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KASUTATUD LUHENDITE LOETELU

Tn — troponiin

TM — tropomiiosiin

ATP — adenosiintrifosfaat

i/p — intraperitoneaalne

SDS-PAAG — naatrium dodetsiiiilsulfaat poliiakriiiilamiidgeel

KH — kompensatoorne hiipertroofia



SISSEJUHATUS

Skeletilihaskude saab esile tosta 14bi tema korge heterogeensuse, mis seisneb
ehituslike ja ainevahetuslike omaduste mitmekesisuses ning see tingib omakorda korge
plastilisuse astme, misldbi skeletilihasrakud on vOimelised suurtes piirides vastama
funktsionaalse aktiivsuse eripdradele, olles oluliseks nurgakiviks kogu organismis asetleidvate
kohanemisreaktsioonide  viljendusele. Uheks skeletilihaskoe head kohanemisvdimet
kajastavaks omaduseks on seisund, mida on kirjeldatud kui kompensatoorset hiipertroofiat,
mis seisneb konkreetsete lihaste puhul kroonilise vdimendatud koormuse tulemusena
lihasmassi ulatuslikus juurdekasvus. Seniavaldatu valguses voOib konstanteerida, et
vialjakujunenud kompensatoorse hiipertroofia tingimustes on lisaks olulisele lihashiipertroofia
arengule aset leidnud ka olulised kvalitatiivsed muutused lihasrakkude molekulaarstruktuuri
tasemel, mis on omakorda aluseks mojustatud lihaskoe kontraktiilsete omaduste muutustele.
Siiski on kirjanduses avaldatud andmed kompensatoorse hiipertroofia arengumehhanismide
kohta seotud valdavalt kontraktiilsete valkude tasandil toimuvate kohanemisreaktsioonide
eripdrade viljaselgitamisega. Ldhtudes asjaolust, et lihaskude kohaneb funktsionaalsete
seisundite muutustega mitte ldbi liksikute komponentide teineteisest séltumatu adaptatsiooni,
vaid 14bi terviklike muutuste kompleksi, mis on koe korge funktsionaalsuse aluseks, on
teenimatult vihem tdhelepanu pélvinud vastusreaktsioonid regulatoorsete valkude kompleksi
tasemel.

Kéesolev t60 késitleb regulatoorsete valkude kompleksi iiksikute valkude ja nende
isovormide sisalduse muutusi ning omavahelisi seoseid, mis leiavad aset tdiendava kroonilise
iseloomuga koormuse poolt esilekutsutud kompensatoorse hiipertroofia tingimustes

eritiitibilistes lihastes.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1. Regulatoorsete valkude roll lihaskontraktsioonis

Selgroogsete skeletilihased koosnevad aeglast ja kiiret tiitipi lihaskiududest (Eddinger
et al., 1985; Sosnicki et al., 1989). Nii aeglased kui kiired lihased sisaldavad erinevaid
miiosiini ja troponiini isovorme. Aeglastes lihaskiududes avalduvad I tiiiipi ning kiiretes
lihaskiududes II tiilipi miiosiini isovormid ning nendele miiosiini isoensiilimidele on
iseloomulik erinev ATP hidroliiiisi kiirus (Barany, 1967). Lihaskontraktsiooni kiirus soltub
rakus domineeriva ensiilimi ATP-aassest aktiivsusest (Cooke, 1986).

Skeletilihase kontraktsioonil osalevad lisaks kontraktiilsetele valkudele (miiosiin ja
aktiin) ka peene filamendi koosseisus oleva regulatoorsete valkude kompleksi valgud:
troponiin (Tn) ja tropomiiosiin (TM), millede funktsioon sdltub intratsellulaarse Ca®"
kontsentratsioonist (Tobacman, 1996; Gordon et a/., 2000). TM on keerdunud kaksikspiraalne
a-heeliks, mis koosneb omavahel pea-saba suunas seotud mittekovalentsetest molekulidest,
mis on pdimunud {imber aktiinifilamendi (Li et al., 2002). Tn koosneb kolmest subiihikust:
Ca*" ioone siduv troponiin C (TnC), lihaskontraktsiooni inhibeeriva toimega troponiin I (Tnl)
ja TM siduv troponiin T (TnT). Ca*" puudusel on miiosiini ja aktiini vaheliste sidemete
formeerumine blokeeritud ning seetottu ei saa toimuda ka skeletilihase kontraktsiooni. Kui
Ca”" vabaneb sarkoplasmaatilisest retiikulumist, siis troponiin C seob vabanenud Ca*", mis
kutsub esile struktuursed muutused regulatoorsete valkude kompleksis, mis vdimaldavad
ristisillakeste mehhanismi avaldumise (Geeves & Holmes, 1999).

Miiosiini peake, mis on Mg?" ATP-aasist sdltuv molekulaarne mootor, on vdimeline
kontakteeruma aktiinifilamendiga, mis pdhjustab peenete ja jdmedate miiofilamentide
libisemise teineteise suhtes, mille tulemuseks on lihaskontraktsioon (Huxley, 1957). Ca*
ioonide tagasiliikumisel TnC N-terminali Ca>" siduvatelt aladelt sulguvad TnC hiidrofoobsed
16hed, mis kutsub esile Tnl liikumise TnC aktiinile ning sellest tingitud muutused Tn - TM
kompleksis takistavad aktiini ja miiosiini filamentide kontakteerumist. Erinevad uuringud,
mis késitlevad struktuuri ning on kooskolas biokeemiliste analiilisidega, on niidanud, et
valkude Tn - TM - aktiini filamendid vGivad esineda kolmes erinevas seisundis, olles samal
ajal seotud jamedate filamentidega (Maytum et al., 1999; Craig & Lehman, 2001; Geeves &
Lehrer, 2002):

1) Blokeeritud seisund — Ca*" ioonide puudumisel Tn - TM valkude kompleks katab
aktiini filamendil asetsevad aktiini aktiivtsentrid, mis takistavad {thinemist miiosiinimolekuli

peaosakestega.



2) Suletud seisund — Ca*" ioonide juuresolekul Tn - TM valkude kompleks liigub
aktiini filamendi vaokestesse, vabastades enamuse, kuid mitte koiki aktiini filamendil
paiknevaid aktiini aktiivtsentreid.

3) Avatud seisund — Tn - TM valkude kompleks vabastab kdik aktiini filamendil
asetsevad aktiini aktiivtsentrid ning saab toimuda skeletilihase kontraktsioon. Seega soltub
arendatav kontraktsioonijoud Ca®" ioonide kontsentratsioonist ning lihaskiu ristisillakeste

arvust (Geeves & Lehrer, 2002).

2. Troponiini kompleks

Troponiin (Tn) on {iks regulatoorsetest valkudest molekulmassiga 80 kDa ning kujutab
endast ekvimolaarset kompleksi kolmest komponendist, mis tdidavad lihaskontraktsiooni
regulatsioonis erinevaid funktsioone. Troponiin on 265 A pikkune kompleks, mis koosneb
kolmest subiihikust: Tnl, TnC, ja TnT C-terminali piirkonnast, mis moodustab globulaarse
peaosa ning iilejisinud TnT molekul moodustab kepikujulise 160 A pikkuse saba, mis seostub
TM pea-saba regiooniga (White et al., 1987; Collins, 1991). Tn subiihikud on kodeeritud
erinevate geenide poolt. Sarnaselt kontraktiilsetele valkudele eksisteerivad Tn komponendid
mitmetes isovormides, mis on lihasrakutiiipidele spetsiifilised (Perry, 1998). Samuti on
leitud, et miiokardis ekspresseeritakse spetsiifilisi TnT ja Tnl isovorme. Kirjanduse andmed
nditavad, et aeglase kokkutdmbeiseloomuga lihasrakkudes ning miiokardis esindatud TnC
isovormid on sarnase struktuuri ja funktsionaalsusega (Wilkinson, 1980; Perry, 1998).
Soltuvalt skeletilihase tiiiibist, ekspresseeritakse erinevaid Tn isovormide omavahelisi

kombinatsioone.

2.1 Troponiin C

Troponiin C (TnC) on troponiini kompleksi vdikseim komponent molekulmassiga 20
kDa. TnC on Ca*" siduv Tn kompleksi subiihik, mis koos Tnl ja TnT osaleb nii skeletilihase
kui ka siidamelihase kontraktsiooni regulatsioonil. Ca®" tingitud konformatsioonilised
muutused TnC kutsuvad esile struktuurseid muutusi erinevates valkudes ning peene filamendi
struktuuris, mis omakorda kutsub esile interaktsiooni nende ja jdmeda filamendi vahel
(Herzberg et al., 1986; Houdusse et al., 1997). TnC koosneb kahest globulaarse regiooni NH,
ja COOH terminalist, mis seotakse omavahel pikaks spiraaliks. Selle spiraali iga keeru
regioon sisaldab kahte Ca”" siduvat punkti. COOH-terminali punktidel (III-IV) on kdrge Ca*"

sidumisvdime (~10” M™) ning nad vdivad intratsellulaarselt 165gastunud seisundis siduda ka
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Mg**. Neid punkte, mis seovad Ca>* ja Mg”", nimetatakse struktuurseteks punktideks seetdttu,
et nad parandavad TnC-Tnl vahelist interaktsiooni ning parandavad TnC kinnitumist peenele
filamendile (Zot & Potter, 1982). NH,-terminali punktidel (I-I[) on madalam Ca®**
sidumisvdime (~10° M™), kuid nad seovad rohkem Ca®" kui Mg2+ (Potter & Gergely, 1974).
Eelnevad uuringud on nididanud, et ekspresseeritakse kahte erinevat koespetsiifilist
TnC isovormi, mis on struktuurselt sarnased. Kiires skeletilihases on immunotsiitokeemiliselt
identifitseeritud kiire skeletilihase TnC (TnC;) ning aeglast/kardiaalset TnC (TnC,)
ekspresseeritakse aeglase iseloomuga skeletilihases ja siidamelihases (Dhoot & Perry, 1979).
Kiire skeletilihase isovormis (TnCs) on neli Ca*" siduvat punkti: kaks nendest on madala
sidumisvdimega punktid I ja II, mis reguleerivad lihase kontraktsiooni (Potter & Gergely,
1974) ning kaks korge sidumisvdoimega punkti III ja IV, mis sdilitavad TnC regulatoorses

kompleksis (Zot & Potter, 1982).

2.2 Troponiin I

Troponiin I (Tnl) on troponiini kompleksi komponent molekulmassiga 24 kDa, millel
on inhibeeriv mdju aktomiiosiini Mg>" ATP-aasi aktiivsusele. Ca’" puudumisel on TnC
norgalt seotud Tnl, mis seostub aktiiniga ning omakorda inhibeerib aktiini aktiivtsentrite
vabanemist (Perry, 1999). Tnl inhibeerivat funktsiooni on ndidatud mitmetes uuringutes
(Ngai et al., 2001; Luo et al., 2002). Ca*" ioonide sidumine TnC regulatoorse alaga suurendab
TnC koostoimet koos Tnl, mille tulemusel eemaldub aktiini filamendilt Tnl inhibeeriv
piirkond. Seetdttu Ca>" seotud TnC neutraliseerib inhibeeriva mdju aktomiiosiini Mg**-ATP-
aasi aktiivsusele, kutsudes esile muutusi aktiini ja regulatoorsete valkude kompleksis. On
hésti teada Tnl ja TnC omavaheline interaktsioon, millel on lihaskontraktsiooni regulatsioonis
tahtis roll (struktuurne ja funktsionaalne). TnC ja Tnl vahel vdib esineda vdhemalt kolme
tiitipi koostoimet: esimesel juhul soltub funktsionaalne efektiivsus TnC Ca®" voi Mg2+
sidumisvdimest Ca*-Mg®" aladega ning ilmneb TnC C-terminalide ja Tnl N-terminalide
vahel (millega omakorda seostub ka TnT). Teisel juhul on ta metallidest sdltumatu ning
kolmandal juhul sdltub TnC Ca*" sidumisvdimest Ca*" spetsiifiliste aladega TnC N-
terminalide ja Tnl C-terminalide vahel. Nagu eelpool kirjeldatud, voib viimane toendoliselt
olla pdhiline kontraktsioonijou aktiveerija (Gomes et al., 2002). Seega, olenevalt Ca*"
olekust, vdivad Tnl inhibeerivad alad seostuda aktiiniga (ning inhibeerida ATP-aasi
aktiivsust) voi koos TnC vabastada parssiva toime ning esile kutsuda kontraktsiooni (Gomes

et al., 2002).



Tnl esineb imetajate skeletilihases kolmes peamises isovormis — kiires, aeglases ja
siidamelihasele omases vormis (vastavalt Tnly, Tnls, Tnl;) (Syska et al, 1974; Hirtner &
Pette, 1990). On hésti teada, et 14bi Tnl isovormide ekspressiooni hinnatakse miiofilamentide
jou arendamisel Ca’" tundlikkust, kooperatiivsust ja pH tundlikkust (Westfall et al., 1999).
Lisaks on ndidatud, et Tnl parssivad omadused voivad soltuda isovormide ekspressioonist.
Uuringud valkude isovormide tasemel Tnl kiire skeletilihase, kardiaalse ning aeglase
skeletilihase pérssivatest aladest nditavad, et Tnlf omab parimat inhibeerivat toimet

aktomiiosiini ATP-aasile (Talbot & Hodges, 1981).

2.3 Troponiin T

Troponiin T (TnT) on troponiini kdige suurem komponent molekulmassiga 37 kDa.
TnT on kui struktuurne “liim”, mis hoiab Tn - TM - aktiini kompleksi koos 14bi TM, Tnl, TnC
ja aktiiniga seostumise (Tobacman, 1996; Perry, 1998). Uuringud on ndidanud, et kui Tnl,
TnC ja TM on kompleksselt koos, siis TnT kannab iile Ca®" tundlikkuse aktomiiosiini ATP-
aasile (Potter ef al., 1995). Seega, TnT roll tundub olevat vihemalt kahekordne; N-terminali
saba piirkond kinnitab troponiini tropomiiosiiniga ning seostab seda peene filamendiga, samal
ajal kui TnT C-terminal seob Tnl - TnC Ca®" sdltuval viisil (Schaertl et al., 1995).

TnT esineb selgroogsete skeletilihases kolmes peamises vormis — kiires (TnTy),
aeglases (TnT;) ja siidamelihasele (TnT.) omases vormis (Héartner et al., 1989).

Uuringud on ndidanud, et TnT erinevate isovormide kompositsioon erinevate
skeletilihaskiu tiiiipides voib omada suurt funktsionaalset tdhtsust. 1970-ndatel aastatel arvati,
et kiired lihased sisaldavad {iht TnT isovormi ning aeglased lihased teist TnT isovormi (Dhoot
& Perry, 1980). Edasistes uuringutes on leitud, et iiks kiire lihas voi isegi liks lihaskiud kiires
lihases vOib sisaldada erineva arvu TnT isovorme (Schachat et al., 1985; Hartner et al., 1989;
Hértner & Pette, 1990). Skeletilihases esinevate TnT isovormide arv varieerub suuresti
soltuvalt uurimisobjektist ja uuritavatest lihastest, kusjuures erinevate autorite poolt kasutatav
isovormide nomenklatuur voib iiksteisest erineda.

Roti skeletilihases on kirjeldatud vastavalt nelja kiiret TnT isovormi ning kolm aeglast
TnT isvormi eraldati hiljuti, kasutades standardset elektroforeetilist valkude eraldamise
meetodit (Bastide et al., 2002). Varasemad uuringud on aga néidanud, et tdiskasvanud roti
skeletilihastest on leitud viis kiiret isovormi (Sabry & Dhoot, 1991a) ning iiks aeglane
isovorm (Sabry & Dhoot, 1991b). Kischel ja kaasautorid (2005) uurisid roti skeletilihastes
TnT aeglaste isovormide (TnT;) ekspressiooni ja funktsionaalseid omadusi. Aeglasest m.

soleus est klooniti neli TnT; cDNA-d. Leiti, et eelnevalt kirjeldatud kolm isovormi on



sarnased hiire skeletilihastes leiduvate isovormidega TnTs, TnTys ja TnTss. Uus roti isovorm,
mis avastati, on pisut korgema molekulaarkaaluga kui TnTs,. Seda neljandat isovormi pole
varem skeletilihastes uuritud ning seetdttu nimetatakse seda TnTy,. Nii ekspressioonimustrilt
kui ka funktsionaalsetest omadustest tulenevalt voib aeglased TnT isovormid jagada kahte
rihma: korge molekulaarkaaluga (TnT;s, TnTy) ning madala molekulaarkaaluga (TnTis,
TnTss) isovormid. Vorreldes nelja aeglast TnT isovormi, siis eelkirjeldatud madala
molekulaarkaaluga aeglase TnTy isovormi ekspresseeritakse kiiretes skeletilihastes, samal ajal
kui korgema molekulaarkaaluga isovormid on suuremal mééral aeglases m. soleus'es (Kischel

et al., 2005).

3. Tropomiiosiin

Tropomiiosiin (TM) on regulatoorne valk, molekulmassiga 35 kDa. Tropomiiosiin
paikneb aktiini monomeeride vahelises vaokeses ja koosneb kahest subiihikust: o-
tropomiiosiin ja B-tropomiiosiin (Cummins & Perry, 1973). Skeletilihastes esineb
tropomiiosiin aa- voi BB-homodimeerina kiirelt kontraheeruvas lihases ja af-heterodimeerina
aeglaselt kontraheeruvas lihases (Swynghedauw, 1986).

Tropomiiosiin on piklik poliimeer, mis koosneb kahest a-heeliksist, mis on méhitud
iimber aktiini filamendi ning katavad osaliselt aktiinile kinnitumise kohti. Tropomiiosiini
filamendid koosnevad umbes 35 dimeerist ja seostuvad omavahel saba-pea pdhimdttel ning
on leitud, et sellel on oluline roll sarkomeeri peene filamendi jiikuse tagamisel (Kojima et al.,
1994), samuti osaleb TM aktiini ja miiosiini vahelises interaktsioonis (Geeves & Lehrer,
1994).

Skeletilihases ekspresseeritakse kolme TM isovormi: o-aeglane, a-kiire ja f-
isovormid, mis sisaldavad oao- ja PP-homodimeere v0i af-heterodimeere. Kiiretes
skeletilihastes on rohkem TM o-isovormi (Cummins & Perry, 1974) ning B-TM on
iseloomulik aeglase kontraktsioonikiirusega skeletilihasele (Oe et al., 2007).

a-TM on stabiilsem ja ao-dimeer predomineerib pea kdikides skeletilihastes. f-TM on
suhteliselt ebastabiilne ning harva leitav nagu pp-dimeergi, kuid af-heterodimeer on stabiilne.
Enamus imetajate skeletilihaseid sisaldab molemaid nii ao- kui ka af|-TM (Lehrer & Qian,
1990; Jagatheesan et al., 2003). af- vs. ao-TM fiisioloogilist rolli pole siiani tépselt
mdistetud, kuid on leitud af-TM proportsiooni suurenemist suurte imetajate aeglastes
skeletilihastes ning on tdheldatud selle suurenemist ka patoloogiliste seisundite puhul (Heeley
et al., 1983; Perry, 2001). a-TM ja B-TM isovormid on identsed nii skeleti- kui ka

stidamelihases, ainuke erinevus seisneb oo vs. off proportsioonides. Viikeste imetajate
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siidamelihases ekspresseeritakse peaaecgu puhast ao-TM ning transgeensetel hiirtel, kellel oli
ekspresseeritud B-TM, leiti olulisi muutusi Ca*" tundlikkuses ning kaasnevaid miiokardi
funktsionaalsuse ebakolasid, mis olid valdavalt letaalsed (Muthuchamy ef al., 1995).

Erinevate imetajate skeletilihastes esinevad TM subiihikute isovormid on oma
struktuursetelt ja molekulaarsetelt néitajatelt vordlemisi sarnased, sdilitades samas
objektispetsiifika, mis omakorda vOib olla erinevate isovormide eraldamise ja

identifitseerimise takistuseks (Boussouf et al., 2007).

4. Muutused skeletilihasvalkudes elektrostimulatsiooni puhul

Elektriline stimulatsioon on lihase aktiivsuse esilekutusujana leidnud laialdast
kasutamist ning kuna antud meetod voimaldab nn. koormust tdpselt doseerida, siis on
erinevad teadlased saavutanud ka tdhelepanuviirseid tulemusi. Uuringud erinevate lihaste ja
valkude tasandil on ndidanud, et korg- (Gorza et al., 1988; Schiaffino et al, 1988) ja
madalasageduslikul (Hartner et al, 1989; Termin & Pette, 1992) elektrostimulatsioonil
toimuvad skeletilihases erinevate valkude sisalduses ning ka erinevate valkude isovormilises
koostises ulatuslikud muutused.

Kiire lihase (m. extensor digitorum longus) madalasageduslikul (10Hz)
elektrostimulatsioonil toimuvad erinevate troponiini komponentide isovormides muutused,
mille tulemusena erinevate troponiini komponentide isovormide koostis muutub sarnaseks
aeglase lihase isovormide sisaldusega (Hértner et al., 1989). Uuringud on néidanud, et kdige
ulatuslikumad ja kiiremad muutused toimuvad TnT isovormides vorreldes teiste troponiini
komponentidega (Tnl ja TnC) (Hértner et al., 1989; Hértner & Pette, 1990).

Teise regulatoorse valgu, tropomiiosiini muutused madalasageduslikul (10Hz)
elektrostimulatsioonil kiires lihases (m. extensor digitorum longus) on suhteliselt viikesed.
Viheneb kiire skeletilihase a-TM ja tduseb aeglase skeletilihase a-TM isovormide sisaldus,

kuid o/f TM omavaheline suhe jdéb samaks (Hértner ef al., 1989).

5. Skeletilihase hiipertroofia

Skeletilihas on vidga plastiline kude, mis kohaneb hésti erinevate muutustega
funktsionaalses aktiivsuses (Timson, 1990). Skeletilihaskoe kohanemine seisneb nii
morfoloogiliste, biokeemiliste kui ka molekulaarsete omaduste heas reaktsioonivdimes
vastavalt neuromuskulaarse kiiruse aktiivsuse muutuste eripdradele (Antonio & Gonyea,

1993). Skeletilihasele tdiendava ja kroonilise iseloomuga koormuse rakendamine viib
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mojustatud lihaskoe puhul adaptatiivsete protsesside arengule, mille resultaati on kirjeldatud
kui kompensatoorset hiipertroofiat (Denny-Brown, 1960; Mackova & Hnik, 1971; Hofmann,
1980).

Inimeste puhul on lihashiipertroofia esilekutsumine pikaajaline protsess, kontraktiilset
aparaati mojustatakse pikaajaliselt (kuid, aastaid). Seetottu kasutatakse lihashiipertroofia
esilekutsumiseks katseloomadel mitmesuguseid mudeluuringuid. Lihashiipertroofia uuringud
jagunevad pohiliselt kolme kategooriasse: venitusest pdohjustatud hiipertroofia,

kompensatoorne hiipertroofia ja treeningust indutseeritud hiipertroofia.

5.1 Kompensatoorne hiipertroofia

Kompensatoorse hiipertroofia mudelit késitles esimesena Denny-Brown (1960).
Kompensatoorse hiipertroofia esilekutsumiseks ja mehhanismi uurimiseks skeletilihases
loomkatsete puhul kasutatakse mitmeid erinevaid mudeleid:

1. Siinergistlihaste tenotoomia (Denny-Brown, 1960; Lesch et al, 1968;
Mackova & Hnik, 1971; 1973; Schiaffino et al., 1976);

2. Siinergistlihaste kirurgiline eemaldamine vd&i eraldamine (lanuzzo &
Armstrong, 1975; Timson et al., 1985; Snow, 1990);

3. Passiivne lihase venitus (Sola ef al., 1973; Holly et al, 1980; Alway et al.,
1989);

4. Erinevad treeningumudelid (Edgerton et al., 1972; Gonyea & Ericson, 1976;
Klitgaard, 1988).

Avaldatud andmed annavad kinnitust, et kehalise aktiivsuse erinevate mudelite
(treeningute) rakendamine ei voimalda lihaskoe kohanemisreaktsioone sellisel ulatuslikul
médral nagu kompensatoorse hiipertroofia mudelite puhul viljendunud lihashiipertroofia
tasemega (Taylor & Wilkinson, 1986).

Pohiliselt kasutatakse lihases kompensatoorse hiipertroofia esilekutsumiseks kahte
mudelit: tenotoomia (siinergistlihase kooluse 14bildikamine) ning ablatsioon (siinergistlihase
tidielik eemaldamine) (Timson, 1990). Allesjddnud lihastel tuleb sel juhul kompenseerida
lihastoost vélja langenud lihase tegevus (Antonio & Gonyea, 1993). Siit tuleneb ka antud
meetodi nimetus — allesjddnud lihas peab kompenseerima eemaldatud lihase t66, mille
tulemusel tekib hiipertroofia.

Stinergistlike lihastega teostatud manipulatsioonide, lihase kdoluse ldbildikamise voi
lihase eemaldamise tagajérjel asetatakse sama lihasgrupi sarnast funktsiooni tditvad lihased

suurenenud funktsionaalse aktiivsuse tingimustesse, kus kehaasendi sdilitamiseks/litkumiseks
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on allesjadnud lihased sunnitud kompenseerima funktsionaalselt elimineeritud lihaste t66d.
Erinevate kompensatoorse hiipertroofia mudelite juures on oluline silmas pidada protsesside
kujunemise ajalist diinaamikat. Funktsionaalse iilekoormuse kestusest ldhtuvalt voib lihastele
rakenduv koormus olla kas lithema- voi pikemaaegsem (Aru, 2004; Reisberg, 2004).
Kompensatoorse hiipertroofia mudelite puhul on oluline rohutada, et erinevate
mudelite kasutamine toob skeletilihases kaasa kiill kulgemise ja ulatuse poolest varieeruvad,
ent pohimdtteliselt samasuunalised adaptatiivsed nihked (Sugiura et al., 1993; Pehme et al.,

2004a).

5.1.1 Tenotoomia

Tenotoomia mudeli kasutamine kompensatoorse hiipertroofia esilekutsumiseks
skeletilihases tingib kiire lihaskaalu juurdekasvu algfaasis, mis uuringu hilisemas faasis
stabiliseerub (Timson, 1990; Aru, 2004; Pehme et al., 2004a; Reisberg, 2004).

M. gastrocnemius’e vOi m. tibialis anterior’i kooluste ldbildikamist on kasutanud
paljud uvurijad kompensatoorse hiipertroofia esile kutsumiseks, mis pdhjustab vastavalt m.
soleus’e, m. plantaris’e vOi m. extensor digitorum longus’e kompensatoorse hiipertroofia
(Mackova & Hnik, 1973; Schiaffino et al., 1976; Seiden, 1976).

Uuringud katseloomadel niitavad, et ulatuslik lihaskaalu juurdekasv viljendub juba 4-
7 pieva peale tenotoomia protseduuri (Lesch et al, 1968; Seiden, 1976). Uuringute
tulemustest néhtub, et funktsionaalse iilekoormuse edasisel kestmisel hiipertroofia areng
aeglustub, kuid tédiendavalt koormatud lihaste kaal jadb kontroll-lihastega vorreldes
korgemaks (Lesch et al., 1968; Mackova & Hnik, 1973; Seiden 1976; Pehme et al., 2004a).

M. gastrocnemius’e kd0luse ldbildikamine pdhjustab m. soleus’es olulise lihaskaalu
juurdekasvu. On niidatud, et juba 4. tenotoomiajérgsel pédeval saavutas aeglase lihase kaal
maksimaalsed véairtused, suurenedes 48% vdrreldes kontroll-lihasega (Mackova & Hnik,
1973). 7 paeva moodumisel operatsioonist oli m. soleus e kaal kontroll-lihasest 30% suurem
(Lesch et al, 1968). Lihaskaalu juurdekasv aeglustus ja kaal stabiliseerus 2-3 néidala
moddumisel tenotoomiaprotseduurist, kus m. soleus’e kaal jai 10-15% korgemaks kui
kontroll-lihasel (Mackova & Hnik, 1973). Sugiura ja kaasautorite (1993) uuring niitas, et m.
gastrocnemius’e tenotomeerimise jargselt oli 5-néddalase iilekoormusperioodi viltel m.
plantaris’e kaal 44,3% ning m. soleus’e kaal 37,4% suurem kui kontralateraalsel lihasel
(Sugiura et al., 1993). Pehme ja kaasautorite (2004a) uuringu tulemused néitavad, et 30 pdeva

vildanud m. plantaris’e tdiendav  funktsionaalne koormamine silinergistliku m.
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gastrocnemius’e kooluse labildikamise teel pohjustas m. plantaris ‘e olulise kaalu suurenemise

nii noortel (40%) kui vanadel (25%) katseloomadel (Pehme et al., 2004a).
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TOO EESMARK JA ULESANDED

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli selgitada valgusisalduse muutusi imetajate skeletilihaste
regulatoorsete  valkude kompleksi komponentides véljakujunenud kompensatoorse

hiipertroofia tingimustes.

To66 eesmérgi tditmiseks seati jargmised metoodilised tilesanded:
e Funktsionaalse iilekoormuse rakendamisega kutsuda mdjustatud lihastes esile
véljakujunenud kompensatoorne hiipertroofia.
e Optimeerida  lihasvalkude  eraldamise = metoodikat,  vdimaldamaks
regulatoorsete valkude ja nende subiihikute efektiivsemat separatsiooni ja

kvantitatiivset identifitseerimist.
T060 eesmargi tiitmiseks piistitati jirgmised tilesanded:

1. Selgitada tropomiiosiini (TM) subiihikute kompositsiooni muutuste eripérasid
kompensatoorse hiipertroofia tingimustes kiire ja aeglase kokkutdmbe
iseloomuga skeletilihases.

2. Selgitada troponiin T (TnT) kiirete isovormide sisalduse muutusi

skeletilihastes kompensatoorse hiipertroofia tingimustes kiire ja aeglase

kokkutdombe iseloomuga skeletilihases.
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TOO TEOSTAMISE METOODIKA

Uuringud viidi 14bi vastavalt EV Pdllumajandusministeeriumi loomkatsete 1dbiviimise

komisjoni loaga sdtestatud tingimustel.

1. Katse korraldus

Eksperimendis kasutati tdiskasvanud isaseid Wistar liini rotte. Katseloomad viibisid kogu
eksperimendi véltel identsetes keskonnatingimustes. Katseloomad jagati 2 gruppi (n=6) ning
olid paigutatud puuridesse 2 kaupa, valguse pimeduse tsiikkel oli 12h/12h ning kasutati
konstantset dieeti (R70; Laktamiin; Stockholm, Rootsi). Toitu ja vett said katseloomad ad

libitum.

1.1 Tenotoomia protseduuri kirjeldus

Enne operatsiooni viidi 1dbi katseloomade anesteesia, kasutades diasepaami
(Diapam®) ja ketamiini (Ketaminol®) (vastavalt 2,5mg ja 6mg 100g kehakaalu kohta)
intraperitoneaalselt (i/p). M. soleus’e ja m. plantaris’e kompensatoorne hiipertroofia kutsuti
esile stinergistlihase — m. gastrocnemius’e — kdoluse ldbildoikamise teel. Kontrollina kasutati
kontralateraalset jaset.

Operatsioonivéli puhastati, raseeriti. Sooritati optimaalse pikkusega sisseldige,
sdilitades timbritsevas piirkonnas nédrvi- ja verevarustuse. Ldigati 1dbi m. gastrocnemius’e
koodlus, jattes stinergistlihaste kddlused intaktseks. Katseloomad ohverdati 15. postoperatiivsel

paeval.

2. Koeproovide eraldamine

Katseloomad anesteseeriti diasepaami (Diapam®) ja ketamiiniga (Ketaminol®) (vastavalt
2,5mg ja 6mg 100g kehakaalu kohta) i/p, ohverdati ning eraldati funktsionaalselt
iilekoormatud m. soleus ja m. plantaris ning kaaluti. Koed puhastati rasvast ja sidekoest ning
kiilmutati koheselt vedelas limmastikus. Koeproovid siilitati —80°C juures kuni edasiste

analiitisideni.
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2.1 Koestruktuuri histoloogiline hindamine

Viljakujunenud hiipertroofia faasis oleva lihaskoe struktuurse terviklikkuse
hindamiseks viidi 1dbi histoloogilised uuringud, kasutades uuritavate lihaste keskmist osa.
Preparaatidelt 1digati —20°C juures 10pum paksused 16igud, kasutades kriiomikrotoomi
(Micron 560). Histoloogiliste preparaatide hindamisel kasutati valgusmikroskoopi Olympus
BX-41 (Tokyo, Jaapan), koos spetsiaalse digitaalse kaameraga (ColorView Illu) ning
analiiiisi tarkvaraga (Cell Analysis Processing). Koestruktuuride terviklikkus ja patoloogiliste

tunnuste puudumine oli kriteeriumiks edasiste analiiiiside suhtes.

Joonis 1. Skeletilihase histoloogiline preparaat. Objektiivi suurendus 20X.

2.2 Tropomiiosiini subiithikute eraldamine

TM subithikud eraldati 7M Urea ja 2M Thiourea keskkonnas isoleeritud
miiofibrillidest 12,5% SDS-PAAG-il, lisades geeli 3,5M uureat, viltimaks TM subiihikute ja
TnT isovormide kontaminatsiooni (Cummins & Perry, 1974). Elektroforeesi tingimused:
voolupinge 70V, kestus 4 tundi (Protean II, USA, Bio-Rad). Geelid virviti Coomassie
Brilliant Blue R-250. Varvireaktsiooni hinnati densitomeetriliselt, kasutades selleks
densitomeetrit LKB 2202 Lazer. TM subithikud tuvastati, teades molekulaarkaalusid,
kasutades molekulaarkaalu markerit (M 6539 Sigma, St. Louis, USA).
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2.3 TnT kiirete isovormide eraldamine Western blottingul

TnT isovormid identifitseeriti immunokeemilisel meetodil vastavalt Western blotting
protokollile. Selleks lahutati TnT isovormid elektroforeetiliselt 12,5% SDS-PAAG-il
jargmistes tingimustes: jooksupuhver (50 mM TRIS, 75 mM gliitsiin), voolupinge 70V ja
elektroforeesi kestus 4,5 tundi (Mini-Protean, USA).

Pérast elektroforeesi kanti valgubandid iile poliiviniilideen difluoriid membraanile
(PVDFT, Polyscreen TM, Biotechnology Systems, NEN Research Products, Du Point).
Valgubandide iilekandmiseks kasutati Trans Blott Cell (Bio-Rad) siisteemi. Jooksupuhver
(iilekandepuhver) sisaldas 20% etanooli ja 0,037% SDS. Ulekanne kestis 3 tundi, voolupinge
44V, voolutugevus 380 mA ning temperatuur +5°C.

Valgulaigud (blots) blokeeriti, loksutades membraani 1 tund toatemperatuuril 3%
héirja seerumi albumiiniga (BSA), mis lahustati fosfaadiga puhverdatud soola ja TWEEN-20
(PBS-T-20) lahuses (20 mM NaH,PO4 - H,O, 80 mM Na,HPO,, 100 mM NaCl ja 0,1%
TWEEN-20).

Pdrast membraani loputamist ja pesu (vastavalt 2x5 min ja 1x15 min) PBS-T-20-ga
valgulaike inkubeeriti 45 min temperatuuril +22°C lahjendatud (6ul 3ml 10% BSA kohta
PBS-T-20-s) monoklonaalse antikehaga TnTy,g isovormide vastu (JLT 8, SIGMA, USA).

Membraani pesti 2x25 minutit PBS-T-20-ga ja seejdrel inkubeeriti valgulaike 45
minutit  toatemperatuuril +22°C  lahjendatud sekundaarse antikehaga (antimouse
immunoglobuliin  G) (0,5ul 7ml-s 1% BSA/PBS-T-20). Valgubandid visualiseeriti
kemoluminestsents meetodil vastavalt ECL™ Western blotting protokollile (Amersham, Life
Science).

Selleks pesti 1x15 minutit ja 4x5 minutit PBS-T-20 lahusega ning valgubandide
tuvastamiseks ilmutati membraani 1 minut ECL™ Western blotting detekteerimisreagendis
(lahuses) ja valguse emissioon tehti kindlaks pérast lithiajalist membraani eksponeerimist
tundlikule autoradiograafia filmile (Reflection™ NEF-496, NEN Research Products, Du
Point).

3. Statistika
Andmed toodeldi statistiliselt, leiti tulemuste aritmeetiline keskmine ja standardviga.

Andmete aritmeetiliste keskmiste vordlusel kasutati paaride Student t-testi (usaldatavuse

nivoo p<0.05).
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TOO TULEMUSED

1. Katseloomade kehakaal ning lihaste kaalud kompensatoorse hiipertroofia arengu

tingimustes

Meie katsete tulemused nditasid, et silinergistlihaste funktsiooni elimineerimine
katseloomade kehakaalule mdju ei avaldanud. Samas kutsus 15-péevalise funktsionaalse
iilekoormuse rakendamine uuritavates lihastes esile mirkimisvédrse lihasmassi tdusu (46,5%
m. soleus’e ja 27,2% m. plantaris’e puhul) (tabel 1). Objektiivsemat informatsiooni
lihasmassi muutuste kohta rakendatud mdjustuse tulemusena annab uuritavate lihaste ja
katseloomade kehakaalu omavaheline suhe, mis tousis meie katsetulemuste pohjal mdlemas

uuritavas lihases (tabel 1).

Tabel 1. Katseloomade kehakaal ja lihaste kaalud funktsionaalse iilekoormuse puhul.
Kontroll — kontroll-loom/kontroll-lihas, KH — kompensatoorne hiipertroofia, n=6, xtm, # —
p<0,05.

grupp kehakaal (g) m. soleus m. plantaris m. soleus’e m. plantaris’e
(KK) ja KK suhe ja KK suhe
(mg) (%) (mg) (%)
Kontroll 268 £ 6.4 123.4£52 252.6£5.5 0.46 +0.02 0.94 +0.02
KH 278 £6.0 180.0+£3.3# | 46.5 | 3214+13.4# | 272 | 0.65+£0.05# 1.16 + 0.06 #

2. Muutused tropomiiosiini subiihikute sisalduses kompensatoorse hiipertroofia arengu

kiigus

Uuritavatest skeletilihastest eraldati TM subiihikud 12,5% PAAG-il. 3,5M uurea
lisamine geeli parandas uurimisobjektiks olevate valkude migratsiooni. Meie katse tulemused
nditasid, et acglase kokkutdmbeiseloomuga skeletilihases (m. soleus) on domineerivaks TM
subtihikuks B-TM, moodustades kogu TM kompleksist 79,1% (joonis 2A). Siinergistlihaste
funktsionaalse elimineerimise tulemusena areneva kompensatoorse hiipertroofia tingimustes
subithiku o-TM sisaldus 21,9%,
moodustades hiipertrofeerunud lihaskoes 15,8% kogu TM kompleksist (joonis 2A, 2B).

vihenes kiiretes- ja segalihastes dominantse TM

Samal ajal niitasid meie eksperimentide tulemused, et m. plantaris’e puhul, mida vdib

vastavalt kontraktiilsete valkude isovormide sisaldusele klassifitseerida kui dominantsete
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kiirete isovormidega segalihast, olid TM subiihikud jaotunud vordlemisi (iihtlaselt,
moodustades vastavalt 60,8% a-TM ja 39,2% B-TM puhul (joonis 3A). Kompensatoorse
hiipertroofia arengule viivate protsesside kdigus langes m. plantaris’es o-TM sisaldus ning

samal ajal tousis B-TM sisaldus (vastavalt 14,8% ja 22,9%) (joonis 3A, 3B).

A B 1 2
100 | s
80 - = e 2

a-TM W w
60 e
2
40 *
0
o-TM B-TM
Kontroll  KH Kontroll KH

Joonis 2. A — Funktsionaalse iilekoormuse moju tropomiiosiini (TM) subiihikute sisaldusele
m. soleus’es. Kontroll — kontroll-lihas, KH — kompensatoorne hiipertroofia. B — TM
subiihikute elektroforeetiline eraldamine. 1 — kontroll-lihas, 2 — kompensatoorne hiipertroofia,
n=6, x+m, * — p<0,05.

1 2
100 - ’ A
-

80 -

60 -

%

40 -

20 +

a-T™M B-T™M
Kontroll KH Kontroll  KH

Joonis 3. A — Funktsionaalse ililekoormuse moju tropomiiosiini (TM) subiihikute sisaldusele
m. plantaris’es. Kontroll — kontroll-lihas, KH — kompensatoorne hiipertroofia. B — T™M
subiihikute elektroforeetiline eraldamine. 1 — kontroll-lihas, 2 — kompensatoorne hiipertroofia,
n=6, x+m, * — p<0,05.
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3. Muutused troponiin T Kkiirete isovormide sisalduses kompensatoorse hiipertroofia

arengu kiigus

Meie katsetes eraldati TnT kiired isovormid kohandatud tingimustel
elektroforeetiliselt ning kanti nitrotselluloosmembraanile. Elektroforeetiline eraldamine ning
iilekande puhtuse kontroll on toodud joonisel 4 (joonis 4A). Ulekantud valgubandid
identifitseeriti monoklonaalseid antikehi kasutades ning visualiseeriti kemoluminestsents
reaktsioonil (joonis 4B, 4C).

Meie andmed nditasid, et kiire kontraktiilse iseloomuga lihases (m. plantaris) oli
esindatud 4 TnT kiiret isovormi, milledest suurema {ilekaaluga oli TnTy¢ sisaldus ning
statistiliselt usutavalt langes TnT4¢ sisaldus (joonis 5A).

Aeglase iseloomuga skeletilihases (m. soleus) dnnestus meie tulemuste pohjal eraldada
ja identifitseerida 3 TnT kiiret isovormi (TnT;, TnT,, TnTsr). Rakendatud funktsionaalse
iilekoormuse tingimustes tousis meie andmetel TnT,¢ sisaldus ning samal ajal langes TnTs¢
sisaldus (joonis 5B).

A B

EEE

TInT 1£ -
ToT 2£
ToT 3£
ToT 4f

TnT 1f
TnT 2f
TnT 3f

1

Joonis 4. Troponiin T kiirete isovormide eraldamine ning iilekande puhtuse kontroll (A) ja
identifitseerimine Western blottingul (B, C). B — m. plantaris, 1 ja 4 — kontroll-lihas, 2 ja 3 —
kompensatoorne hiipertroofia. C — m. soleus, 1 — kontroll-lihas, 2 — kompensatoorne
hiipertroofia.
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100 -
90 ~
80 ~
70 -
60 -
50 ~
40 -
30 -
20 A
10 -

%

TnT 1f TnT 2f TnT 3f TnT 4f
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Joonis 5. Muutused troponiin T kiirete isovormide sisalduses kompensatoorse hiipertroofia
arengu tulemusena. A — m. plantaris, B — m. soleus. n=6, x+m, * — p<0,05, *** — p<0,001
Kontroll — kontroll-lihas, KH — kompensatoorne hiipertroofia.
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TOO TULEMUSTE ARUTELU

Tdiendava  funktsionaalse = koormuse rakendamine  skeletilihastele  tingib
vastusreaktsioonina kiire ja ulatusliku kompensatoorse hiipertroofia arengu. Arenev
hiipertroofia aste ning viljendumise kiirus soltub rakendatud manipulatsioonide ja koormuse
spetsiifikast ning varieerub erinevate uuringute puhul (Bigard et al, 2001; Pehme et al.,
2004a; Reisberg, 2004). Meie katsetulemuste pohjal oli lihasmassi juurdekasv aeglase
kokkutombeiseloomuga lihases (m. soleus) 46,5% ja kiire iseloomuga segalihases (m.
plantaris) 27,2%. Reisberg (2004) leidis oma tulemustele toetudes monevorra madalama
lihasmassi juurdekasvu, samas on kirjanduses andmeid, mis suurel méiéral iihtivad meie katse
tulemustega (Sugiura et al., 1993). Erinevad autorid on valdavalt iiksmeelel, et lihasmassi
juurdekasvule viivad adaptatiivsed protsessid on enam véljendunud aeglase iseloomuga lihase
puhul ning protsesside intensiivsus on kdrgem kompensatoorse hiipertroofia kujunemise
algfaasis, stabiliseerudes kirjanduse andmetel katseloomadel tehtud eksperimentides 20-30
pdeva moddudes (Pehme et al, 2004a; 2004b; Reisberg, 2004). Meie oma katsetes
registreerisime uuritavad nditajad 15 pdeva peale siinergistlihase funktsiooni elimineerimist,
mis kujutab endast véljakujunenud kompensatoorse hiipertroofia faasi.

Tropomiiosiin  (TM) on madalamolekulaarne valk, mis on skeletilihastes
assotseerunud peene filamendi valkude kompleksi ning tdidab lihaskontraktsiooni seisukohalt
valdavalt sidestavat ja struktuurset rolli. Tropomiiosiin koosneb kahest subiihikust a-TM ja f3-
TM, mille osakaal sdltub uuritava lihase ehituslikest ja ainevahetuslikest omadustest (Perry,
2001). Meie eksperimendis eraldati TM subiihikud parema separatsiooni tagamiseks 12,5%
SDS-PAAG-il 3,5M wuurea lisamisega geeli. Oma katsetulemuste pdohjal leidsime, et
mojustamata skeletilihaste puhul on aeglases lihases (m. soleus) iilekaalus B-TM ja kiire
iseloomuga skeletilihase puhul o-TM subiihikud. Varasemalt on sarnast TM subiihikute
struktuurset lihaskiu spetsiifilist dominantsi demonstreeritud erinevate autorite poolt (Salviati
et al., 1982; 1983; Perry, 2001), kus saadud tulemused peegeldavad TM subiihikute sisaldust
iksikute lihaskiudude tasandil. Samal ajal nditavad kirjanduse andmed, et nii kontraktiilsete
kui ka regulatoorsete valkude sisaldus erinevates lihaskiu tiitipides vOib olla liigi- ja
lihasespetsiifiline (Bronson & Schachat, 1982; Schachat et al., 1985; Schevzov et al., 2005).

Funktsionaalse aktiivsuse moju skeletilihase morfoloogilistele ja metaboolsetele
karakteristikutele on wuuritud suuremal méédral 14bi muutuste kontraktiilsete valkude
ainevahetuses. Vihemal méiral on tdhelepanu pooratud liigutusliku aktiivsuse eripirade ja
regulatoorsete valkude kompleksi valkude tasandil toimuvatele kohanemisprotsessidele.

Skeletilihaskoe kohanemisreaktsioonide ja mehhanismide uurimiseks on mitmete autorite
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poolt kasutatud madal- v&i korgsageduslikku elektrilist stimulatsiooni, muutes sellega
spetsiifilistele motoorsetele {ihikutele iseloomulikku innervatsioonisagedust, millele
lihasvalgud omakorda vastavad muutustega geeniekspressiooni tasemel ning selle tulemusena
muutes oma iseloomulikku valgulist profiili. TM subiihikute puhul on leitud, et
madalsagedusliku  elektrostimulatsiooni tulemusena tousis kiires lihases B-TM sisaldus
(Schachat et al.,, 1985). Monedes hilisemates uuringutes on leitud, et madalsageduslik kiire
lihase stimuleerimine muutis kiill a-TM isovormide vahekorda, kuid mitte o/pf TM isovormide
suhet (Hartner et al, 1989). Meie oma eksperimentides leidsime, et viljakujunenud
kompensatoorse hiipertroofia tingimustes (15 pieva postoperatiivselt) tdusis f-TM subiihikute
sisaldus nii aeglase kui ka kiire iseloomuga skeletilihaste puhul. Uuritavate skeletilihaste
omavahelisel vordlusel niitasid meie tulemused, et aeglasemale subiihikute sisalduse
kompositsioonile viivad muutused olid monevorra ulatuslikumalt véljendunud kiire
iseloomuga lihase (m. plantaris) puhul. Sarnane kohanemisreaktsioonide suund (kiiremalt
aeglasemale) on uurijate poolt kinnitust leidnud kontraktiilsete valkude ja nende isovormide
tasandil tehtud uuringutes. Eriti ilmekalt demonstreerivad eeltoodud fenomeni eksperimendid
lihastel, milledes on esindatud koik peamised imetajate skeletilihastele iseloomulikud
kontraktiilse valgu miiosiini raskete ahelate (MyHC) isovormid (Pehme et al., 2004a; 2004b).
Erinevates uuringutes on uuritud ja selgitatud funktsionaalse aktiivsuse ja kontraktiilse
aparaadi vahelisi kohanemise seoseid. Samal ajal on pohjuslike seoste ja jarelduste tegemine,
tuginedes kontraktiilsete valkude tasandil toimuvatele protsessidele, viheinformatiivne. Viga
vihe on teada regulatoorsete valkude komponente siduva troponiin T (TnT) sisalduse
muutuste kohta erinevate funktsionaalsete seisundite puhul. Osa autoreid on arvamusel, et
MyHC ja TnT erinevate isovormide koosesinemise vahel on kooskdla ning muutused MyHC
isovormide sisalduses voivad esile kutsuda muutusi TnT isovormide sisalduses (Galler et al.,
1997; Perry, 1998; Pette, 1998). Imetajate skeletilihastes on kéesolevaks ajaks
identifitseeritud TnT neli kiiret (TnTg, TnTag, TnTsg, TnTye) ja kolm aeglast (TnTs, TnTys,
TnTjs;) isovormi. Meie oma eksperimentides uurisime funktsionaalse {ilekoormuse moju TnT
kiiretele isovormidele nii kiire kui aeglase iseloomuga lihases. Kasutades modifitseeritud ja
uurimisobjektile kohandatud elektroforeesi (12,5% SDS-PAAG, pikendatud eraldusaeg
valkude migratsiooni vdimaldamiseks) ning Western blottingut, identifitseerisime oma
katsetes kiire iseloomuga lihases (m. plantaris) kodik neli TnT kiiret ja aeglases lihases (m.
soleus) kolm kiiret TnT isovormi. Mdlema uuritud skeletilihase puhul oli TnT kiirete
isovormide sisaldus kodige kdrgem TnTy¢ puhul ja mOnevorra madalam oli teiste TnT kiirete
isovormide sisaldus. Siinergistlihase funktsionaalsuse elimineerimise tulemusena areneva

kompensatoorse hiipertroofia tingimustes muutus meie katsetulemuste pohjal vastavalt TnT
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kiirete isovormide proportsionaalne sisaldus molemas uuritavas lihases. Nii m. plantaris’e kui
m. soleuse’e puhul tousis TnT,¢ sisaldus ning samal ajal langes vastavalt TnTy sisaldus m.
plantaris’es ja TnTs; sisaldus m. soleus’es. Uuringutes on ndidatud kooskdla muutuste vahel
MyHC IIb ja TnTs ning MyHC Ila ja TnTyf isovormide vahel (Galler ef al., 1997). Pehme ja
kaasautorite (2004a; 2004b) poolt ndidatud MyHC Ila osakaalu suurenemine kompensatoorse
hiipertroofia tingimustes ning meiepoolsed tulemused Ilubavad spekuleerida vdimalike
tingimuslike seoste iile kontraktiilsete ja regulatoorsete valkude isovormide
koosekspresseerimise vahel. Kinnitust eeltoodule annavad meie katsete tulemused TM
subiihikute sisalduse muutuste tasandil. Kuna TnT roll lihaskontraktsiooni regulatsioonis on
teiste regulatoorsete valkude sidumises funktsionaalsesse kompleksi, siis vOib meie
katsetulemuste ja autorite poolt seniavaldatu pohjal esile tuua véimalikud {iksteist mdjutavad
seosed kontraktiilsete ja regulatoorsete valkude subiihikute ja isovormide vahel: MyHC Ila <
TnTye > B-TM ja MyHC 1Ib <> TnT4s <> o-TM.

Meie katsete tulemused niitasid, et skeletilihase regulatoorsete valkude kompleksi
subiihikute ja isovormide kompositsioon muutus tdiendava kroonilise koormuse rakendamisel
aeglasemaks, mis on kooskdlas nii lihasvalkude kui lihaskiutiitipide tasandil tehtud

uuringutega.
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JARELDUSED

Kéesolevas t00s saadud tulemuste pohjal saame teha jargnevad jéreldused:

1.

Viljakujunenud kompensatoorse hiipertroofia tingimustes langes o-TM sisaldus
mdlemas wuuritavas lihases ning [-TM tdusis nii  kiire kui aeglase

kokkutdombeiseloomuga skeletilihases.

Kiire kontraktsiooni-iseloomuga lihases tousis funktsionaalsest iilekoormusest
tingitud kompensatoorse hiipertroofia puhul TnT,r sisaldus ja langes TnTs¢

sisaldus.

Aeglase kontraktsiooni-iseloomuga lihases tdusis funktsionaalsest iilekoormusest
tingitud kompensatoorse hiipertroofia puhul TnT,r ja langes TnTs¢ isovormi

sisaldus.
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SUMMARY

Tropomyosin subunits and troponin T fast isoforms content in condition of

compensatory hypertrophy

Skeletal muscle can be highlighted through the high heterogeneity, consisting
structural and metabolic diversity, which leads to high plasticity, so that skeletal muscle cells
are capable to respond to functional activity specifities in a great extent. The state, that
reflects skeletal muscles good adaptability and is described as compensatory hypertrophy,
occurs in skeletal muscles where chronic overload can produce large increases in skeletal
muscle mass.

The aim of present study was to examine the changes in the protein content of
regulatory protein complex in the case of functional overloading in mammalian skeletal
muscles.

Adult male Wistar rats were used. Compensatory hypertrophy was caused by synergist
tenotomy. The m. soleus and m. plantaris were overloaded by unilateral removal of its
synergist the gastrocnemius muscle. Duration of functional overload was 15 days.

Tropomyosin subunits were separated by 12,5% SDS-PAGE, troponin T isoforms
were identified in immunochemical tehnique using Western blotting.

The results showed that functional overloading caused remarkable increase in weights
of both slow-twitch (m. soleus) and fast-twitch (m. plantaris) muscles.

As a result of chronic overloading the content of a-TM decreased and the content of [3-
TM increased in the both studied muscles.

Our results showed that in hypertrophic fast-twitch skeletal muscle (m. plantaris) the
content of TnT,¢ was higher and TnTsrwas lower compared to their respective controls. At the
same time in slow-twitch skeletal muscle (m. soleus) the content of TnT,¢ increased and the
TnTjs¢ decreased.

Previous and present data give us ground to speculate about the existence of relations
between MyHC and regulatory proteins (TM and TnT): MyHC Ila <> TnT,r <> B-TM and
MyHC IIb <> TnT4s <> o-TM.
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