiiniin ja supis-
tuminen voi alkaa. Kalsiumin merkitys sydanlihaksen supistumisessa kaydaan viela
my6hemmin yksityiskohtaisemmin 1api. Myosiiniin on sitoutuneena adenosiinidifosfaatti
(ADP) ja inorgaaninen fosfaatti (P;). Myosiinin sitouduttua aktiiniin inorgaaninen fosfaatti
irtoaa myosiinipaasta ja saa aikaan myosiinin konformaation muutoksen. Myosiinipaan
asennon muuttumisen seurauksena aktiinisaie liikkkuu lomittain myosiinin kanssa eli solu
supistuu. Samalla ADP irtoaa myosiinipaasta, mika muuttaa konformaatiota lisda. Myo-
siinipaa pysyy kiinnittyneena aktiiniin niin kauan, kunnes uusi ATP-molekyyli sitoutuu sii-
hen, mika saa aikaan myosiinin irtoamisen aktiinista. Taman jalkeen ATP hydrolysoituu
jalleen ADP:ksi ja inorgaaniseksi fosfaatiksi ja myosiinipaa palautuu alkuperaiseen kon-
formaatioonsa. Supistuminen loppuu, kun kalsiumionit irtoavat troponiini-C:sta ja kal-

siumin solunsisdinen konsentraatio laskee. (Walker & Spinale 1999).
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Kuva 2. Sarkomeeriyksikkd muodostuu lomittain asettuneista aktiini- ja myosiinisaikeista, joiden
paissa on Z-levyiksi kutsutut rakenteet. Kuva otettu ja muokattu nettisivustolta WikidJournal of
Medicine — Medical Gallery of David Richfield (2014).

1.2. Arsytys-supistuskytkenta

Kalsiumioneilla on huomattava rooli sydanlihassolun supistumisessa ja solunsisaiset kal-
siumkonsentraation muutokset saavat aikaan koko sydamen supistumisen ja palautumi-
sen lepovaiheeseen. Sydamen lepovaiheen eli diastolen aikana kalsiumionien pitoisuus
kammioiden lihassolujen sytoplasmassa on matala (~100 nM) verrattuna solun ulkoiseen
tilaan (~1-2 mM). Kun solunsisainen kalsiumkonsentraatio nousee (~1 pM), solu supis-
tuu (Bodi ym. 2005; Carafoli & Krebs 2016). Solujen koordinoitu yhtdaikainen toiminta
saa aikaan kammioiden supistumisen eli systolen. Sydanlihassolujen kalsiumkonsent-
raatioiden muutosten taytyy siis olla tarkasti saadeltya. Sytoplasman kalsiumkonsentraa-
tion muutoksiin vaikuttavat sydanlihassolun kalsiumkanavat: T-putkistossa ja solukal-
volla sijaitsevat L-tyypin kalsiumkanavat ja natrium—kalsiumvaihtajat (NCX) seka sar-
koplasmisella kalvostolla sijaitsevat ryanodiinireseptorit (RyR2) ja Ca?*-ATPaasit
(Serca2) (kuva 3).
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Kuva 3. Sydanlihassolun supistumiseen osallistuvat kalsiumkanavat. Kuva otettu ja muokattu
artikkelista Scoote ym. (2003).

Sydamen oikean eteisen seinamassa on sinussolmukkeeksi kutsuttu solukertyma, joka
synnyttaa aktiopotentiaaleja tasaisin valiajoin autonomisen hermoston saatelemana. Ak-
tiopotentiaalin saavuttua sydanlihassoluun sen solukalvo depolarisoituu ja depolarisaa-
tioaalto leviad myo6s T-putkiin. Solukalvon depolarisaatio avaa L-tyypin kalsiumkanavat.
Solun ulkopuolinen kalsium kulkeutuu solun sisdan kanavan kautta ja nostaa sytoplas-
man kalsiumkonsentraatiota. Koska T-putket tyontyvat Iahelle sarkoplasmista kalvostoa,
L-tyypin kalsiumkanavat ovat fyysisesti lahelld sarkoplasmisella kalvostolla sijaitsevia
RyR2-kanavia. Kalsiumkonsentraation nousu sytoplasmassa avaa RyR2-kanavat sar-
koplasmisella kalvostossa. L-tyypin kalsiumkanavien ja RyR2-kanavien laheisyyden
vuoksi jo vahainenkin sytoplasman kalsiumkonsentraation nousu saa RyR2-kanavat au-
keamaan. Sytoplasman kalsiumionit sitoutuvat troponiini C:hen, mika saa aikaan myo-
siini-aktiini interaktion ja supistumisreaktion. Supistumisen paattyessa Serca2-proteiinit
pumppaavat kalsiumioneja takaisin sarkoplasmisen kalvoston sisaan tai kalsiumia siirtyy
solun ulkopuolelle NCX-proteiinin valitykselld natriumgradienttia apuna kayttaen. Pieni

maara kalsiumia voidaan siirtdd myds mitokondrioon. (Eisner ym. 2017).

1.2.1 L-tyypin kalsiumkanava (Cacna1c)

L-tyypin kalsiumkanava on janniteherkka kalsiumkanava, joka aukeaa aktiopotentiaalin
aiheuttaman solukalvon jannitteen muutoksen seurauksena ja pysyy pitkdan auki. Solu-

kalvon jannitteen muutos saa aikaan L-tyypin kalsiumkanavan konformaation muutok-



sen, jolloin kanava aukeaa ja solun ulkopuolella oleva kalsium paasee kulkemaan kana-
van lavitse solun sisaan. L-tyypin kalsiumkanavat sijaitsevat lahinna T-putkistoissa, jotka
tyontyvat lahelle sarkoplasmista kalvostoa. Kanavat ovat polypeptidikomplekseja, jotka
muodostuvat kolmesta alayksikodista aic, a0 ja B. Naista as. (Cacnailc) on itse kanavan
muodostava transmembraani osa. Se koostuu neljastd homologisesta alueesta, joista
jokainen muodostuu kuudesta kalvon lapaisevasta a-heliksista (kuva 4). Kalvojannitteen
muutos positiivisemmaksi saa heliksit muuttamaan konformaatiotaan, jolloin kanava au-
keaa. Sen lisaksi, ettd aic.-alayksikkd muodostaa varsinaisen kalvon lapaisevan kana-
van, siind on myos sitoutumiskohdat kanavaa saateleville molekyyleille. Kanavan f3-
alayksikko sijaitsee sytoplasman puolella, ja a20-alayksikossa d on solukalvon lapaiseva
0sa, joka on sitoutunut solun ulkopuolella olevaan a»-osaan disulfidisidoksella. Molem-
mat alayksikét ovat tiukasti, mutta eivat kovalenttisesti, sitoutuneena aic.alayksikkoon.
Niiden tehtavana on saadella aic-alayksikodn biofysikaalisia ominaisuuksia seka sen kul-

jettamista ja ankkurointia solukalvolle. (Bodi ym. 2005).

Kuva 4. L-tyypin kalsiumkanavan rakenne (Locatelli ym. 2014).

Yksi L-tyypin kalsiumkanavien merkittavista saatelijoista on kalsiumriippuvainen kalmo-
duliini (Bodi ym. 2005). Se osallistuu seka kanavan inhibitioon etta sen aktivaatioon. Kal-
moduliini on kalsiumia sitova proteiini, jossa on nelja kalsiumionin sitoutumiskohtaa. Le-
potilassa, kun kalsiumia ei ole l[asna, kalmoduliini on sitoutuneena L-tyypin kalsiumkana-
van aic-alayksikon C-terminaaliseen hantaan. Kun kanava avautuu, sen lapi kulkevat
kalsiumionit sitoutuvat kalmoduliiniin. Ensin kanava pysyy auki, mutta solunsisaisen kal-

siumkonsentraation noustessa kanavaan sitoutuneen kalsium-kalmoduliini-kompleksin



konformaatio muuttuu niin, ettd se muuttaa myds kanavan konformaatiota, jolloin kal-
siumia ei enaa paase kanavan lapi (Bodi ym. 2005; Halling ym. 2005). Kalmoduliini voi
my0s sitoutua Ca?*/kalmoduliini-riippuvaiseen kinaasiin 1l (CaMKII). Sitoutuminen saa
aikaan kinaasin aktivaation. Aktivoitunut kinaasi fosforyloi L-tyypin kalsiumkanavan,

mika puolestaan edistda kanavan aukeamista (Bodi ym. 2005; Hudmon ym. 2005).

1.2.2 Ryanodiinireseptori 2 (RyR2)

Solun ulkopuolelta tuleva kalsium ei kuitenkaan yksinaan riitd saamaan aikaan supistu-
misreaktiota, vaan lisda kalsiumia vapautetaan sarkoplasmisen kalvoston kalsiumvaras-
tosta ryanodiinireseptorien (RyR2) valityksella. RyR2 on suuri proteiini, joka sijaitsee sy-
danlihassolun sarkoplasmisella kalvostolla. Se on ligandiriippuvainen kanava, joka au-
keaa kalsiumionien sitoutuessa siihen. L-tyypin kalsiumkanavien aukeamisen seurauk-
sena kalsiumkonsentraatio nousee sytoplasmassa, mika laukaisee RyR2-kanavien au-
keamisen sarkoplasmisella kalvostolla. Tata kutsutaan kalsiumin indusoimaksi kalsiumin
vapautumiseksi (engl. calcium-induced calcium release, CICR). L-tyypin kalsiumka-
navien sijainti Iahelld sarkoplasmista kalvostoa olevissa T-putkissa helpottaa solun ulko-
puolelta tulevien kalsiumionien sitoutumista RyR2-kanaviin. Lisaksi RyR2-kanavat ovat
yleensa pakkautuneet tihedsti vierekkain tiettyihin kohtiin kalvolla. Kunkin L-tyypin kal-
siumkanavan aukeaminen laukaisee useamman RyR2-kanavan aukeamisen saaden ai-
kaan kalsiumin virtauksen ulos sarkoplasmisesta kalvostosta, mika puolestaan aktivoi

viereisia RyR2-kanavia viela lisaa. (Lanner ym. 2010).

RyR2 on muodostunut neljastd RyR2-polypeptidistd seka neljasta niihin sitoutuneesta
FKBP12-saatelyproteiinista, jotka stabiloivat proteiinin rakennetta. Kun proteiinikinaasi A
(PKA) fosforyloi RyR2-proteiinin, FKBP12-proteiinit irtoavat (kuva 5). Tama heikentaa
RyR2-kanavan stabiilisuutta ja lisaa kanavan herkkyytta kalsiumille, ja siten lisaa kana-
van avautumisherkkyyttéd (Marx ym. 2000; Zhao ym. 2017). Aktiivisen PKA:n maara li-
saantyy esimerkiksi sympaattisen hermoston aktivaation seurauksena, silla sympaatti-
nen hermosto lisda sydamen B-adrenergisten reseptorien aktiivisuutta, ja reseptorien ak-
tiivisuuden seurauksena syklisen AMP:n maara lisdantyy. Syklinen AMP aktivoi PKA:n
sitoutumalla siihen (Wehrens ym. 2003). RyR2:n hyperfosforyloituminen voi johtaa ka-
navan vuotoon jatkuvan kalsiumherkkyyden takia. Koska sympaattinen hermosto aktivoi
RyR2-proteiinia fosforyloivaa PKA:ta, pitkdan jatkuva elimiston stressitila voi saada ai-
kaan RyR2-kanavan vuotoa, ja siten heikentaa sydamen supistuvuutta (Marx ym. 2000).
Lisaksi fosforiryhmia poistavien PP1- ja PP2a-fosfataasien maaran on havaittu vahene-
van sydamen vajaatoiminnan yhteydessa (Marx ym. 2000). Tdma voi myos edesauttaa

RyR2-kanavien hyperfosforylaatiota ja kanavan vuotoa.
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Kuva 5. RyR2-kanavan vakautta saatelevat proteiinit. Sympaattisen aktivaation seurauksena
RyR2-kanavaa fosforyloiva proteiinikinaasi A (PKA) aktivoituu ja kiinnittyy RyR2-kanavaan ank-
kurointiproteiini mAKAP:n valityksella. Stabiloivat FKBP12-proteiinit irtoavat fosforyloituneesta
RyR2-kanavasta, jolloin kanava muuttuu epdvakaammaksi ja aukeaa herkemmin. Fosfataasit
PP1 ja PP2a puolestaan poistavat kanavan fosforylointia ja vakauttavat kanavan toimintaa. Kuva
otettu ja muokattu artikkelista Marx ym. (2000). AC = adenylyylisyklaasi, B1AR ja B2AR = 31- ja
B2 -adrenergiset reseptorit, cAMP = syklinen AMP, G prot = heterotrimerinen G proteiini,
FKBP12.6 = FK506:a sitova proteiini 12.6, mAKAP = lihaspesifinen A kinaasi ankkurointiproteiini,
PLB = fosfolambaani, PP1 = fosfataasi 1, PP2a = fosfataasi 2a, Serca = Sarkoplasmisen kalvos-
ton Ca2*-ATPaasi, SR = sarkoplasminen kalvosto

Ca?*’kalmoduliini-riippuvainen proteiinikinaasi Il (CaMKIl) PKA:n tavoin fosforyloi RyR2-
kanavia, muuttaa niiden konformaatiota ja heikentaa niiden stabiilisuutta, ja voi siten olla
osallisena RyR2-kanavan vuotoon (Uchinoumi ym. 2016). Aktiivisen CaMKII:n on ha-
vaittu mm. lisdéntyvan diabeteksen yhteydessa (Ai ym. 2005). Myds kalmoduliini yksi-
naan osallistuu RyR2-kanavan saatelyyn. Sen sitoutuminen kanavaan vaikuttaa pain-
vastoin kuin kanavan fosforylointi: se vahentaa kanavan kalsiumherkkyytta eli se muut-
taa kanavan aktivaatiokynnysta niin, ettd kanavan aktivoituminen vaatii korkeamman kal-

siumkonsentraation sytoplasmassa (Balshaw ym. 2001; Yamaguchi ym. 2003).

1.2.3 Sarkoendoplasmisen kalvoston Ca?*-ATPaasi (Serca2)

Supistumisreaktiossa kalsiumionit sitoutuvat troponiini-C:hen, mika muuttaa troponiini-
tropomyosiinikompleksin rakennetta ja laukaisee myosiinin ja aktiinin interaktion, mika
saa aikaan lihaksen supistumisen. Relaksaatiovaiheessa kalsiumionit irtoavat troponii-
nista, ja kalsiumia poistetaan sytoplasmasta, jotta kalsiumkonsentraatiot palaavat alku-
peraiseen tilaan ja supistumisreaktio voi tapahtua uudelleen. Sarkoplasmisen kalvoston
Ca?"-ATPaasi (Serca2) kayttaa ATP:n hydrolyysista saatavaa energiaa kalsiumin siirta-
miseen takaisin sarkoplasmisen kalvoston luumeniin varastoon (Pereira ym. 2014).

Serca2-proteiini on ATP-riippuvainen kanava, joka on muodostunut yhdesta transmem-
braanisesta domeenista ja kolmesta sytoplasman puoleisesta domeenista: N-, P- ja A-
domeenista (kuva 6). N-domeeni sitoo ATP:n, joka hydrolysoituu ja fosforyloi P-alueella

olevan asparagiinihappotahteen. Transmembraanisessa osassa on sitoutumiskohdat
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kahdelle kalsiumionille. ATP:n hydrolyysi ja sen seurauksena tapahtuva asparagiinihap-
potahteen fosforylaatio saavat aikaan kanavan konformaation muutoksen. A-domeeni
avustaa konformaation muutoksessa. Serca2:n konformaatio vaihtelee E1- ja E2-konfro-
maation valilla. E1-konformaatiossa kalsiumin sitoutumiskohdat ovat sytoplasmaan pain.
ATP:n hydrolyysi muuttaa konformaation E2-konformaatioon, jolloin kalsiumin sitoutu-
miskohdat ovat sarkoplasmisen kalvoston luumenia kohti ja kalsiumionit irtoavat. Tama
jalkeen asparagiinihappotahde defosforyloituu, mika saa kanavan palaamaan E1-kon-

fromaatioon. (Das ym. 2017).

binding
sites

Kuva 6. Serca2-proteiinin rakenne. (Das ym. 2017).

Serca2-proteiinin aktiivisuutta saatelee proteiini nimeltdan fosfolambaani. Kun sytoplas-
man kalsiumkonsentraatio on matala, fosfolambaani inhiboi Serca2-proteiinin aktiivi-
suutta vahentamalla kalsiumin affiniteettia siihen. Fosfolambaani on aktiivinen, kun se ei
ole fosforyloitu. Sympaattinen hermosto aktivoi B-adrenergisen stimulaation kautta
PKA:n. Kun PKA fosforyloi fosfolambaanin, sen aktiivisuus vahenee, jolloin kalsiumin
affiniteetti Serca2-proteiiniin lisdantyy ja Serca2:n aktiivisuus lisdantyy. (Frank & Kranias
2000).

Myds kalsekvesteriini osallistuu valillisesti kalsiumin palauttamiseen sarkoplasmiseen

kalvostoon. Kalsium sitoutuu kalsekvestriiniin sarkoplasmisen kalvoston sisalla, mika va-



hentda vapaan kalsiumin konsentraatiota sarkoplasmisessa kalvostossa. Taten se hel-
pottaa Serca2:n toimintaa, koska kalsiumin konsentraatiogradientti sytoplasman ja sar-

koplasmisen kalvoston valilla ei ole niin suuri (Faggioni & Knollmann 2012).

1.2.4 Natrium—Kkalsiumvaihtaja (NCX)

Natrium—kalsiumvaihtaja (NCX) osallistuu Serca2:n lisaksi kalsiumin poistamiseen sy-
toplasmasta diastolen aikana. NCX on solukalvolla oleva proteiini, joka on muodostunut
yhdeksasta solukalvon lapaisevasta heliksista. Lisaksi sytoplasman puolella on kal-
siumioneja sitova silmukka, joka toimii sdatelyalueena. Kalsiumionien sitoutuminen alu-
eeseen aktivoi NCX-kanavan toimintaa. Aktivoitumisen ajatellaan johtuvan kalsiumin si-
toutumisen seurauksena tapahtuvasta konfromaation muutoksesta, mutta aktivointime-

kanismia ei tunneta viela taysin. (Ottolia ym. 2009).

Solukalvon lapaisevissa helikseissa on a-toistojaksoiksi kutsut alueet, joissa on nelja io-
nien sitoutumiskohtaa; yksi kalsiumionille ja kolme natriumioneille. NCX kayttaa solun
natriumgradienttia kalsiumin poistamiseen. Se siirtdd kolme natriumionia solun sisdan
niiden elektrokemiallisen gradientin mukaisesti, ja kayttaa tasta saatavaa energiaa yh-
den kalsiumionin siitdmiseen ulos solusta gradienttiaan vastaan (kuva 7). Natriumgra-
dienttia yllapitdd Na*—K*-ATPaasi, joka vaihtaa kolme natriumionia kahteen kaliumio-
niin. Na*—K"*-ATPaasi pyrkii palauttamaan ionien konsentraatiot solun lepotasolle, eli se
pumppaa natriumia ulos ja kaliumia sisdan. NCX:n affiniteetti kalsiumille on matala,
mutta silld on suuri kapasiteetti eli se pystyy poistamaan kalsiumia hyvin nopeasti. Sy-
toplasman korkea natriumkonsentraatio inaktivoi NCX:n toimintaa. Siten esimerkiksi
Na*—K*-ATPaasin viallinen toiminta vaikuttaa haitallisesti NCX:n aktiivisuuteen ja sita

kautta vahentaa sydamen supistuvuutta. (Shattock ym. 2015).

Out 1]

| B Eijff B | 8

\ .

/ 1 Ca?

In @ Na*
Out 1 I ® Ca*

A 1 Na* \\ 2 Na* R
TR AR
T h \\_

1 Ca'au_//i k\l_ _//fh \L

Kuva 7. Natrium-kalsiumvaihtajan toiminta. Kolme natriumionia siirtyy solun sisaan niiden elektro-
kemiallisen gradientin mukaisesti ja yksi kalsiumioni siirtyy ulos solusta (Liao ym. 2012).
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1.3. Diabeteksen vaikutus sydamen toimintaan

Diabetes on sairaus, johon liittyy vahentynyt insuliinituotanto haiman Langerhansin saa-
rekkeiden -soluista, tai insuliinin vaikutuksen heikentyminen kohdekudoksissa. Insulii-
nia tarvitaan glukoosin kuljettamiseen lihas-, maksa- ja rasvasoluihin; se aktivoi glukoo-
sia soluun kuljettavien kuljetusproteiinien translokaatiota solukalvolle (Kharroubi & Dar-
wish 2015). Insuliinin tuotanto- tai toimintahairion seurauksena veren glukoosipitoisuus
kohoaa. Pitkaan jatkuessaan veren korkea glukoosipitoisuus johtaa lopulta sydamen ra-
kenteellisiin ja toiminnallisiin muutoksiin, kuten esimerkiksi proteiinien glykosylaatioon
(Lazniewska & Weiss 2017; Wang ym. 2010). Tyypin 1 diabetes johtuu siita, ettd autoim-
muunisolut tuhoavat suurimman osan haiman B-soluista, jolloin insuliinia ei juuri muo-
dostu. Tyypin 2 diabeteksessa puolestaan kudosten insuliinivaste on heikentynyt. TallGin
haiman Langerhansin saarekkeiden B-solut eivat kykene tuottamaan tarpeeksi insuliinia

normaalin verensokerin yllapitoon (Kharroubi & Darwish 2015).

Diabetes voidaan kokeellisesti aiheuttaa streptotsosiinilla. Se on haiman Langerhansin
saarekkeiden B-soluja tuhoava toksiini, jonka seurauksena insuliinituotanto heikkenee ja
paastoverensokeri-, triglyseridi- ja kolesterolitasot nousevat (Griissner ym. 1993; Larsen
ym. 2002). Streptotsosiinilla aiheutettu diabetes voi saada aikaan diabetekseen liittyvan
sydanlihassairauden. Siina kroonisesti kohonnut verensokeri aiheuttaa signalointireittien
ja aineenvaihdunnan muutoksia, jotka puolestaan johtavat sydanlihassolujen vaurioihin
(Severson 2004).

Monet tutkimukset ovat osoittaneet, ettd RyR2- ja Serca2-proteiinien maara ja mRNA-
ekspressio sekd myos Serca2:n aktiivisuus vahenevat diabetesta sairastavien rottien ja
hiirien vasemman kammion sydanlihassoluissa (Bai ym. 2012; Choi ym. 2002; Teshima
ym. 2000; Wang ym. 2010). Myds aktiivisen fosfolambaaniin eli Serca2-inhibiittorin
maara on usein lisdantynyt diabeteksen yhteydessa (Bai ym. 2012; Choi ym. 2002; Kim
ym. 2001). Insuliinihoidon on puolestaan naytetty palauttavan RyR:n ja Serca2:n mRNA-
ekspression normaalille tasolle (Le Douairon Lahaye ym. 2012; Teshima ym. 2000). Li-
saksi on myods havaittu, ettad diabeteselainmalleilla RyR2-kanavat vuotavat ja paastavat
kalsiumia ulos sarkoplasmisesta kalvostosta diastolenkin aikana, mika heikentaa supis-
tumiskykya ja on osallisena muun muassa rytmihairididen syntyyn (Shao ym. 2007; Weh-
rens ym. 2003).
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Diabetekseen liittyvista L-tyypin kalsiumkanavien toiminnan muutoksista on vaihtelevia
tuloksia. Jotkut tutkimukset ovat havainneet L-tyypin kalsiumkanavien maaran vahene-
van diabetesta sairastavien hiirien vasemmassa kammiossa (Lu ym. 2007), mutta toi-
saalta useat tutkimukset eivat ole onnistuneet havaitsemaan muutoksia L-tyypin kal-
siumkanavien toiminnassa tai maarissa (Choi ym. 2002; Shao ym. 2007; Teshima ym.
2000). Mydés NCX-proteiinin aktiivisuuden ja maaran on osoitettu vahenevan diabetek-
sen yhteydessa hiirilla ja rotilla (Choi ym. 2002; Hattori ym. 2000; Sheikh ym. 2012),
mutta toisaalta osassa tutkimuksista ei ole havaittu NCX:n ekspression muutoksia
(Teshima ym. 2000). Kuitenkin kaikki aiempi tutkimus diabeteksen vaikutuksesta syda-
men kalsiumkanaviin on tehty jyrsijoilla eika fysiologisesti ja anatomisesti lahempana ih-

mista olevilla suuremmilla nisakkailla, kuten sialla.

Diabetes nayttaisi aiheuttavan siis hairiéta erityisesti sarkoplasmisen kalvoston kyvyssa
varastoida seka vapauttaa kalsiumia. Td&ma on sydamen toiminnan kannalta tarkeas,
silld sarkoplasmisen kalvoston kalsium on mahdollisesti supistumisen kannalta merkitta-
vampaa kuin solun ulkopuolelta tuleva kalsium. Vahentynyt RyR2-aktiivisuus vahentaa
sytoplasman kalsiumkonsentraatiota supistumisen aikana, jolloin kalsiumin sitoutuminen
troponiiniin vahenee ja systolevaihe heikkenee. Serca2-aktivaation vaheneminen puo-
lestaan hidastaa sytoplasman kalsiumkonsentraation palautumista normaalille tasolle, ja

siten estda sydamen relaksaatiota ja uudelleensupistumista. (Belke & Dillmann 2004).

Diabeteksella on havaittu olevan erilaisia vaikutuksia eri sydamen alueilla. Diabetesrottia
tutkineet Smail ym. (2016) havaitsivat, ettd endokardiumissa diastolen kalsiuminkon-
sentraation puoliintumisaika oli pidempi diabetesrotilla verrattuna kontrollirottiin, mutta
epikardiumissa tallaista eroa ei ollut. Tama saattaa tarkoittaa sita, etta endokardiumissa
kalsiumin poisto sytoplasmasta on heikentynyt diabeteksen yhteydessa, eli Serca2- ja

NCX-proteiinien maara tai aktiivisuus on vahentynyt.

1.4. Liikuntaharjoittelun vaikutus sydamen toimintaan

Liikunnalla on useita positiivisia vaikutuksia seka terveen ettd viallisesti toimivan syda-
men toimintaan: korkean intensiteetin aerobisen intervalliharjoittelun on havaittu muun
muassa parantavan sydamen vasemman kammion iskutilavuutta ja ejektiofraktiota niin
terveilld kuin sydaninfarktin jalkeen tai sepelvaltimotaudin yhteydessa (Kemi & Wisloff
2010). Rotilla sydaninfarktin jalkeinen aerobinen intervalliharjoittelu paransi vasemman
kammion sydamen supistuvuutta ja vahensi hypertrofiaa eli sydamen liikakasvua
(Wislaff ym. 2002). Liséksi Serca2- ja NCX-proteiinien maarien on naytetty lisdantyvan

likunnan yhteydessa (Mou ym. 2009; Wislgff ym. 2002). Toisaalta korkean intensiteetin
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intervalliharjoittelun on havaittu vahentavan rotilla seka Serca2:n etta aktiivisen fosfolam-
baaniin maaraa vasemmassa kammiossa infarktin jalkeen, siitd huolimatta, etta kuiten-
kin kalsiumin poisto samalla sytoplasmasta tehostuu (Zhang ym. 2000). Tama viittaa
siihen, etta kalsiumin poiston parantuminen sydanlihassoluissa ei lity Serca2:n maaran

lisdantymiseen, vaan sen inhibiittorin maaran vahenemiseen.

Liikunnan vaikutusta oikeaan kammioon on tutkittu vdhemman. Keuhkovaltimo-ah-
taumaa sairastavilla rotilla likunnan on naytetty vahentavan useita haitallisia rakenteel-
lisia ja toiminnallisia muutoksia oikeassa kammiossa. Se esimerkiksi lisasi Serca2- ja
RyR2-proteiinien maaria, muttei L-tyypin kalsiumkanavien tai NCX:n maaria de Melo ym.
(2016) tutkimuksessa. Kuitenkin verrattuna terveisiin kontrollieldimiin keuhkovaltimo-ah-
taumaa sairastavilla liikkumattomilla rotilla RyR2- ja Serca2-proteiinin maarat vahenivat,
mutta L-tyypin kalsiumkanavien ja NCX:n maarat lisdantyivat (de Melo ym. 2016). Tama
voi viitata siihen, ettd kun sarkoplasmisen kalvoston kalsiumkanavien toiminta sairauden
seurauksena heikkenee, solukalvon kalsiumkanavien toiminta alkaa kompensoida sar-
koplasmisen kalvoston heikentynytta toimintaa. De Melon ja kumppaneiden tutkimuk-
sessa (2016) ei kuitenkaan tutkittu lainkaan terveita liikuntaa harrastaneita elaimia, joten

tutkimus nayttaa vain, miten liikunta vaikutti sairaisiin elaimiin.

Rolim ym. (2015) ja Stglen ym. (2009) ovat tutkineet liikunnan vaikutuksia diabetesta
sairastavilla hiirilla. Heidan tulostensa mukaan Serca2-aktiivisuus vahenee tyypin 2 dia-
betesta sairastavien hiirien vasemmassa kammiossa, ja NCX:n aktiivisuus lisdantyy. Li-
saksi he osoittivat, etta sarkoplasmisen kalvoston RyR2-kanavien vuoto lisdantyi vasem-
massa kammiossa diabetesta sairastavilla hiirilla. Liikuntaharjoittelu puolestaan lisasi
Serca2- ja NCX-proteiinien aktiivisuutta diabeteshiirillda (Stolen ym. 2009) ja vahensi
RyR2-kanavien vuotoa ja lisaksi fosfolambaanin eli Serca2-inhibiittorin aktiivisuus vaheni
(Rolim ym. 2015). Insuliinihoidon ja aerobisen liikunnan yhteisvaikutuksen tutkimuk-
sessa puolestaan havaittiin, ettd vaikka molemmat erikseenkin lisasivat tyypin 1 diabe-
tesrottien NCX-, RyR2- ja Serca2-proteiinien maaria, niiden yhteisvaikutus proteiinien

maariin oli vield huomattavasti vahvempi (Le Douairon Lahaye ym. 2012).

Muutamat tutkimukset ovat antaneet myds eridvia tuloksia. Eras tutkimus havaitsi, etta
vaikka diabetes vahensi Serca2-proteiinin maaraa ja fosfolambaanin fosforylaatiotasoa
tyypin 1 diabetesta sairastavien rottien vasemmassa kammiossa, korkean intensiteetin
likuntaharjoittelu ei palauttanut kummankaan maaraa normaalille tasolle (Novoa ym.
2017). Lisaksi Shao ym. (2009) havaitsivat, ettei tyypin 1 diabetes vaikuttanut Serca2-
proteiinin maariin rottien vasemmassa kammiossa, ja etta liikunta lisdsi proteiinin maa-
rad ainoastaan terveilla kontrolleilla. Samassa tutkimuksessa kuitenkin havaittiin, etta
12



RyR2:n kalsiumherkkyys lisdantyy diabetesta sairastavilla rotilla ja likunta kumoaa ta-
man vaikutuksen, vaikka RyR2-kokonaismaarissa ei ollut eroja ryhmien valilla. Myos
kaikki aiemmat tutkimukset liikunnan vaikutuksesta sydamen kalsiumkanaviin on tehty

jyrsijoilla.

Vasemman kammion epikardiumin ja endokardiumin vertailussa Mou ym. (2009) havait-
sivat, ettd sydaninfarkti heikensi rotilla erityisesti endokardiumin supistumisen voimak-
kuutta ja nopeutta, ja kestavyysharjoittelu palautti supistumiskyvyn normaaliksi. Endo-
kardiumin lihassolujen suurempi supistuvuus saattaa osaksi johtua erilaisesta kalsiumin-
kasittelystd kammioiden eri alueiden valilla, mutta toisaalta Kondo ym. (2006) eivat ha-
vainneet eroja hiiren sydamen kalsiumkanavien mRNA-ekspressioissa oikean kammion,
vasemman kammion epikardiumin ja vasemman kammion endokardiumin valilla. He kui-
tenkin havaitsivat, ettéd kalsiumkonsentraatiohuippu oli suurin vasemman kammion en-
dokardiumissa, ja lisaksi kaliumin ulosvirtaus oli hitainta endokardiumissa ja siten myés
repolarisaatio hitaampaa kuin muilla alueilla. Aktiopotentiaalin pidempi kesto endokar-
diumissa voi selittda, miksi kalsiumkonsentraatiohuippu on endokardiumissa suurempi

kuin muissa, vaikka kalsiumkanavien maarissa ei ollut eroja.

1.5. Tutkimuksen tarkoitus

Taman tutkimuksen tarkoituksen oli tutkia likunnan vaikutuksia seka terveiden etta dia-
betesta sairastavien minisikojen sydanten oikean ja vasemman kammion kalsiumka-
navien maariin. Hypoteesina oli, ettd diabetes vahentaa kalsiumkanavien maaria, ja lii-
kunta kumoaa naita vaikutuksia. Aikaisempi tutkimus liikunnan ja diabeteksen yhteisvai-
kutuksesta sydamen kalsiumkanaviin on vahaista, ja lisaksi se on keskittynyt rotan tai
hiiren sydamen toimintaan. Sian sydan on fysiologisesti ja anatomisesti lahempana ih-
mista kuin hiiren tai rotan, joten tutkimus sioilla voi antaa lisatietoa siita, millainen vaiku-
tus liilkunnalla voi olla diabetesta sairastavien ihmisten sydamiin (Swindle ym. 2012). Li-
saksi tutkimus diabeteksen tai likunnan vaikutuksesta sydamen toimintaan on keskitty-
nyt sydamen vasempaan kammioon. Oikea ja vasen kammio kuitenkin eroavat toisistaan
rakenteeltaan ja toiminnaltaan, joten on mahdollista, ettd oikean ja vasemman kammion
kalsiumkanavien maarat eroavat toisistaan (La Gerche & Claessen 2015; Poels ym.
2015).
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2. Aineisto ja menetelmat

Tassa tydssa mitattiin Western blot -menetelmalla L-tyypin kalsiumkanavien (calcium
voltage-gated channel subunit alphal C, CACNA1C), ryanodiinireseptori 2:n (RyR2),
sarko-endoplasmakalvoston Ca?*-ATPaasi 2:n (Serca2) ja natrium-kalsiumvaihtajan
(NCX) suhteellisia maaria Géttingenin minisikojen (Sus scrofa demosticus) oikeasta ja
vasemmasta kammiosta. Tarkoituksena oli selvittaa, miten diabetes ja liikuntaharjoittelu

yhdessa ja erikseen vaikuttavat kalsiumkanavien suhteellisiin maariin.

Naytteet olivat peraisin Rotterdamin Erasmus Medical Centeristd, missa koe-elaintoimi-
kunnan hyvaksymat elainkokeet minisioilla suoritettiin. Eldinkokeet tehtiin noudattaen
ohjeita, jotka perustuvat Yhdysvaltain terveysviraston oppaaseen Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals (8. painos, National Research Council Washington, DC: The
National Academies Press, 2011). Jaadytetyt oikean ja vasemman kammion sydanlihas-

kudosnaytteet kuljetettiin Turun Yliopistoon, jossa proteiinimaaritykset suoritettiin.
2.1. Koe-elaimet ja ruokavaliot

Tutkimuksessa kaytettiin 36:ta aikuista Gottingenin urosminisikaa (Ellegaard, Tanska).
Osalle (n=20) elaimista aiheutettiin diabetes injektoimalla streptotsosiinia (Pharmacia
and Upjohn, Kalamazoo, Michigan, Yhdysvallat) suonensisaisesti korvakatetrin kautta
kolmen paivan ajan (25 mg/kg/paiva, kokonaisannos 75 mg/kg). Tavoitteena oli tuhota
70-80 % insuliinia erittavistd haima B-soluista. Eldinten veren glukoosipitoisuuksia seu-
rattiin paivittain, ja tarvittaessa niille annettiin insuliinia. Insuliinihoidoista huolimatta kaksi
koe-eldinta menehtyi 2-3 viikon kuluessa diabeteksen aiheuttamisesta. Viikko sen jal-
keen, kun osalle elaimista oli aiheutettu diabetes, diabetesta sairastavien elainten ruo-
kavalio muutettiin vahitellen runsasrasvaiseksi ruokavalioksi diabeettisen vaikutuksen
vahvistamiseksi. Runsasrasvainen ruokavalio sisalsi 25 % tyydyttyneita rasvoja ja 1 %
kolesterolia. Kontrollielaimet jatkoivat tavallisella kasvaville sioille tarkoitetulla ravinnolla
(taulukko 1).
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Taulukko 1. Kontrollisikojen ruokavalio ja diabeetikkosikojen runsasrasvainen ruokavalio (g/kg).

Raaka-aine Kontrolliruokavalio | Diabetesruokavalio
Soijapavut, jauheena - 164,5
Perunaproteiini 50,0 50,0
Elédinrasva - 250,0
Ohra 396,2 -
Vehné& 500,0 -
Vehnégluteeniateria 8,7 106,0
Sukroosi - 200,0
Fruktoosi - 200,0
Soijadljy 17,3 -
Kalkkikivi 13,0 9,6
Monokalsiumfosfaatti 6,9 10,8
Natriumkloridi 4,0 47
Mineraali/vitamiinisekoitus | 2,0 2,0
L-lysiinivetykloridi 1,9 24
Kolesteroli (lis&) - 10,0
Kokonaismaééra, g/kg 1000,0 1010,0
Bruttoenergia, MJ/kg 17,3 23,5

Minisiat elivat Rotterdamin Erasmus Medical Centerisséd koe-eldinkeskuksessa 9 sian
ryhmissa. Ruokaa oli tarjolla ad libitum kahdesti paivassa, tunnin kerrallaan koko viisi
kuukautta kestavan tutkimusjakson ajan. Laskimoverinaytteet otettiin paastonneilta elai-
miltd kolmena eri ajankohtana: lahtdtilanteessa seka 3 kuukautta ja 5 kuukautta diabe-
teksen aiheuttamisen jalkeen. Verinaytteista analysoitiin plasman glukoosi-, triglyseridi-
ja kokonaiskolesteroliarvot standardoidulla protokollalla Erasmus Medical Centerin Klii-

nisessa kemian laboratoriossa.

2.2. Kuntotesti ja liikuntaharjoittelu

Taman tyon tarkoituksena oli selvittaa, miten liikuntaharjoittelu vaikuttaa terveiden ja dia-
betesta sairastavien eldinten kalsiumkanavamaariin. Ennen liikuntaharjoitteluohjelman
alkua elaimille tehtiin asteittain kiihtyva kestavyyskuntotesti juoksumatolla. Testi alkoi
juoksunopeudella 1,5 km/h, ja viiden minuutin valein nopeutta lisattiin 0,5 km/h uupu-

mukseen asti. Juoksuaika kuvasti eldimen maksimaalista aerobista kestavyyskapasi-
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3.

teettia ja sita kaytettiin harjoitteluohjelman intensiteettien maarittamiseen (jokaisella elai-
mella oli yksiléllinen harjoitusohjelma). Liikuntaharjoitteluohjelma aloitettiin puolelle run-
sasrasvaista ravintoa sydneista ja puolelle normaalia ravintoa syoneista eldimista kolme
kuukautta ruokavalion aloittamisen jalkeen. Elaimet valittiin satunnaisesti juoksumatolla

tehtavaan liikkuntaharjoitteluohjelmaan.

Minisiat jaettiin tutkimuksessa neljaan ryhmaan:
1) ei diabetesta, ei liikuntaharjoittelua (n==8).

2) ei diabetesta, liikuntaharjoittelu (n=8).

3) diabetes, ei liikuntaharjoittelua (n=9).

4) diabetes, liikuntaharjoittelu (n=9).

Liikuntaharjoitteluohjelman jokainen harjoituskerta aloitettiin helpolla tasolla, ja harjoituk-
sen intensiteettia kasvatettiin asteittain kunkin elaimen kehityksen ja kapasiteetin mu-

kaan.

Liikuntaharjoittelu koostui kahdeksan viikon jaksosta. Joka viikko eldimilla oli kolme eri

harjoituskertaa:

Pitkakestoinen (90 minuuttia) matalan intensiteetin (55-65 % maksimaalisesta nopeu-
desta) harjoitus,

keskipitka (60 minuuttia) harjoitus, jossa nopeus vaihteli kohtalaisesta suureen (65-
85%),

ja intervalliharjoitus, joka koostui viidesta 5 minuutin suuren nopeuden juoksupatkasta

(85%-100%), joiden valissa oli 3 minuutin palautusjaksot.

Vuorokausi viimeisen harjoituskerran jalkeen elaimille tehtiin rintakehan avausleikkaus
(thoracotomy). Elainten rauhoitukseen ja tutkimiseen kaytetyt aineet olivat Zoletil (tileta-
miini ja tsolatsepaami, 5 mg/kg), Rompun (ksylatsiini, 2,25 mg/kg) ja atropiini (2 ml, li-
haksen sisainen). Eldimet nukutettiin pentobarbitaalinatriumilla (20 mg/kg/h, suonen-
sisdisesti), ja hengitysta yllapidettiin keinotekoisesti 6-9 tunnin ajan, minka aikana tehtiin
mittauksia ja kerattiin naytteet toiminnallisia mittauksia varten. Taman jalkeen eldimet
lopetettiin, ja niiden sydamet pysaytettiin ja operoitiin irti valittdmasti. Sydamet pestiin
suolaliuoksessa ylimaaraisen veren poistamiseksi ja preparoitiin paloiksi: vasemman
kammion myokardium jaettiin keskeltd kahtia endo- ja epikardiumiksi, kun taas oikean
kammion myokardiumia ei jaettu, vaan pala myokardiumista jaadytettiin kokonaisena.
Osa paloista jaadytettiin nopeasti nestetyppeen ja varastoitiin -80 °C:seen mydhempia
analyyseja varten.
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2.3. Proteiinimaarien maaritys Western blot —-menetelmalla

Tassa tutkimuksessa maaritettiin Cacnalc-, RyR2-, Serca2- ja NCX-proteiinien maarat
koe-eldinten sydamen oikeassa kammiossa ja vasemman kammion endo- ja epikar-
diumissa. Kuten sanottu, tutkimuksen tarkoituksena oli vertailla proteiinimaaria terveiden
ja diabetesta sairastavien minisikojen valilla seka liikuntaa harrastaneiden minisikojen ja
kontrollisikojen valilla. Proteiinimaarien mittaamiseen kaytettiin Western blot -menetel-
maa, jolla voidaan tunnistaa tutkittava proteiini spesifisella vasta-aineella. Tassad mene-
telmassa proteiinit erotellaan ensin niiden molekyylipainon mukaan geelielektroforee-

silla, jonka jalkeen ne siirretdan nitroselluloosamembraanille.

Jotta vasta-aine ei sitoutuisi epaspesifisesti membraaniin, membraani blokataan yleensa
rasvattomalla maitojauheella tai naudan seerumin albumiinilla (bovine serum albumin,
BSA), jotka on liuotettu Tris-puskuriin (fris buffered saline, TBS). Taman jalkeen mem-
braania inkuboidaan primaarisella vasta-aineella, joka on tutkittavalle proteiinille spesifi-
nen. Sekundaarinen vasta-aine on leimattu esimerkiksi entsyymilla, fluoroforilla tai biotii-
nilla. Sitoutuessaan primaariseen vasta-aineeseen sekundaarinen vasta-aine saa ai-
kaan reaktion, joka tuottaa havaittavan lopputuotteen, yleensa valoa. Valon intensiteetti
kertoo antigeenin eli proteiinin maarasta membraanilla. Tassa tutkimuksessa ennen var-
sinaisia Western blot -analyyseja naytteet valmisteltiin ja optimoitiin maarittamalla sy-

dannaytteiden kokonaisproteiinimaarat bicinchoninic acid (BCA) -analyysilla.

2.3.1 Naytteiden valmistelu

Pakkasessa olleista sydannaytteista otettiin palaset nestetypessa. Palaset punnittiin ja
homogenisoitiin kylmassa 62.5 mM Tris-HCI (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA)
homogenisointiliuoksessa, jonka pH oli 6.8. Homogenisointiliuos sisalsi proteiini-inhibiit-
toreina leupeptiinia (1 ug/ml), pepstatiinia (1 ug/ml) ja fenyylimetaanisulfonyylifluoridia
(PMFS, 1 mM) (Sigma-Aldrich). Homogenisaatio suoritettiin TissueLyser -laitteella
(Qiagen, Hilden, Germany) kahdesta kolmeen kertaan, minuutti kerrallaan ja frekvens-
silld 30 ravistusta/s. Homogenisoimatta jdaneen kudoksen poistamiseksi naytteet sentri-
fugoitiin Eppendorf Centrifuge-laitteella (5417R, Mississauga, Ontario, Canada) +4 °C
asteessa 5 minuutin ajan nopeudella 5100 g. Supernatanttia ja Laemmli-liuosta (liite 2)
lisattiin samansuuruiset maarat Eppendorf-putkiin, jonka jalkeen putkia lammitettiin +70
°C asteisessa lampdblokissa 7 minuuttia. Osa supernatantista otettiin talteen eri Eppen-

dorf-putkiin kokonaisproteiinikonsentraation mittauksia varten.
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2.3.2 Kokonaisproteiinikonsentraation maaritys BCA-analyysilla

Optimaalisen proteiinikonsentraation maaritys tehtiin ennen Western blot -ajoja. Nayttei-
den kokonaisproteiinikonsentraation maaritys tehtiin BCA protein assay -kitilla (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) valmistajan ohjeiden mukaisesti (liite 1). BCA-
proteiinimaaritys perustuu siihen, ettd emaksisessa ymparistdéssa kupari-ionit ensin si-
toutuvat naytteen proteiineihin, ja tdman jalkeen bikinkoniinihappo reagoi naiden pelkis-
tyneiden kupari-ionien kanssa. Reaktiotuotteessa on violetti vari ja sen absorbanssi voi-

daan mitata ja siten maarittaa naytteen proteiinimaara standardisuoraa kayttaen.

Naytteiden kokonaisproteiinikonsentraation maarittamisen jalkeen naytteet laimennettiin
Laemmli-liuokseen niin, ettd Serca2-, Cacnalc- sekd NCX -vasta-aineita varten proteii-
nikonsentraatio oli 20 pg/15 pl ja RyR2-vasta-ainetta varten 30 ug/15 ul. Naytteita saily-

tettiin -80 °C asteessa Western blot -analyysien suorittamiseen asti.

2.3.3 Western blot

Western blot -analyysi tehtiin yhdelle proteiinille yhdesta sydamen osasta kerrallaan.
Koepaivind naytteet sulatettiin jailla ja pipetoitiin (15 ul) satunnaisessa jarjestyksessa
SDS-PAGE geeleille, jotka tehtiin valmistajan ohjeen mukaisesti (TGX Stain-Free™
FastCast™ Acrylamide Kit, 12%; BioRad, Hercules, California, USA) (liite 2). Lisaksi jo-
kaiselle geelille pipetoitiin All Blue 10-250 kDa-molekyylimarkkeri (BioRad) seka kontrol-
lindyte, joka valmistettiin sekoittamalla keskendan satunnaisia vasemman kammion epi-
kardium- ja endokardiumnaytteita. Serca2-, NCX ja Cacnal1c-naytteita varten proteiingja
ajettiin elektroforeesilla 35 minuuttia 200 V:n jannitteelld ja RyR2-naytteita varten 90 mi-
nuuttia 200 V:n jannitteelld. Elektroforeesissa proteiinit eroteltiin niiden koon mukaan
niin, etta pienemmat proteiinit kulkivat positiivista napaa kohti nopeammin kuin suurem-

mat.

Ajon jalkeen geelit kuvattin ChemiDoc™ MP Imaging System -laitteella (BioRad) kunkin

naytteen kokonaisproteiinimaaran maarittamista varten (kuva 8).
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Kuva 8. Stainfree-kuva vasemman kammion endokardiumista otetuista naytteista geelilla ajon

jalkeen.

Kuvaamisen jalkeen jatkokasittelyihin leikattiin osa geelista, jossa tutkittava proteiini si-
jaitsi. Proteiinit siirrettin Whatman Protran Nitrocellulose —membraanille, jonka huokos-
koko oli 0,45 uym (PerkinElmer, Boston, Massachusetts, USA). Siirtoajo kesti 60 minuut-
tia, ja siina kaytettiin 100 V:n jannitettd. Taman jalkeen membraanit pestiin Tris-puskuri-
liuoksessa (tris buffered saline, TBS) 15 minuutin ajan ja inkuboitiin epaspesifisten paik-
kojen blokkausliuoksessa (TBS + 5% maitojauhe, Sigma-Aldrich) sekoittajassa tunnin
ajan. Blokkauksen jalkeen TBS-liuos poistettiin huolellisesti ja membraania inkuboitiin
yon yli +4 °C asteessa TBS + 0,1 % Tween-20 (TBST) + 5% maitojauhe -liuoksessa,
johon oli sekoitettu primaarista vasta-ainetta kullekin proteiinille aikaisemmin optimaa-

liseksi havaittu maara (taulukko 2).

Taulukko 2. Primaariset vasta-aineet.

Primaarinen vasta- | Laimennossuhde Tuote Valmistaja | Valmistuskaupunki- ja
aine maa

Anti-SERCA2 1:2000 ab91032 Abcam Cambridge, England
ATPase

Anti-CACNA1C 1:1000 ab58552 Abcam Cambridge, England
Anti-NCX1 1:1000 ab2869 Abcam Cambridge, England
Monoclonal Anti- 1:1000 R128 Sigma-Al- St. Louis, Missouri,
Ryanodine Recep- drich USA

tor

Seuraavana paivana vasta-aineliuos poistettiin ja membraanit pestiin TBST-liuoksella
viisi kertaa 5 minuutin ajan. Pesuliuos poistettiin huolellisesti ennen sekundaarisen

vasta-aineen lisdamista laimenemisen estamiseksi. Membraaneja inkuboitiin valolta
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suojattuna tunnin ajan TBST + 5 % maitojauhe -liuoksessa, johon oli lisatty kullekin pro-

teiinille optimaalinen maara sopivaa sekundaarista vasta-ainetta (taulukko 3).

Taulukko 3. Sekundaariset vasta-aineet.

Proteiinit Sekundaarinen Laimennossuhde | Valmistaja Valmistuskaupunki- ja
vasta-aine maa
Serca2 ja StarBright™ Blue | 1:5000 BioRad Hercules, California,
Cacnalc 700 Goat Anti- USA
Rabbit IgG
NCX ja IRDye® 800CW 1:5000 Li-cor Bad Homburg, Ger-
RyR2 anti-mouse IgG (H many
+L),0.1mg

IRDye® 800CW -vasta-aineen optimaalinen laimennossuhde olisi ollut 1:10000, mutta
oikean kammion NCX-proteiinianalyysissa sekundaarista vasta-ainetta laimennettaessa
TBST-liuokseen lisattiin vahingossa vanhempaa, huonosti toimivaa vasta-ainetta, minka
takia liuokseen lisattiin viela vastaava maara uudempaa sekundaarista vasta-ainetta.
Taman vuoksi myos muihin analyyseihin, jossa kaytettiin IRDye® 800CW -vasta-ainetta,
laitettiin kaksinkertainen maara vasta-ainetta, eli vasta-aineliuoksen todellinen laimen-
nossuhde oli 1:5000.

Sekundaarisen vasta-aineen inkubaation jalkeen membraanit pestiin jalleen TBST:lla
viisi kertaa 5 minuutin ajan ja kuvattiin Bio Radin ChemiDoc™ MP Imaging System -
laitteella. Kunkin proteiinin kuvaamiseen kaytetyt valotusajat ovat esitettyna taulukossa
4. Kuvista analysointiin kunkin naytteen kokonaisproteiinimaarat ja proteiinispesifiset
maarat ImagelLab 6.0 ohjelmalla (Bio-Rad). Stainfree-kuvista maaritettiin kaikkien ban-
dien intensiteettiarvot, jotka ilmaisivat naytteen kokonaisproteiinimaaraa. Mahdollisista
geelien ja ajojen valisista eroista aiheutuneet erot proteiinitasoissa poistettiin kertomalla
kunkin naytteen antama intensiteettiarvo korjauskertoimella. Korjauskerroin saatiin jaka-
malla kunkin naytteen intensiteettiarvo membraanin kontrollin antaman intensiteetin ar-
volla. Korjaus tehtiin seka kokonaisproteiiniarvoille etta tutkittavien proteiinien antamille
arvoille. Lopuksi tutkittavien proteiinien intensiteettiarvot jaettiin vastaavilla Stainfree-ku-
vista analysoiduilla naytteen kokonaisproteiinimaaraa ilmaisevalla arvoilla.

Tutkittavan ndytteen proteiinin int. / kontrollin int.

ndytteen kokonaisproteiinimaaran int. / kokonaisproteiinimaaran int.
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Taulukko 4. Membraanien kuvaamisessa kaytetyt valotusajat sekunteina.

Proteiini Valotusaika (s) Poikkeukset
Serca? 2,1
NCX 45 30 (vasemman kammion en-

dokardiumissa, uusi era

vasta-ainetta)

Cacnalc 20 60 (vasemman kammion en-
dokardiumissa, uusi era

vasta-ainetta)

RyR2 30

2.4. Tilastoanalyysit

Aineistossa tulokset ovat esitetty keskiarvoina (x SEM). Liikuntaharjoittelun ja diabetek-
sen vaikutuksia kalsiumkanavien suhteellisiin maariin analysoitiin kaksisuuntaisella
ANOVA —testilla jokaisesta kammiotyypista erikseen. Kammiot paatettiin tutkia kaksi-
suuntaisella ANOVA-testilla sen takia erikseen, koska kolmesuuntaisessa ANOVA-tes-
tissa (jossa liikunnan ja diabeteksen liséksi myés kammio olisi ollut yhtend muuttujana)
post-hoc testilld ei voi testata liikunnan ja diabeteksen yhteisvaikutuksia, mika oli taman
tutkimuksen tarkoitus. Kammioiden valisissa vertailuissa kaytettiin yksisuuntaista
ANOVA -testid. Ennen ANOVA -testid ryhmien homogeenisuus ja normaalijakautunei-
suus testattiin Brown-Forsythe- ja Shapiro-Wilk -testeilla. Aineistot, jotka eivat olleet nor-
maalisti jakautuneet tai joiden varianssissa oli liikaa vaihtelua, muunnettiin logaritmiseksi

asteikoksi analyysia varten.

Tilastoanalyysi tehtiin SigmaPlot-ohjelmalla (versio 13.0, Systat Software, San Jose, Ca-
lifornia, USA). Tilastolliset erot olivat merkittavia, kun p_< 0,05 ja kun p = 0,1, kyseessa
oli tilastollinen trendi. Vasemman kammion endokardiumin Cacnalc-, vasemman kam-
mion epikardiumin Serca2- ja oikean kammion RyR2-aineistot eivat lapaisseet Shapiro-
Wilk-normaaliustestia, eivatka siten olleet normaalisti jakautuneita. Vasemman kammion
endokardiumin NCX-aineisto puolestaan ei lapaissyt Brown-Forsythen —varianssitestia.
Kammioiden valisien erojen aineiston testauksessa ainoastaan NCX-aineisto lapaisi
Shapiro-Wilk-testin, muille suoritettiin Kruskal-Wallisin H-testi. Kaikille aineistoille, jossa
oli merkitsevia eroja, tehtiin post-hoc testi. Tama kertoo, minka ryhmien valilla merkitseva
ero on. Kammioiden valisessa vertailussa tehtiin Dunnin post-hoc testi ja proteiinikohtai-

sissa analyyseissa Holm-Sidak-testi.
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3. Tulokset

3.1. Ruumiinpainot ja sydamen painot seka glukoosi-, triglyseridi- ja kole-

sterolitasot

Runsasrasvainen ravinto aiheutti merkitsevia eroja glukoosi-, triglyseridi- ja kolesteroli-

tasoissa kontrolli- ja diabeteselainten valilla (triglyseridi F=8,2, p=0,007; glukoosi F=21,8,
p<0,001; kolesteroli F= 107,3, p<0,001) (taulukko 5). Arvot olivat huomattavasti korke-

ampia diabeteseldimilld kuin kontrollieldimilla. Liikunta ei aiheuttanut eroja glukoosi-,

triglyseridi- ja kolesterolitasoissa ryhmien valilla (taulukko 5). Eldinten painoissa eika nii-

den sydanten tai kammioiden painoissa ollut merkitsevia eroja ryhmien valilla (taulukko

6).

Taulukko 5. Plasman triglyseridi-, kolesteroli- ja glukoosiarvot loppumittauksessa viimeisen lii-
kuntasuorituksen jalkeen. Merkitsevat tulokset (p<0,05) lihavoituna. Arvot ovat keskiarvoja +

SEM.
Ei diabetesta Diabetes p-arvo

Ei lii- Liikkuntaa | Ei liikun-  Liikuntaa | Liikunta Diabetes Yhteis-

kuntaa taa vaikutus
Triglyseridi | 0,27 0,25 0,67 0,87 0,610 0,0070 0,522
(mmol/l) + 0,02 + 0,01 +0,19 +0,28
Kolesteroli | 1,10 1,20 5,89 4,74 0,715 0,0001 0,373
(mmol/l) + 0,04 + 0,08 + 1,03 +0,71
Glukoosi 6,85 6,31 13,89 14,07 0,739 0,0001 0,599
(mmol/l) +0,74 +1,1 +2,0 +2,0

Taulukko 6. Eldinten painot tutkimuksen alussa ja lopussa (kg) sekd sydanten ja kammioiden
painot (g) ja kammioiden painon osuus koko sydamen painosta (%) eri tutkimusryhmissa. Sydan-
ten ja kammioiden painot ovat tutkimusjakson lopussa mitattuja painoja. Arvot ovat keskiarvoina

+ SEM.
Ei diabetesta Diabetes
Ei liikuntaa  Liikuntaa Ei likuntaa  Liikuntaa
Eldimen paino lopussa (kg) | 36,8 + 1,1 351+1,6 38,7+ 3,0 347+24
Eldimen paino lopussa (kg) | 37,1+1,3 352+1,7 39,8+ 3,1 342+24
Sydamen paino (g) 167,3+4,8 158,9+8,5 | 165855 160,5+ 8,1
Oikean kammio (g) 355+1,2 311+24 359+1,8 354 +35
Oikean kammio (%) 21,2+0,4 19,5+0,8 |21,6+0,7 21,7+ 1,1
Vasen kammio (g) 1152+24 1084+73 |1148+45 110,4+4)9
Vasen kammio (%) 68,9+0,7 679+13 |692+1,0 68,9+0,7

22




3.2. Cacnailc

Diabeteksella oli huomattava vaikutus Cacna1c-proteiinimaariin. Vasemman kammion
epikardiumissa Cacna1c-proteiinin maara oli merkitsevasti suurempi diabetesta sairas-
tavilla elaimilla kuin terveilla elaimilla (F=6,8, p=0,014) (kuva 9). Téama ero nakyi liikuntaa
harrastaneilla elaimilld, joista diabetesta sairastavilla eldimilla oli 20 % enemman
Cacna1-proteiinia kuin terveilla liikuntaa harrastavilla elaimilla (t=3,1, p=0,004). Liikun-
nalla ja diabeteksella naytti siis olevan yhteisvaikutus tuloksiin, tosin tdma oli tilastollisesti
ainoastaan vahva trendi (F=3,6, p=0,069) (kuva 9). Lisaksi liikunnalla naytti olevan li-
saava vaikutus Cacna1c-proteiinimaariin, tosin tamakaan tulos ei ollut tilastollisesti mer-
kitseva, vaan ainoastaan vahva trendi (F=3,8, p=0,062). Etenkin liikuntaa harrastaneilla
diabeteseldimillda Cacnalc-proteiinin maara oli 17 % suurempi kuin niilld diabe-

teselaimilla, jotka eivat olleet harrastaneet liikuntaa (t=2,8, p=0,01).

*

12 - — W ej liikuntaa

H liikuntaa

0,8 A

0,6 1

epikardiumissa

0,4 A

0,2 1

Cacnalc-proteiinin suhteellinen maara VK

ei diabetesta diabetes

Kuva 9. Cacna1c-proteiinin suhteellinen maara vasemman kammion (VK) epikardiumissa ter-
veilld ja diabetesta sairastavilla elaimilld seka liikkuntaa harrastaneilla ja harrastamattomilla elai-
milla. Proteiinimaara on ilmoitettu tutkittavan proteiinin maarana (intensiteetti) suhteessa naytteen
kokonaisproteiinimaaraan (intensiteetti), ja mahdollisista systemaattisista virheistd aiheutuneet
erot on poistettu jakamalla luvut membraanikontrollin arvoilla. Arvot ovat keskiarvoja £+ SEM (ei
diabetesta, ei liikuntaa, n=8; ei diabetesta, likuntaa, n=8; diabetes, ei liikuntaa, n=9; diabetes,
liikuntaa, n=9). * merkitsee tilastollisesti merkitsevaa tulosta ryhmien valilla.

Diabeteksella ja liikunnalla ei ollut vaikutusta Cacna1c-proteiinin maariin oikeassa kam-

miossa eikd vasemman kammion endokardiumissa (taulukko 7).
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Taulukko 7. Liikuntaharjoittelun ja diabeteksen vaikutus seka niiden yhteisvaikutus Cacnailc-,
proteiinien suhteellisiin maariin kammioiden eri osissa. RV = oikea kammio, EPI = vasemman
kammion epikardium, ENDO = vasemman kammion endokardium. Arvot ovat keskiarvoja £ SEM.
Merkitsevat tulokset (p < 0,05) lihavoituna ja trendit kursivoituna (P < 0,1)

Ei diabetesta Diabetes Liikunta Diabetes Yhteisvaikutus

Ei liikuntaa Liikuntaa Ei liikuntaa Liikuntaa P F P F P F

RV 0,843 0,896 0,857 0,982 0,239 1,452 0,502 0,463 0,632 0,463
+0,0761 +0,0761 +0,0712 +0,0712

EPI 0,904 0,906 0,939 1,128 0,062 3,781 0,014 6,828 0,069 3,599
+0,0482 +0,0516 +0,0482 +0,0482

ENDO 1,026 1,19 1,153 1,021 0,891 0,019 0,858 0,0328 0,209 1,662
+0,119 +0,119 +0,111 +0,111

3.3. RyR2

Diabeteksella oli merkitseva vaikutus RyR2-proteiinin maariin sydamen oikeassa kam-
miossa. Oikeassa kammiossa RyR2-proteiinin maara oli pienempi diabetesta sairasta-
villa elaimilla kuin terveilla elaimilla (F=4,3, p=0,05) (kuva 10). Tama nakyi erityisesti lii-
kuntaa harrastaneiden elainten valilla: sairailla elaimilla oli 62 % vahemman RyR2-pro-
teiinia kuin terveilla elaimilla (t=2,2, p=0,037). Diabeteksen ja liikunnan yhteisvaikutus oli
heikko trendi (F=2,0, p=0,161). Liikuntaa harrastamattomien eldinten kesken merkitse-

vaa eroa ei ollut sairaiden ja terveiden elainten RyR2-proteiinimaarissa (t=0,7, p=0,469).
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Kuva 10. RyR2-proteiinin suhteellinen maaréa oikeassa kammiossa terveilla ja diabetesta sairas-
tavilla elaimilld seka liikuntaa harrastaneilla ja harrastamattomilla elaimilla. Proteiinimaara on il-
moitettu tutkittavan proteiinin maarana (intensiteetti) suhteessa naytteen kokonaisproteiinimaa-
raan (intensiteetti), ja mahdollisista systemaattisista virheista aiheutuneet erot on poistettu jaka-
malla luvut membraanikontrollin arvoilla. Merkitseva ero terveiden ja diabetesta sairastavien
elainten valilla. Liikuntaa harrastaneilla diabeteselaimilla oli vahemman RyR2-proteiinia oikeassa
kammiossa kuin liikuntaa harrastaneilla terveilla elaimilla. Diabeteksen ja liikunnan yhteisvaikutus
oli heikko tilastollinen trendi. Arvot ovat keskiarvoja + SEM (ei diabetesta, ei likuntaa, n=8; ei
diabetesta, liikuntaa, n=8; diabetes, ei liikuntaa, n=9; diabetes, likuntaa, n=9). * merkitsee tilas-
tollisesti merkitsevaa tulosta ryhmien valilla.
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Liikunnalla naytti olevan vaikutusta vasemman kammion epikardiumin proteiinimaariin.
Tama tulos ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkitseva tulos, vaan trendi (F=3,1,
p=0,091) (taulukko 8). Lisaksi liikunnalla ja diabeteksella oli yhteisvaikutus tuloksiin, joka
tosin mydskin oli vain tilastollinen trendi (F=3,5, p=0,072). Liikuntaa harrastavilla terveilla
elaimilld naytti olevan 49 % vahemman RyR2-proteiinia kuin niilla terveilld, jotka eivat
harrastaneet liikuntaa. Liikuntaa harrastaneiden eldinten kesken taas diabeteselaimilla

RyR2-proteiinin maara naytti olevan 47 % suurempi kuin terveilla elaimilla.

Liikunnalla naytti olevan vaikutus my6s vasemman kammion endokardiumin RyR2-pro-
teiinin maariin. Tamakin oli kuitenkin vain heikko tilastollinen trendi (F=2,8, p= 0,108)
(taulukko 8). Diabetesta sairastavilla liikuntaa harrastaneilla elaimilla naytti olevan 34 %
enemman proteiinia kuin niilla diabetesta sairastavilla elaimilla, jotka eivat harrastaneet

liikkuntaa.

Taulukko 8. Liikuntaharjoittelun ja diabeteksen vaikutus seka niiden yhteisvaikutus RyR2-, pro-
teiinien suhteellisiin maariin kammioiden eri osissa. RV = oikea kammio, EPl = vasemman kam-
mion epikardium, ENDO = vasemman kammion endokardium. Arvot ovat keskiarvoja + SEM.
Merkitsevat tulokset (p < 0,05) lihavoituna ja trendit kursivoituna (P < 0,1)

Ei diabetesta Diabetes Liikunta Diabetes Yhteisvaikutus

Ei liikkun- Liikuntaa Ei likuntaa  Liikun- P F P F P F
taa taa

RV 0,574 0,896 0,499 0,347 0,594 0,292 0,07 3,757 0,161 2,092
+0,171 +0,171 +0,171 +0,160

EPI 0,755 0,384 0,706 0,719 0,091 3,081 0,174 1,95 0,072 3,512
+0,106 + 0,106 + 0,098 +0,0987

ENDO 0,623 0,696 0,516 0,782 0,108 2,774 0,917 0,0111 0,354 0,89
+0,111 +0,103 +0,103 + 0,0907

3.4. Serca2

Liikunta vaikutti Serca2-proteiinimaariin. Vasemman kammion endokardiumin Serca2-
proteiinimaarissa oli merkitseva ero (F=14,7, p<0,001), jonka mukaan liikuntaa harras-
taneilla elaimilld Serca2-proteiinin maara oli keskimaarin 18 % suurempi kuin niilla elai-
milla, jotka eivat harrastaneet liikuntaa (t=3,8, p<0,001) (kuva 11). Terveiden eldinten
kesken liikunnalla oli suurempi vaikutus (t=3,2, p=0,004) kuin sairaiden elainten kesken
(t=2,2, p=0,035)

25



Hei
lilkuntaa

1,2 ® * W liikuntaa

0,8 A

Serca2-proteiinin suhteellinen maara
VK endokardiumissa
o
[e)]

ei diabetesta diabetes

Kuva 11. Serca2-proteiinin suhteellinen maara vasemman kammion endokardiumissa terveilla ja
diabetesta sairastavilla elaimilla seka liikuntaa harrastaneilla ja harrastamattomilla elaimilla. Pro-
teiinimaara on ilmoitettu tutkittavan proteiinin maarana (intensiteetti) suhteessa naytteen koko-
naisproteiinimaaraan (intensiteetti), ja mahdollisista systemaattisista virheista aiheutuneet erot on
poistettu jakamalla luvut membraanikontrollin arvoilla. Merkitseva ero liikkuntaa harrastaneiden ja
ei liikkuneiden elainten valilla. Arvot ovat keskiarvoja + SEM (ei diabetesta, ei likuntaa, n=8; ei
diabetesta, liikuntaa, n=8; diabetes, ei liikuntaa, n=9; diabetes, liikuntaa, n=9). * merkitsee tilas-
tollisesti merkitsevaa tulosta ryhmien valilla

Diabeteksella ja liikunnalla ei ollut vaikutusta Serca2-proteiinin maariin oikeassa kammi-

ossa eikd vasemman kammion epikardiumissa (taulukko 9).

Taulukko 9. Liikuntaharjoittelun ja diabeteksen vaikutus seka niiden yhteisvaikutus Serca2-, pro-
teiinien suhteellisiin maariin kammioiden eri osissa. RV = oikea kammio, EPl = vasemman kam-
mion epikardium, ENDO = vasemman kammion endokardium. Arvot ovat keskiarvoja + SEM.
Merkitsevat tulokset (p < 0,05) lihavoituna ja trendit kursivoituna (P < 0,1)

Ei diabetesta Diabetes Liikunta Diabetes Yhteisvaikutus
Ei liikun- Liikuntaa Ei liikuntaa Liikuntaa P F P F P F
taa
RV 0,931 0,946 0,929 0,913 0,992 0,0001 0,76 0,0951 0,78 0,0796

+0,0554 +0,0592 +0,0554 +0,0522

EPI 0,906 1,061 0,999 1,019 0,277 1,234 0,746 0,107 0,399 0,734
+0,0813 +0,076 +0,0813 + 0,076

ENDO | 0,802 1,011 0,823 0,969 <0,001 14,694 0,823 0,0511 0,5 0,468
+0,0477 +0,0477 +0,0477 +0,0477

3.5. NCX

Diabetes vaikutti oikean kammion NCX-proteiinin maariin. Diabetesta sairastavien ja ter-
veiden eldinten NCX-proteiinin maarassa oli lahes merkitseva ero (F=4,1, p=0,051). Sai-
railla elaimilla oli keskimaarin 20 % vahemman NCX-proteiinia kuin terveilla eldimilla
(kuva 12). Seka liikunnalla (F=2,5, p=0,125) etta diabeteksella (F=2,3, p=0,144) oli mah-

dollisesti alkavaa vaikutusta vasemman kammion epikardiumin NCX-proteiinin maariin,
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mutta nama olivat vain heikkoja tilastollisia trendeja (taulukko 10). Diabetesta sairasta-
villa elaimilla proteiinin maara naytti olevan keskimaarin 16 % vahaisempi kuin terveilla
elaimilla ja liikuntaa harrastavilla puolestaan keskimaarin 17 % vahaisempi kuin liikuntaa

harrastamattomilla elaimilla.
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Kuva 12. NCX-proteiinin suhteellinen maara oikeassa kammiossa terveilla ja diabetesta sairas-
tavilla elaimilla seka liikuntaa harrastaneilla ja harrastamattomilla eldimilla. Proteiinim&ara on il-
moitettu tutkittavan proteiinin maarana (intensiteetti) suhteessa naytteen kokonaisproteiinimaa-
réaan (intensiteetti) sekd membraanin kontrollindytteeseen, ja mahdollisista systemaattisista vir-
heistad aiheutuneet erot on poistettu jakamalla luvut membraanikontrollin arvoilla. L&hes merkit-
seva ero diabetesta sairastavien ja terveiden elainten valilla. Arvot ovat keskiarvoja + SEM (ei
diabetesta, ei liikuntaa, n=8; ei diabetesta, liikuntaa, n=8; diabetes, ei liikuntaa, n=9; diabetes,
liikuntaa, n=9). * merkitsee tilastollisesti merkitsevaa tulosta ryhmien valilla.

Diabeteksen ja liikunnalla ei ollut vaikutusta NCX-proteiinin maaraan vasemman kam-
mion endokardiumissa. Yleisesti ottaen diabetesta sairastavilla elaimilla NCX-proteiinin

maarat olivat vahaisempia kuin terveilla, mutta kaikki erot eivat olleet tilastollisesti mer-
kitsevia (taulukko 10).

Taulukko 10. Liikuntaharjoittelun ja diabeteksen vaikutus sekd niiden yhteisvaikutus Serca2-,
proteiinien suhteellisiin maariin kammioiden eri osissa. RV = oikea kammio, EPI = vasemman
kammion epikardium, ENDO = vasemman kammion endokardium. Arvot ovat keskiarvoja £ SEM.
Merkitsevat tulokset (p < 0,05) lihavoituna ja trendit kursivoituna (P < 0,1)

Ei diabetesta Diabetes Liikunta Diabetes Yhteisvaikutus
Ei liikkun- Liikun- Ei likun-  Liikuntaa P F P F P F
taa taa taa
RV 0,721 0,699 0,573 0,557 0,797 0,0673 0,051 4,152 0,965 0,00192

+0,0701 +0,0749 £0,0701 +0,0701

EPI 0,642 0,541 0,545 0,447 0,125 2,506 0,144 2,272 0,981 0,000562
+0,0651 +0,0651 +0,0609 +0,0609

ENDO | 0,653 0,612 0,612 0,575 0,662 0,196 0,667 0,19 0,985 0,00036
+0,0924 +0,0924 +0,0865 +0,0865
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3.6. Kammioiden valiset erot

Kammioiden valilla havaittiin merkitsevia eroja Cacna1lc-proteiinin maarassa (H=9,9,
p=0,005). Lahemmassa tarkastelussa Dunnin post-hoc testin mukaan vasemman kam-
mion endokardiumissa oli 18 % enemman proteiinia kuin oikeassa kammiossa (Q=3,1,
p=0,005) (kuva 13). Lisaksi kammioiden valilla oli ero RyR2-proteiinin maarissa, mutta
tama oli vain heikko tilastollinen trendi (H=4,496, p=0,106). Vaikutti silta, ettd oikeassa
kammiossa oli 47 % vahemman RyR2-proteiinia kuin vasemman kammion epikar-

diumissa, ja 50 % vdhemman kuin vasemman kammion endokardiumissa.

*
[ ]

1,2 -
©
a
2 1
I T
g 0,8 4
4
)
:E 0,6 7
Hyel
£
- 0,4 4
7}
£
o 0,2
o}
g
<
>
¢ 0
o
= Oikea kammio Vasemman kammion  Vasemman kammion
5 epikardium endokardium
©
@]

Kuva 13. Cacnaic-proteiinin suhteellinen maara kammioissa. Proteiinimaara on ilmoitettu tutkit-
tavan proteiinin maarana (intensiteetti) suhteessa naytteen kokonaisproteiinimaaraan (intensi-
teetti) sekd membraanin kontrollindytteeseen, ja mahdollisista systemaattisista virheista aiheutu-
neet erot on poistettu jakamalla luvut membraanikontrollin arvoilla. Merkitseva ero oikean kam-
mion ja vasemman kammion endokardiumin valilla. Arvot ovat keskiarvoja + SEM (n=36). * mer-
kitsee tilastollisesti merkitsevaa tulosta ryhmien valilla.

Muiden proteiinien maarissa ei ollut merkitsevia eroja oikean kammion, vasemman kam-
mion epikardiumin ja vasemman kammion endokardiumin valilla (taulukko 11).

Taulukko 11. Cacnalc-, RyR2-, Serca2- ja NCX-proteiinien maarat eri oikeassa kammiossa
(RV), vasemman kammion epikardiumissa (EPI) ja vasemman kammion endokardiumissa
(ENDO). Ainoastaan NCX-proteiinin aineisto oli normaalisti jakautunut ja siten testattu One Way
Anova -testilla. Muiden proteiinien kohdalla on kaytetty ei-parametrista Kruskal-Wallisin testia.
Arvot ovat keskiarvoja + SEM, jotka on saatu One Way Anova -testista. Merkitsevat tulokset (p <
0,05) lihavoituna ja trendit kursivoituna (P < 0,1).

RV EPI ENDO P F/H
Cacnalc | 0,896 £0,0363 0,971 +0,0288 1,097 + 0,056 0,005 3,138
RyR2 0,574 +0,0885 0,646 +0,0553 0,664 + 0,0514 0,106 4,496
Serca?2 0,929 +0,0264 0,997 £0,0385 0,907 + 0,0275 0,433 1,673
NCX 0,636 +0,0363 0,541+0,0324 0,612+ 0,0426 0,180 1,751
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4. Pohdinta

Tassa tyodssa tutkittiin kestavyysharjoittelun vaikutusta terveiden ja diabetesta sairasta-
vien minisikojen syddmen vasemman ja oikean kammion kalsiumkanavien suhteellisiin
maariin. Hypoteesina oli, ettd diabetes vahentaisi kalsiumkanavien maaria ja siten saat-
taisi heikentdd sydamen supistumiskykya, ja etta liikunta lisaisi kalsiumkanavien maaria
ja siten mahdollisesti parantaisi supistumiskykya. Tutkittavien ryhmien valilla havaittiin
useita eroja. Lisaksi vasteet diabetekseen, liikuntaan ja niiden yhteisvaikutuksiin vaihte-
livat kammioiden ja niiden osien valilla. Osa tuloksista oli hypoteesien mukaisia, esimer-
kiksi diabetes naytti vahentavan RyR2:n ja NCX:n maaria oikeassa kammiossa. Vasem-
man kammion kalsiumkanavien maariin diabeteksella ei kuitenkaan ollut merkittavia ne-
gatiivisia vaikutuksia, ja yllattavasti Cacna1c:n maara oli itse asiassa korkeampi diabe-
testa sairastavien vasemman kammion epikardiumissa kuin terveilla etenkin harjoittelun
jalkeen. Liikunnalla oli myds osaksi hypoteesin mukaisia vaikutuksia. Liikunta nosti
Serca2-maaraa vasemman kammion endokardiumissa ja Cacnalc-proteiinin maaraa
vasemmassa epikardiumissa diabetesta sairastavilla elaimilla. Lisaksi likunta naytti nos-
tavan RyR2-proteiinin maaraa vasemman kammion endokardiumissa, ja vasemmassa
epikardiumissa liikunta naytti yllattavasti laskevan RyR2-proteiinin maaraa terveilla elai-
milla. Diabeteksella ja liikuntaharjoittelulla oli myo6s yllattavia yhteisvaikutuksia, ja niita
seka diabeteksen ja likunnan erillisia vaikutuksia kasitelladn tarkemmin kanavakohtai-

sesti seuraavissa kappaleissa.

4.1. Muutokset Cacna1c-proteiinin maarissa

Sydamen systole- eli supistumisvaiheeseen osallistuvat L-tyypin kalsiumkanavat
(Cacna1c) ja RyR2-kanavat. Tutkimukseni paatulokset Cacna1lc proteiinin suhteen oli-
vat, etta liikunta yleisesti naytti hypoteesin mukaisesti nostavan Cacnac-proteiinin maa-
rad vasemmassa epikardiumissa, mutta liikunnan positiiviset vaikutukset nayttivat ole-
van paljon suuremmat diabetesta sairastavilla elaimilla kuin terveilla. Yleisesti diabetesta
sairastavilla elaimilla oli enemman Cacna1c-proteiinia kuin terveilla. Moni aiempi tutki-
mus, joka on keskittynyt tutkimaan joko diabeteksen (Choi ym. 2002; Shao ym. 2007,
Teshima ym. 2000) tai liikunnan (de Melo ym. 2016; Mokelke ym. 1997) vaikutusta rottien
sydamen kalsiumkanaviin, ei ole havainnut muutoksia L-tyypin kalsiumkanavien maa-

rissa tai aktiivisuudessa.
Tassa tutkimuksessa liikunnalla havaittiin olevan L-tyypin kalsiumkanavien maaraa nos-

tava vaikutus vasemman kammion epikardiumissa. Tama voi tarkoittaa sita, ettd kal-

siumin sisdanvirtaus supistumisreaktiossa lisdantyy, ja tdma saattaa vaikuttaa positiivi-
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sesti sydamen supistumiskapasitettiin. Se, miksi aiemmissa tutkimuksissa ei havaittu lii-
kunnan vaikuttavan L-tyypin kalsiumkanavien maaraan tai aktiivisuuteen, on epaselvaa.
On mahdollista, etta niissa RyR2-proteiinin maara tai aktiivisuus onkin lisdantynyt, ja si-
ten liikunnalla on voinut olla mahdollisia positiivisia vaikutuksia supistuvuuteen RyR2-
kanavien maaran tai aktiivisuuden lisdantymisen kautta, vaikka L-tyypin kanavien maa-
rissa tai aktiivisuudessa ei ollutkaan muutoksia. RyR2-proteiinin maaran havaittiinkin li-
saantyvan sairailla rotilla de Melon ja kumppaneiden (2016) tutkimuksessa, jossa tutkit-
tiin keuhkovaltimoahtaumaa sairastavien rottien oikeaa kammiota. Mokelke ym. (1997)
tutkivat vain L-tyypin kalsiumkanavien aktiivisuuksia terveiden rottien sydamissa eivatka
havainneet niissd muutoksia, mutta on mahdollista, ettd myos heidan tutkimuksessaan
RyR2-kanavan aktiivisuus on lisdantynyt. Se, miksi tassa tutkimuksessa liikunnalla kui-
tenkin oli L-tyypin kalsiumkanavien maaraa lisdava vaikutus, voi johtua siita, ettd aiem-
mat tutkimukset on tehty jyrsijoilla. Laboratoriohiiret ja rotat ovat todennakdisesti keske-
naan geneettisesti samankaltaisempia kuin minisiat, minka vuoksi sioilla yksildlliset erot

voivat vaikuttaa tuloksiin.

Tutkimuksessani diabetes yksinaan testattuna naytti nostavan L-tyypin kalsiumkanavien
maaraa, mutta tdma johtui siita, ettd proteiinin maara nousi diabeteselaimilla likunnan
seurauksena. Tosin myos sydamen oikeaa kammiota tutkinut De Melo (2016) havaitsi,
ettad L-tyypin kalsiumkanavien maara oli suurempi keuhkovaltimoahtaumaa sairastavilla
rotilla kuin terveilla kontrollirotilla, mutta liikunnalla ei ollut vaikutusta kanavien maariin.
Aiemmissa tutkimuksissa diabeteksen ei kuitenkaan ole havaittu vaikuttavan L-tyypin
kalsiumkanavien maariin, vaikka tosin kaikissa diabetes kuitenkin vahensi RyR2-proteii-
nin maaraa (Choi ym. 2002; Shao ym. 2007; Teshima ym. 2000). Tama tarkoittaa sita,
etta vaikkei aiemmissa tutkimuksissa L-tyypin kalsiumkanavan maarissa ollutkaan muu-
toksia, diabetes saattoi vaikuttaa heikentavasti syddmen supistumisvoimaan vahenta-
malla RyR2-kanavien kautta vapautuvan kalsiumin maaraa. Lisaksi jotkut tutkimukset
ovat kuitenkin havainneet L-tyypinkalsium kanavien maaran tai kalsiumvirran vahenevan
diabeteksen yhteydessa (Chattou ym. 1999; Lu ym. 2007; Pereira ym. 2006). Myo6s dia-
beteksen yhteydessa kaikki aiempi tutkimus on tehty rotilla tai hiirilla. Koska sioilla on
todennakdisesti keskendan enemman geneettista vaihtelua kuin jyrsijéilla, sioilla yksilol-
liset erot voivat vaikuttaa tuloksiin. Vaikka diabetes naytti nostaneen elaimilla mm. veren
sokeripitoisuuksia merkitsevasti, niin yksi selittava tekija sille, miksi diabeteksella ei ollut
merkitsevaa vahentavaa vaikutusta voi olla se, ettei sairaus ollut edennyt tarpeeksi va-

kavaksi.
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Liikunnan ja diabeteksen yhteisvaikutuksena nahtiin, ettda vasemman kammion epikar-
diumissa liikunta lisasi Cacna1c-proteiinin eli L-tyypin kalsiumkanavien maaraa merkit-
sevasti diabetesta sairastavilla elaimilla, mutta ei terveilla elaimilla. Tama viittaisi siihen,
etta likunta voi mahdollisesti parantaa vasemman kammion epikardiumin supistumisvoi-
maa diabetesta sairastavilla elaimilla, silla L-tyypin kalsiumkanavien maarien lisaanty-
essa solun sisaan tulevan kalsiumin maara lisdantyy, ja tama puolestaan tehostaa RyR2-
kanavien avautumista ja kalsiumin vapautumista sarkoplasmisesta kalvostosta. Koska
lihaksen supistumisvoima riippuu siita, kuinka paljon myosiini- ja aktiinisaikeet liikkuvat
lomittain, ja koska kalsiumin sitoutuminen troponiini-tropomyosiinikompleksiin saa ai-
kaan myosiiniin ja aktiinin interaktion, kalsiumionien maara sytoplasmassa vaikuttaa si-
ten supistumisvoimakkuuteen. Taman vuoksi myos L-tyypin kalsiumkanavien (ja RyR2-
kanavien) lisdantynyt maara vaikuttaa positiivisesti supistumisvoimakkuuteen (Anttila
2009). Aiempaa tutkimusta diabeteksen ja likunnan yhteisvaikutuksesta L-tyypin kal-
siumkanaviin ei juuri ole, mutta liikunnan on vastaavasti havaittu lisdavan L-tyypin kal-
siumkanavien maaraa vasemmassa kammiossa hiirilla sydaninfarktin jalkeen (Guizoni
ym. 2016). Se, miksi tdssa tutkimuksessa liikunta nosti vain diabeteseldinten L-tyypin
kalsiumkanavien maara, on epaselvaa. On mahdollista, etta rasituksen intensiteetti oli
suurempaa sairailla elaimilla kuin terveilla eldimilld. Kuten jo mainittiin, lisdantynyt L-tyy-
pin kalsiumkanavien maara saattaa parantaa sydamen supistumiskapasiteettia lisaa-
malla sisdan tulevan kalsiumin maaraa, ja siten lisaamalla sarkoplasmisesta kalvostosta
vapautuvan kalsiumin maaraa. Lisdantyneen kalsiumkonsentraation seurauksena use-
ampi kalsiumioni voi sitoutua troponiini-troposiinimyosiinikompleksiin, jolloin myosiini ja
aktiini pystyvat likkumaan enemman lomittain. Liikunta voi siis mahdollisesti parantaa
diabetesta sairastavien elainten sydanten supistumiskapasiteettia. On mahdollista, etta
koska diabeteksen yhteydessa sydamen toiminta on jaykistynyt (Falcao-Pires ym. 2011;
Roe ym. 2017), sydan joutuu tekemaan enemman tyota ja sympaattisen hermoston, joka
saa aikaan sinussolmukkeesta lahtevat aktiopotentiaalit, on toimittava tehokkaammin,
mik& on johtanut L-tyypin kalsiumkanavien maaran lisdantymiseen. Se, miksi eroja L-
tyypin kalsiumkanavien maarissa nahtiin vain vasemman kammion epikardiumissa, voi
johtua siita, ettd vasen kammio tuottaa supistuksessa suurimman voiman, joten siihen
kohdistuu myds enemman rasitusta. Talléin L-tyypin kalsiumkanavien lisdantyvat parem-

man supistuskapasiteetin yllapitdmiseksi.
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4.2. Muutokset RyR2-proteiinin maarissa

Diabetes naytti hypoteesin mukaisesti vahentdvan RyR2-proteiinia sydamen oikeassa
kammiossa, ja tdma ero nakyi varsinkin liikuntaa harrastaneiden elainten valilla. Vasem-
man kammion RyR2-proteiinimaariin diabeteksella ei tdssa tutkimuksessa ollut vaiku-
tusta, vaikka aiemmat tutkimukset ovat osoittaneet RyR2-proteiinin maaran vahenevan
diabeteksen yhteydessa vasemmassa kammiossa (Bai ym. 2012; Choi ym. 2002;
Teshima ym. 2000; Wang ym. 2010). Diabeteksen on myds aiemmin osoitettu vahenta-
van oikean kammion supistuvuutta (Gorter ym. 2018; Widya ym. 2013). RyR2-kanavien
maaran vahentymiselld saattaa olla kammion supistumiskykya heikentava vaikutus, silla
kun kalsiumia vapautuu vahemman sytoplasmaan, troponiini-tropomyosiinikompleksiin
sitoutuvan kalsiumin maara vahenee. Tdma puolestaan vahentaa myosiiniaktiinikytkos-
ten maaraan, jolloin supistumisvoima heikkenee eli diabetes voi heikentda oikean kam-
mion supistumisvoimaa. Se, miksi diabeteksen vaikutukset nakyivat tdssa tutkimuksessa

ainoastaan oikeassa kammiossa, jaa tassa kohtaa epaselvaksi.

Diabeteksella ja liikunnalla oli myoés mielenkiintoisia yhteisvaikutuksia RyR2-proteiinin
maariin. Terveilla elaimilla liikunta naytti hypoteesin mukaisesti nostavan RyR2:n maa-
raa oikeassa kammiossa, kun taas diabetesta sairastavilla liikkuvien ja lepaavien elain-
ten valilla ei ollut huomattavia eroja. Vasemman kammion epikardiumin osalta tulokset
olivat kuitenkin erilaiset, silld diabeteksella ei nayttanyt olevan vaikutusta RYR2:n maa-
riin, ja likunta itse asiassa naytti hypoteesin vastaisesti vahentavan RyR2:n maaria ter-
veilla elaimilla. Liikuntaa harrastaneiden kesken diabeteselaimillda RyR2-proteiinin maara
oli huomattavasti suurempi kuin terveiden. Vasemman kammion endokardiumissa lii-
kunta puolestaan naytti hypoteesin mukaisesti lisddvan RyR2-proteiinin maaraa varsin-
kin diabetesta sairastavilla eldaimilla. RyR2:n osalta nama kaikki tulokset olivat kuitenkin

vain suuntaa-antavia trendeja.

De Melo ym. (2016), jotka tutkivat keuhkovaltimoahtauman ja liikunnan vaikutusta rottien
sydamen oikeaan kammioon, havaitsivat RyR2-kanavien maaran vahenevan sairauden
yhteydessa ja liikunnan lisaavan niiden maaraa. Myos vasemmassa kammiossa liikun-
nan on osoitettu lisddvan RyR2-proteiinin maaraa diabetesta sairastavilla rotilla (Le Dou-
airon Lahaye ym. 2012). Tassa tutkimuksessa liikunta kokonaisuutena nosti, tosin vain
trending, terveilld elaimilla RyR2-maaria oikeassa kammiossa ja vasemman kammion
endokardiumissa. Se, miksi vasemman kammion epikardiumissa liikunta naytti puoles-
taan yllattavasti laskevan terveilld elamilld RyR2-proteiinin maaraa, on epaselvaa. Voi

olla, ettd oikean kammion ja vasemman kammion endokardiumin osuus sydamen toi-
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minnassa korostuu liikkunnan yhteydessa ja vasemman kammion epikardiumin puoles-
taan vahenee. Tosin L-tyypin kalsiumkanavan tulokset olivat painvastaiset, silla likunnan
positiivisia muutoksia havaittiin etenkin epikardiumissa diabeteseldimilla. On mahdol-
lista, etta liikunta ja diabetes voivat vaikuttaa siihen, miten kalsiumvirrat soluissa supis-
tuksessa jakaantuvat, ja L-tyypin ja RyR:n suhteelliset merkitykset supistukselle muuttu-
vat. Liikunnan proteiinimaaria vahentava vaikutus voi myés mahdollisesti selittya silla,
etta liikunta on ollut liian kuormittavaa elaimille. Pitkalla aikavalilla raskas kestavyyshar-
joittelu voi olla haitallista sydamen toiminnalle, silla sen on todettu aiheuttavan esimer-
kiksi kammiovarinaa (O'Keefe ym. 2012). Tietyt mutaatiot RyR2-kanavissa aiheuttavat
RyR2-kanavien vuotoa heikentamalla niita stabiloivien proteiinien sitoutumista. Tallais-
ten mutaatioiden on havaittu kestavyysliikunnan yhteydessa altistavan rytmihairidille tai
aiheuttavan jopa sydamenpysahdyksen (Lehnart ym. 2008; Wehrens ym. 2003). Tama
huomioon ottaen olisi mahdollista, etta liian raskas kestavyysharjoittelu voisi myoés va-
hentdd RyR2-proteiinin maaria, kuten tassa tutkimuksessa havaittiin terveiden eldinten
vasemman kammion epikardiumissa. Taman tutkimuksen eldimet harrastivat liikuntaa
kahdeksan viikon ajan kolme kertaa viikossa, joista yksi kerta oli korkean intensiteetin
intervalliharjoitus. Tama on kohtuullinen maara eika todennakoisesti vaikuta haitallisesti
etenkaan terveiden eldinten sydanten toimintaan. Lisaksi liikunta nosti Cacna1c-proteii-
nin maaraa epikardiumissa, mika myos antaa viitetta siita, ettei liikkunta ollut liilan kuor-
mittavaa elaimille. Tassa kohtaa jaa siis epaselvaksi, miksi likunnan negatiivisia vaiku-
tuksia havaittiin vain terveilla elaimilla eika diabeteseladimilla. Toisaalta on mahdollista,
ettd vaikka sairailla elaimilla liikunta ei vaikuttanut RyR2-proteiinimaariin vasemman
kammion epikardiumissa, niiden stabiliteetti on voinut heikentya tai aktiivisuus vahentya.
Liikunnalla kuitenkin vaikutti olevan RyR2-proteiinin maaria lisdava vaikutus oikeassa
kammiossa ja vasemman kammion endokardiumissa. On mahdollista, etta likunnan ras-
titukset jakaantuvat eri tavalla kammioiden osien kesken. Jotta likunnan rasittavuus saa-

taisiin selville, jatkotutkimuksissa voitaisiin mitata veren kortisoliarvoja.

Jatkotutkimuksissa olisi myds hyva mitata RYR2-kanavia stabiloivia saatelyproteiineja,
silld aiemmissa tutkimuksissa on mm. havaittu RyR2-kanaviin sitoutuneiden FKBP12-
saatelyproteiinien maarien muuttuvan sydamen vajaatoiminnan yhteydessa, vaikka
RyR2-proteiinin maara ei muutu (Marx ym. 2000). Sympaattisen hermoston aktivaation
seurauksena RYR2-proteiinit fosforyloituvat, jolloin FKBP12-proteiinit irtoavat RyR2-pro-
teiineista ja proteiini muuttuu epavakaammaksi. Jatkuvan sympaattisen aktivaation seu-
rauksena RyR2-kanava voi alkaa vuotaa (Grimm ym. 2015), eli paastaa kalsiumia ulos
sarkoplasmisesta kalvostosta myoés diastolen aikana. Tama voi heikentaa supistumisvoi-

maa, koska sytoplasman kalsiumkonsentraation tulisi palautua alkuperaiselle tasolle en-
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nen uuden supistumisen alkua. Diabeteksen onkin havaittu lisdavan RyR2-vuotoa ja lii-
kuntaharjoittelun puolestaan vahentavan sitd (Rolim ym. 2015; Stolen ym. 2009). Myés
CaM-proteiinikinaasi (CaMKI|) fosforyloi RyR2-kanavia ja vahentaa niiden stabiilisuutta.
Aktiivisen CaMKIl:n on havaittu lisdantyvan diabeteksen yhteydessa (Ai ym. 2005). On
mahdollista, ettd vaikka liikuntaa harrastamattomilla kontrollielaimilla diabetes ei vaikut-
tanut RyR2-proteiinimaariin, niiden saatelyproteiinien maarat olivat voineet muuttua ja

stabiliteetti vahentya.

L-tyypin kalsiumkanavien ja RyR2-proteiinien maarien muutoksia on jarkevaa tarkastel-
lessa myOs yhdessa, silla kanavat toimivat 1aheisessa vuorovaikutuksessa keskenaan.
Sydamen sarkoplasmisen kalvoston kalsiumin uskotaan olevan supistumiseen kannalta
tarkedmpaa kuin solun ulkopuolinen kalsium (Belke & Dillmann 2004), ja siten seka
RyR2- ettd Serca2-kanavien maarien tai toiminnan muutokset ovat mahdollisesti oleelli-
sempia sydamen supistumisen kannalta kuin L-tyypin kalsiumkanavan. Tassa tutkimuk-
sessa ei kuitenkaan diabetes eika liikunta juuri vaikuttanut merkitsevasti RyR2-kanavien
maariin, mutta L-tyypin kalsiumkanavien maarissa oli merkitsevid muutoksia. Onkin
mahdollista, etta liikunta tai diabetes muuttaa kanavien merkityssuhteita niin, etta L-tyy-
pin kalsiumkanavan merkitys supistumisessa lisaantyy, silla vasemman kammion epi-
kardiumissa liikunta nosti L-tyypin kalsiumkanavien maaraa diabeteselaimilla, mutta

RyR2-kanavien maara puolestaan naytti laskevan ainakin terveilla elaimilla.

4.3. Muutokset Serca2-proteiinin maarissa

Diastolevaiheessa eli sydamen relaksaatiovaiheessa troponiini C:sta irronnut kalsium
poistuu sytoplasmasta joko siirtymalla takaisin sarkoplasmisen kalvoston sisalle Serca2-
proteiinin avulla tai kokonaan ulos solusta NCX-proteiinin valitykselld. Kalsiumkonsent-
raation on palattava takaisin alkuperaiselle tasolle, jotta supistuminen voi tapahtua te-
hokkaasti uudelleen. Tassa tutkimuksessa liikunta hypoteesin mukaisesti lisasi Serca2-
proteiinin maaraa vasemman kammion endokardiumissa seka terveilla ettd diabetesta
sairastavilla elaimilla, mutta diabeteksella ei ollut negatiivisia vaikutuksia Serca2-proteii-
nin suhteellisiin maariin. Aiemmissa tutkimuksissa kestavyysliikunnan on havaittu lisaa-
van Serca2-proteiinin maaraa vasemmassa kammiossa (Le Douairon Lahaye ym. 2012;
Wislaff ym. 2002). Serca2-proteiinin lisddntynyt maara viittaa siihen, etta liikkunta on te-
hostanut kalsiumin palauttamista sarkoplasmisen kalvoston varastoon, jolloin sydamen
relaksaatiovaihe voi tapahtua nopeammin (Lehnart ym. 1998). Liikunnalla ei kuitenkaan
ollut vaikutusta vasemman kammion epikardiumin tai oikean kammion Serca2-proteiinin
maariin. Aiempi tutkimus on osoittanut, ettd endokardiumin lihassolut lyhenevat supistu-
essa enemman, ja ettd endokardiumin supistuminen on nhopeampaa ja suurempaa kuin
epikardiumin (Kondo ym. 2006; Mou ym. 2009). On mahdollista, ettd koska endokardium
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supistuu nopeammin kuin epikardium, ja sen siis taytyy pumpata kalsiumia nopeasti ulos
solusta seuraavaa supistusta varten, liikunta vaikutti vasemman kammion endokar-

diumin Serca2-maariin, muttei  vaikuttanut  epikardiumin Serca2-maariin.

Diabetes ei vaikuttanut Serca2-maariin. Aiemmissa tutkimuksissa Serca2-proteiinin
maara tai aktiivisuus on vahentynyt diabeteksen yhteydessa (Bai ym. 2012; Choi ym.
2002; Teshima ym. 2000; Wang ym. 2010). Lisaksi esimerkiksi sydaninfarktin jalkeisen
sydamen vajaatoiminnan yhteydessa on havaittu, ettd kammion seindman lisdantynyt
mekaaninen stressi liittyy suoraan Serca2-proteiinin maaran vahenemiseen ja relaksaa-
tiovaiheen hidastumiseen (Rage ym. 2019). Tassa tutkimuksessa ei kuitenkaan tutkittu
Serca2-proteiinin aktiivisuutta. On mahdollista, ettd vaikka proteiinin maarissa ei havaittu
muutoksia diabeteksen yhteydessa, niiden aktiivisuus on voinut vahentya. Yksi Serca2-
proteiinin aktiivisuutta saateleva proteiini on fosfolambaani, joka inhiboi Serca2-proteiinin
toimintaa vahentamalla Serca2-proteiinien affiniteettia kalsiumiin sytoplasman kalsium-
konsentraation ollessa matala (Frank & Kranias 2000). Sympaattinen hermosto stimuloi
B-adrenergisia reseptoreja, joiden aktivaatio puolestaan inhiboi fosfolambaanin toimin-
taa, ja siten lisda Serca2-proteiinin aktiivisuutta (Frank & Kranias 2000). Aktiivisen fos-
folambaanin on havaittu lisdantyvan diabeteksen yhteydessa (Bai ym. 2012; Choi ym.
2002; Kim ym. 2001), joten on mahdollista, etta vaikka tassa tutkimuksessa diabeteksen
ei havaittu vaikuttavan Serca2-maariin, sen inhibiittorin maara on voinut lisdantya. Li-
saksi on mahdollista, etta sikojen diabetes ei ollut edennyt tarpeeksi pitkalle, jotta sen
vaikutukset nakyisivat Serca2-kanavien maarissa. Streptotsosiini-injektion saaneiden
elainten kohonneet glukoosi-, triglyseridi- ja kolesteroliarvot kuitenkin osoittavat, etta
sioille kehittyi diabetekselle ominaisia aineenvaihdunnanmuutoksia, ja lisaksi kaksi
elaintd menehtyi pian streptotsosiini-injektioiden jalkeen insuliinihoidosta huolimatta. Toi-
saalta kuten jo aiemmin mainittiin, sikojen yksilGlliset erot ovat huomattavia ja se voi se-

littaa, miksi tilastollisesti merkitsevia eroja ei havaittu.

4.4. Muutokset NCX-proteiinin maarissa

Tassa tutkimuksessa diabetes naytti hypoteesin mukaisesti vahentavan NCX:n maaraa
likuntaa harrastaneilla elaimilla ja kontrollielaimilla oikeassa kammiossa. Tama tulos ol
tilastollinen trendi, joskin hyvin vahva sellainen (p=0,051). My6s aiempien tutkimusten
mukaan NCX-proteiinin aktiivisuus ja maara vahenee diabeteksen yhteydessa rotilla
(Choi ym. 2002; Hattori ym. 2000; Sheikh ym. 2012). NCX-maaran vahentyminen diabe-
teksen yhteydessa voi merkita sita, ettd kalsiumin poisto sytoplasmasta hidastuu, jolloin
myds kalsiumkonsentraation palautuminen alkuperaiselle tasolle hidastuu. Liikunnalla ei
ollut huomattavia vaikutuksia NCX-proteiinin maariin ja ainoastaan pieni laskeva trendi
oli havaittavissa vasemmassa epikardiumissa. Osa aiemmasta tutkimusta on kuitenkin
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havainnut likunnan lisddvan NCX-proteiinin maaraa rotilla (Mou ym. 2009; Wislgff ym.
2002). NCX-maaran lisdantyminen liikunnan seurauksena voi tarkoittaa siita, etta kal-
siumin poistuminen sytoplasmasta nopeutuu ja kalsiumkonsentraatio palaa nopeammin
ennen supistumista vallitsevalle tasolle. Vaikka tassa tutkimuksessa liikunta ei vaikutta-

nut positiivisesti NCX-proteiinin maariin, niiden aktiivisuus on kuitenkin voinut muuttua.

NCX-proteiinin maaran ja toiminnan muutoksia on myds hyva tarkastella yhdessa
Serca2-proteiinin maaran ja toiminnan kanssa, silla ne molemmat poistavat kalsiumia
sytoplasmasta relaksaatiovaiheessa. Kuten aiemmin mainittiin, sarkoplasmisen kalvos-
ton kalsiumin uskotaan olevan merkityksellisempaa supistumisreaktiossa kuin solun ul-
kopuolelta tuleva kalsium (Belke & Dillmann 2004), ja siksi Serca2-proteiinien toiminta
supistumisen relaksaatiovaiheessa voi olla tarkeampaa kuin NCX-proteiinin. Aiemmissa
hiirilla tehdyilla liikunnan ja diabeteksen yhteisvaikutuksen tutkimuksissa on havaittu,
ettad diabeteksen yhteydessa Serca2-proteiinin aktiivisuus vahenee, mutta NCX-proteii-
nin aktiivisuus lisdantyy vasemmassa kammiossa, ja likuntaharjoittelu palauttaa aktiivi-
suustasot terveiden elainten tasolle (Rolim ym. 2015; Stolen ym. 2009). Nama aktiivi-
suuden muutokset voivat olla osoitus siitd, ettd Serca2-proteiinin toiminnan heikentyessa
diabeteksen yhteydessd NCX-proteiini alkaa kompensoida Serca2:n toimintaa, ja sen
oma aktiivisuus lisdantyy. Liikunta puolestaan palauttaa Serca2-proteiinin toiminnan en-
nalleen, jolloin NCX-proteiinin ei mahdollisesti tarvitse enaa toimia yhta aktiivisesti (Ro-
lim ym. 2015; Stolen ym. 2009). Tassa tutkimuksessa havaittiin, etta liikkunta lisasi va-
semman kammion endokardiumissa Serca2-proteiinin maara, mutta ei juurikaan vaikut-
tanut NCX-proteiinin maariin. Tama tulos on osaksi yhtenevainen aiemman havainnon
kanssa siitd, ettd Serca2-proteiinin toiminta on tarkeampaa kuin NCX-proteiinin. On
mahdollista, ettd kun Serca2-proteiinin maara lisaantyy, kalsiumia pumpataan niin tehok-
kaasti sarkoplasmiseen kalvostoon, ettei sitd enaa riita yhta paljon pumpattavaksi ulos
solusta, ja NCX-proteiinia tarvitaan vahemman. Vaikka vasemman kammion endokar-
diumin NCX-maarissa ei ollut muutoksia, niin kuten aiemmin mainittiin, proteiinien tai

niiden saatelyproteiinien aktiivisuus on voinut kuitenkin muuttua.

4.5. Erot kammioiden kalsiumkanavien maarissa

Yleisesti myos kammiot erosivat toisistaan kalsiumkanavien suhteellisissa maéarissa. Oi-
keassa kammiossa oli esimerkiksi merkitsevasti vahemman Cacna1c-proteiinia kuin va-
semman kammion endokardiumissa. Oikeassa kammiossa vaikutti olevan myds vahem-
man RyR2-proteiinia, kuin vasemman kammion epi- tai endokardiumissa. Oikean kam-
mion seinamat ovat ohuemmat ja sen supistumisvoima on heikompi (Poels ym. 2015).
On johdonmukaista, etta myds supistumiseen osallistuvia kanavia tarvitaan talléin va-
hemman.
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Alueellisia eroja tarkastellessa vasemman kammion endokardiumissa nahtiin merkitseva
muutos Serca2-proteiini maarissa, silla liikunta lisasi Serca2-proteiinin maaraa seka ter-
veilla etta sairailla. Vasemman kammion endokardumin lihassolujen supistumisen onkin
havaittu olevan nopeampaa ja suurempaa kuin epikardiumin (Kondo ym. 2006; Mou ym.
2009), joten on mahdollista, ettad likunnan yhteydessa endokardium tekee enemman
tyota, ja Serca2-proteiinin maara siina lisdantyy, jotta kammion relaksaatiovaihe voi ta-
pahtua nopeammin. Toisaalta vaikka on havaittu, etta koirilla levossa vasemman kam-
mion endokardiumin verenvirtaus diastolen aikana on suurempaa kuin vasemman kam-
mion epikardiumin tai oikean kammion, on liikkunnan osoitettu vahentavan naita eroja
verenvirtauksessa eri osien valilla (Ball ym. 1975). Tama taas voi viitata siihen. etta lii-
kunta tehostaa erityisesti vasemman kammion epikardiumin ja oikean kammion toimin-
taa. Tassakin tutkimuksessa liikunnan nahtiin lisdavan L-tyypin kalsiumkanavien maaraa
vasemman kammion epikardiumissa erityisesti sairailla elaimilld, ja oikeassa kammiossa
likunta naytti lisdavan terveilla elaimillda RyR2-proteiinin maaraa, vaikka tosin sairaiden
elainten kesken tata muutosta ei ollut. On kuitenkin mahdollista, ettd levossa vasemman
kammion endokardiumin merkitys sydamen supistumisessa on suurin, ja liikunta tasaa

naita eroja eli muiden osien merkitys lisdantyy.

Aiemmin on havaittu, etta vasemman kammion endokardiumissa diastolen kalsiumin-
konsentraation puoliintumisaika on pidempi diabetesrotilla verrattuna kontrollirottiin,
mutta epikardiumissa tatd muutosta ei havaittu (Smail ym. 2016). Tama voi viitata siihen,
etta diabetes heikentda endokardiumissa kalsiumin poistoa sytoplasmasta diastolen ai-
kana, mika taas voi johtua Serca2- tai NCX-proteiinin maaran tai aktiivisuuden vahene-
misesta. Tassa tutkimuksessa diabetes ei vaikuttanut juuriaan NCX- tai Serca2-proteii-
nien maariin endokardiumissa eikd epikardiumissa, mutta kuten jo aiemmin mainittiin,
niiden aktiivisuuksissa on voinut tapahtua muutoksia. On mahdollista, etta diabeteksen
yhteydessa erot kammioiden merkityksessa tasoittuvat, eli vasemman kammion endo-

kardiumin merkitys supistumisessa vahenee, jolloin muiden osien merkitys lisdantyy.

5. Yhteenveto

Tutkimukseni paatulokset olivat, etta liilkunta yleisesti naytti nostavan Cacna1c-proteiinin
eli L-tyypin kalsiumkanavien maaraa vasemmassa epikardiumissa, mutta liikunnan po-
sitiiviset vaikutukset nayttivat olevan paljon suuremmat diabetesta sairastavilla elaimilla
kuin terveilla. Yleisesti diabetesta sairastavilla elaimilld oli enemman Cacna1c-proteiinia
kuin terveilla. Lisaksi liikunta nosti Serca2-proteiinin maaraa vasemman kammion endo-

kardiumissa seka terveilla etta sairailla elaimilla. Diabeteksen proteiinimaaria vahentava
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vaikutus nahtiin oikeassa kammiossa, jossa diabetes laski RyR2-proteiinin maara3, ja
tama ero nakyi erityisesti likkuneiden eldinten kesken, ja lisdksi diabetes naytti laskevan

NCX-proteiinin maaraa oikeassa kammiossa.

Diabeteksen vaikutukset olivat kokonaisuudessaan vahaisia: diabetes vahensi merkitse-
vasti ainoastaan RyR2-proteiinin maaraa oikeassa kammiossa liikuntaa harrastaneiden
elainten kesken. Lisdksi NCX-maaran vaheneminen oikeassa kammiossa diabeteksen
yhteydessa oli melkein merkitseva tulos. On mahdollista, ettei diabetes ollut kehittynyt
elaimilla tarpeeksi pitkalle erojen havaitsemiseksi, vaikka toisaalta sikojen veriarvot
osoittavat diabetekselle ominaisia muutoksia. Aiemmat tutkimukset aiheesta on kuiten-
kin tehty hiirilla ja rotilla. On mahdollista, ettd tutkimusjakso oli minisioille liian lyhyt, ja
etta pidemmalla tutkimusjaksolla voitaisiin nahda diabeteksen proteiinimaaria vahentava
vaikutus paremmin. Vahentynyt NCX-proteiinin maara viittaa siihen, etta kalsiumin ulos-
virtaus sydanlihassoluista on kuitenkin heikentynyt, mika voi johtaa sydamen supistu-
misvoiman heikkenemiseen. On toisaalta mahdollista, ettd vahentynyttd NCX-proteiinin
maaraa kompensoi Serca2-proteiinin aktiivisuuden lisdantyminen, jolloin kalsiumin pa-
lautus takaisin sarkoplasmiseen kalvostoon tehostuu ja supistumisvoima sailyy ennal-
laan. Tulevissa tutkimuksissa olisikin hyva mitata proteiinimaarien lisdksi myos kanavien

aktiivisuuksia.

Terveilla elaimilla liikunta naytti lisaavan RyR2-proteiinin maaraa oikeassa kammiossa
ja hieman vasemman kammion endokardiumissa, mutta vaikutti vahentavan sen maaraa
vasemmassa epikardiumissa. RyR2-proteiinin suhteen tulokset olivat suuntaa antavia
trendeja. Lisaksi liikunta lisasi merkitsevasti Serca2-proteiinin maaraa. Liikkunnan RyR2-
proteiinia vahentavalle vaikutukselle ei tassa kohtaa I0ytynyt selitysta. Voi olla, etta va-
semman kammion epikardiumin osuus sydamen toiminnassa vahenee liikkunnan yhtey-
dessa. Liikunta nayttaa lisdavan RyR2- ja Serca2-proteiinien, eli sarkoplasmisen kalvos-
ton kalsiumkanavien, maaria varsinkin vasemmassa endokardiumissa. Tama tarkoittaa
sita, ettd kalsiumionien siirtyminen sarkoplasmisen kalvoston varaston ja sytoplasman
valilla supistumisreaktiossa on tehostunut. Tama voi parantaa sydéamen supistumisvoi-
maa, silla sytoplasman kalsiumkonsentraatio on yksi merkittavimmista sydanlihassolujen
supistuskapasiteettiin vaikuttavista tekijoista. Liikunta kuitenkin naytti vahentavan NCX-
proteiinin maaraa oikeassa kammiossa. On mahdollista, ettd Serca2-proteiinien aktiivi-
suus on lisaantynyt, minka vuoksi NCX-proteiinien maara on vahentynyt, kun kalsiumia
ei talléin riitd yhta paljon siirrettavaksi ulos solusta. Seuraavissa tutkimuksissa olisikin
mielenkiintoista mitata my&s kalsiumkanavien aktiivisuutta seka saatelyproteiinien, kuten

fosfolambaanin tai FKBP12-proteiinien, maaraa, silla monissa aiemmissa tutkimuksissa
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sydamen kalsiumkanavien aktiivisuuksien on osoitettu muuttuvan diabeteksen tai liilkun-
nan yhteydessa. Sikojen sydanten kalsiumkanavien aktiivisuuden tutkiminen olisi erityi-
sen mielenkiintoista siksi, etta aiempi vahainen tutkimus diabeteksen ja liikunnan yhteis-
vaikutuksesta sydamen kalsiumkanaviin on keskittynyt vain hiiriin tai rottiin. Sikojen sy-
damet ovat rakenteellisesti ja fysiologisesti lahempana ihmista, minka vuoksi sioilla saa-

tuja tuloksia voidaan paremmin soveltaa ihmisen tutkimukseen.

Diabeteksen ja liikunnan yhteisvaikutuksena nahtiin, etta liikunta lisasi L-tyypin kalsium-
kanavien maaraa diabetesta sairastavilla elaimilla. Lisaantynyt L-tyypin kalsiumkanavien
maara vasemman kammion epikardiumissa viittaa tehostuneeseen kalsiumin sisaanvir-
taukseen, mika puolestaan voi tehostaa RyR2-proteiinien avautumista ja kalsiumin va-
pautumista sarkoplasmisen kalvoston kalsiumvarastosta. Vaikka epikardiumissa ei ha-
vaittu RyR2-kanavien maaran lisaantymista sairailla, niiden aktiivisuus on voinut paran-
tua. Vasemmassa endokardiumissa liikunta lisdsi Serca2-proteiinin maaraa, ja naytti
myds hieman lisddavan RyR2-proteiinin maaraa. Serca2-proteiinin maaran lisdantyminen
merkitsee kalsiumin poiston tehostumista sytoplasmasta supistumisreaktion paattyessa.
Liikunnalla vaikuttaisi taten olevan kalsiumkanavien maaria lisdavia vaikutuksia diabe-
testa sairastavien minisikojen sydamissa ja siten mahdollisesti voi vaikuttaa positiivisesti

myaos diabetessydamen supistumiskykyyn.

Lopuksi kammioiden valinen vertailu osoitti oikeassa kammiossa olevan vahemman L-
tyypin kalsiumkanavia ja RyR2-proteiinia kuin vasemmassa kammiossa. Koska oikean
kammion seinamat ovat ohuemmat, ja sen supistusvoima on vahaisempi, on luonnol-
lista, etta supistumiseen osallistuvia kalsiumkanavia on vahemman oikeassa kammi-

ossa.
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Pierce™ BCA Protein Assay Kit Liite 1

ThermoFisher Scientific, tuotenumero 23225

N o O b~

. Valmista standardit. Standardit ovat sarja tunnettuja laimennoksia BSA:sta (bo-

vine serum album), esimerkiksi 0-10 mg/ml standardisarja.

Valmista reaktioliuos sekoittamalla reagenssi A ja reagenssi B (50:1). Liuosta
tarvitaan 50 pl kaivoa kohden. Huomio: kun reagenssi B sekoitetaan reagenssi
A:han, liuos muuttuu ensin sameaksi, mutta sitten kirkastuu ja muuttuu vihre-
aksi. Valmista reaktioliuosta tarpeeksi, jotta sita riittda kaikkiin naytteisiin. Se-
koitettu reaktioliuos sailyy usean paivan sailytettyna suljetussa astiassa huo-
neenldmmaossa.

Pipetoi kuoppalevyn kaivoihin 1 ul jokaista BSA-standardilaimennosta triplikaat-
teina

Pipetoi kuoppalevyn kaivoihin 1 ul naytetta triplikaatteina

Lisaa 50 pl reaktioliuosta kaivoihin

Peita levy ja inkuboi 30 minuuttia 37 °C asteessa.

Aseta spektrofotometri mittaamaan 562 nm, ja mittaa levyn naytteiden absor-
banssi 10 minuutin sisalld. Laske naytteiden proteiinimaara kayttamalla ohjel-

maa BCA protein assay 384 levynlukijalla.

Huom. Varin kehittyminen jatkuu vield, kun naytteet ovat jaahtyneet huoneen-
lampdiseksi. Varin kehittyminen huoneenlammadssa on kuitenkin hidasta, minka
vuoksi merkittdvaa virhetta ei synny, jos 562 nm absorbanssi mitataan 10 mi-

nuutin kuluessa.
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LITE 2

Liuokset ja puskurit

Homogenisointiliuos

62,5 nM
1 pug/mi
1 pg/ml
1mM

Tris-HCL
leupeptiini
pepstatiini
PMSF

(0,76 g /100ml)
(100 pg /100 ml)
(100 pg /100 ml)

(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)

(0,0174 g /100 ml) (Sigma-Aldrich)

milliQ-veteen, pH 6,8

Laemmli-liuos

H20 3,0 ml

0,5 M Tris, pH 6,8 (=SDS-D) 1,0 ml (Sigma-Aldrich)
glyseroli 1,6 ml (Sigma-Aldrich)
10 % SDS (=SDS-E) 1,6 ml (Sigma-Aldrich)
0,5 % bromofenoli-sininen 0,4 ml (Merck)
B-merkaptoetanoli 0,4 ml (Sigma-Aldrich)
Kokonaismaara 8,0 ml

Lisaa p-merkaptoetanoli vasta juuri ennen liuoksen kayttéa.

10 % APS (ammoniumpersulfaatti, Merck) 0,030 g / 300 pl H20

Ajopuskuri (10X)

Tris
Glysiini
SDS
H20

Siirtopuskuriliuos

Tris
Glysiini
SDS
H.O

TBS-liuos
Tris
NaCl
H.O

TBST-liuos

15.13 g (Sigma-Aldrich)

72 g (Fisher Scientific, Loughborough, UK)
5¢ (Sigma-Aldrich)

500 ml

3,03 ¢ (Sigma-Aldrich)

14,4 g (Fisher Scientific, Loughborough, UK)
200 ml (Sigma-Aldrich)

1000 mi (pH n. 8.1-8.4)

6,06 g (Sigma-Aldrich)

8,77¢g (VWR Chemicals, Helsinki, Suomi)
1000 ml (pH 7,5)

TBS + 0,1 % Tween-20 (Merck)
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Protokolla
TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit (Bio-Rad)

Erottelugeeliliuos (Resolver solution)

Resolver A 2,5 ml/geeli
Resolver B 2,5 ml/geeli
10 % APS 25 pl/geeli
TEMED (Bio-Rad) 2,5 pl/geeli
Kokoojageeliliuos (Stacker Solution)

Stacker A 1 ml/geeli
Stacker B 1 ml/geeli
10 % APS 10 pl/geeli
TEMED (Bio-Rad) 2 pl/geeli

Valmistele geelikammiot. Valmista erottelugeeliliuos. Lisaa 10 % APS ja TEMED juuri
ennen liuoksen kayttdéa. Sekoita liuos hyvin kaantelemalla putkea, ja kaada liuos tasai-
sesti lasien valiin jattaen tilaa kokoojageelille. Pida ylijaanyt liuos tallessa, jotta voidaan

nahda, milloin geeli on jahmettynyt.

Valmista valittomasti kokoojageeliliuos. Lisaa 10 % APS ja TEMED juuri ennen liuok-
sen kayttdéa. Sekoita liuos kaantelemalla putkea, ja lisda liuos varovasti Pasteur-pipetin
avulla lasien valiin erottelugeelin paalle. Lisaa kampa ja valta ilmakuplien muodostu-
mista. Jos kuplia muodostuu, poista kampa ja asettele se uudelleen. Anna geelien jah-
mettya noin 30 minuuttia. Laimenna ajopuskuri (10x -> 1x, 400 ml riittda kahdelle gee-

lille). Sulata naytteet, kontrolli ja molekyylipainomarkkerit ja sailyta jailla.

Poista kampa, kun geelit ovat jAhmettyneet. Asenna geelit elektroforeesilaitteeseen, ja
kaada laimennettua ajopuskuria niin, etta kaivot tayttyvat. Lisda 5 pl molekyylimarkke-
ria ensimmaiseen kaivoon, naytteet seuraavaan kahdeksaan kaivoon ja kontrollinayte
viimeiseen kaivoon. Kontrollindyte voi olla esimerkiksi sekoitus useaa eri naytteita. Mo-

lekyylipainomarkkerin paikkaa vaihtamalla eri geelit voi erottaa toisistaan.

Tayta ajolaitteen ulompi kammio ajopuskurilla niin, etta elektrodit peittyvat. Sulje kansi,

ja aja geelia 200 V noin 35 minuuttia (tai tarvittaessa kauemmin).

Kun geeli on ajossa, leikkaa kaksi palaa suodatinpaperia ja yksi pala nitroselluloo-
samembraania, ja liota niitd noin 15 minuuttia siirtopuskurissa. Kayta hanskoja ja kasit-

tele membraania pinseteilld sormenjalkien valttdmiseksi. Laita myds



kaksi karhunkielta likoamaan siirtopuskuriin. Kun geeliajo on valmis, ota geelista Stain-
free-kuva ChemiDoc™ MP Imaging System —laitteella, ja leikkaa taman jalkeen geeli
pienemmaksi niin, etta tutkittava proteiini jaa geelin alueelle. Liota geelid noin 15 mi-

nuuttia siirtopuskurissa.

Valmistele geeli-sandwich:
- Laita kasetti puhtaalle alustalle, musta puoli alas
- Laita yksi liotettu karhunkieli mustan puolen paalle
- Laita yksi suodatinpaperi karhunkielen paalle
- Laita lionnut geeli suodatinpaperin paalle
- Laita lionnut nitroselluloosamembraani geelin paalle (varmista, ettei ilmakuplia

jéd@ membraanin ja geelin valiin)

Laita yksi suodatinpaperi membraanin paalle

Laita yksi karhukieli suodatinpaperin paalle

Poista mahdolliset ilmakuplat painamalla varovasti rullalla geeli-sandwichin paalta.
Sulje kasetti ja aja siirtopuskurissa 100V 60 minuuttia. Pida kasettia jailla ajon aikana

tai kayta jaapalaa.

VASTA-AINEKASITTELY

Kun siirtoajo on valmis, pura kasetit ja laita nitroselluloosamembraani TBS-liuokseen ja
15 minuutiksi sekoittajaan. Siirrd membraanit blokkausliuokseen (5 % maitojauhetta
TBS:ssé) ja liota sekoittajassa 60 minuuttia. Poista blokkausliuos huolellisesti. Lisaa
primaarinen vasta-aineliuos ja liota + 4 °C asteessa yon yli sekoittajassa. Vasta-aine-
laimennos riippuu kaytetysta vasta-aineesta. Vasta-aine liuotetaan TBST+ 5% maito-

jauheliuokseen.

Pese membraani viisi kertaa TBST-liuoksella, 5 minuuttia kerrallaan ja lopuksi poista
pesuliuos huolellisesti. Lisda sekundaarinen vasta-aine (TBST+ 5% maitojauhe) ja liota
noin 60 min. sekoittajassa huoneenlammaossa. Kayta primaariseen vasta-aineeseen
sopivaa sekundaarista vasta-ainetta. Pese membraani viisi kertaa TBST-liuoksella, 5

minuuttia kerrallaan ja lopuksi jatd membraani TBST-liuokseen.

Kuvaa membraani ChemiDoc™ MP Imaging System —laitteella. Kayta sopivaa valotus-

aikaa.



