SARKOPLASMAKALVOSTON CA2*-ATPAASIN
LAMPOTILANSIETO PUROTAIMENEN (SALMO TRUTTA
FARIO) SYDAMESSA

ELINA MIKKONEN

Pro gradu -tutkielma
Itd-Suomen yliopisto
Ympiristo- ja biotieteiden laitos
2018



ITA-SUOMEN YLIOPISTO

Ympiristo- ja biotieteiden laitos, biologia

MIKKONEN, ELINA: Sarkoplasmakalvoston Ca*"-ATPaasin limpétilansieto purotaimenen
(Salmo trutta fario) sydamessa

Pro gradu —tutkielma (40 op), 38 s., liitteitd 3.

Tammikuu 2018

Purotaimen (Salmo trutta fario) on kylmissé, virtaavissa vesissd eldvé varsinaisiin luukaloihin
(Teleostei) kuuluva kalalaji, joka sietdd vain suhteellisen pienid ympdriston ldmpotilan
vaihteluita. Ektotermisend lajina sen ruumiinldmpoétila vaihtelee ympériston lampdtilan
mukaan, miké puolestaan vaikuttaa sen fysiologiaan, kuten syddmen toimintaan.

Syddmen aktiopotentiaali saa aikaan kalsiumionien vapautumisen sytoplasmaan solun
ulkopuolelta. Témid aiheuttaa kalsiumionien vapautumisen sarkoplasmakalvostosta (SR).
Kalsiumionipitoisuuden nousu johtaa syddmen supistumiseen myofilamenttien liukuessa
toistensa lomaan. Relaksoitumisen edellytyksend on kalsiumionipitoisuuden pieneneminen
sytoplasmassa. Kalsiumioneja siirretdin sarkoplasmakalvostoon SR:n Ca**-ATPaasin avulla ja
solun ulkopuolelle esimerkiksi solukalvon Ca?*-ATPaasin avulla.

Timin Pro gradu -tutkielman tavoitteena oli selvittdd purotaimenen SR:n Ca**-ATPaasin
toimintaa ja sen merkitystd kalojen ldmpdtila-akklimaatiossa. Tutkimuksessa verrattiin kylmé-
ja limminakklimoitujen taimenten SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuutta ja limpétilariippuvuutta
(Qio-arvot). Erityisesti tarkasteltiin SR:n Ca?"-ATPaasin korkeiden limpétilojen sietoa.
Tarkoituksena oli pohtia, onko silld merkitystd purotaimenen akklimatisoitumisessa korkeisiin
lampétiloihin, kuten ilmastonmuutoksen aiheuttamaan vesien lampenemiseen.

Koe-eldimini oli kylmé- ja lamminakklimoituja (4 °C ja 12 °C) purotaimenia. Koesarjassa
1 SR:n Ca®"-ATPaasin aktiivisuutta mitattiin 15, 25, 35 ja 45 °C limpétiloissa ja koesarjassa 2
25, 30, 35 ja 40 °C lampotiloissa inkuboinnin aikana ATP:sta vapautuneen fosfaatin madrin
perusteella. Se mitattiin spektrofotometrilld 390 nm:n aallonpituudella. Mittaustuloksista
laskettiin aktiivisuudet ja aktiivisuuksista lampdtilariippuvuudet eri lampdétilavéleille.

SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuus nousi 35 °C:seen ja laski korkeammissa limpétiloissa
molemmissa koesarjoissa. Akklimaatioryhmien vililld oli merkitsevd ero korkeissa
lampdtiloissa koesarjassa 2. Qio-arvot arvot laskivat ldmpdtilan noustessa molemmissa
koesarjoissa. Kun ldmpétila oli alle 35 °C, Qio-arvo > 1 eli aktiivisuus kasvoi. Qio-arvo < 1
lampdtilan ollessa yli 35 °C eli aktiivisuus laski.

Tulosten mukaan SR:n Ca?’-ATPaasin aktiivisuus on ldmpétilariippuvaista ja
kylméakklimaatio lisési aktiivisuutta. Limpdtila-akklimaatiolla ei kuitenkaan ollut merkitysti
SR:n Ca?*-ATPaasin korkeiden limpétilojen siedolle, koska aktiivisuus laski yhtd paljon
molemmissa akklimaatioryhmissi korkeissa limpotiloissa. Tulosten mukaan SR:n Ca®'-
ATPaasin korkeiden ldmpdtilojen sieto ei ole purotaimenen korkeiden 1dmpdtilojen siedon tai
sen sopeutumisen kannalta rajoittavana tekijdnd, koska sen aktiivisuus on korkeimmillaan
lahelld 35 °C ja purotaimenen lampdtilansiedon ylédrajana pidetdan 22-25 °C.
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Brown trout (Salmo trutta fario) is teleost fish (Teleostei) of cold, flowing waters. They tolerate
only relatively small variations of ambient temperature. As an ectothermic species, body
temperature of brown trout varies according to the ambient temperature. Therefore, temperature
has a strong effect on their physiology, for example on cardiac function.

The action potential of the heart triggers an influx of calcium into the cytoplasm of cardiac
myocytes from the extracellular space. This calcium influx triggers a release of calcium from
the sarcoplasmic reticulum (SR), an intracellular calcium storage site of muscle cells. Increase
in cytoplasmic calcium concentration activates cardiac myofilaments to slide past each other,
which causes contraction of the heart muscle. Relaxation of cardiac contraction requires that
intracellular calcium concentration reverts back to its low diastolic level. This happens, when
calcium is pumped back into the SR via SR Ca**-ATPase and transported out of the cell by
sarcolemmal Ca**-ATPase and sodium-calcium exchanger.

The aim of my study was to examine the activity of the SR Ca**-ATPase and its significance
in temperature acclimation and thermal tolerance of brown trout. The study compared activity
and temperature-dependence of the SR Ca®*-ATPase in the cold- and warm-acclimated trout.
Specifically, the upper temperature tolerance of SR Ca**-ATPase was studied. The significance
of the temperature tolerance of SR Ca*"-ATPase during acclimatization to high temperatures
such as global warming was discussed.

SR Ca?*-ATPase activity of cold- and warm-acclimated (4 °C and 12 °C, respectively)
brown trout was measured at 15, 25, 35 and 45 °C (test series 1) and at 25, 30, 35 and 40 °C
(test series 2) based on the amount of phosphate released from ATP. The amount of phosphate
was measured with spectrophotometer at 390 nm wavelength. SR Ca?"-ATPase activity was
determined for each temperature and temperature-dependence of the ATPase activity (Qio
values) was calculated for different temperature ranges.

Activity of SR Ca?*-ATPase increased with increasing temperature up to 35 °C and
decreased at higher temperatures in both acclimation groups. There was a statistically
significant difference between the acclimation groups at temperatures of 30, 35, 40 °C in test
series 2. Q1o values decreased as temperature increased in both test series. At temperatures
below 35°C Q10> 1, i.e. activity increased with rising temperature. At temperature above 35 °C
Qi0< 1, this means that activity decreased.

According to the results, the activity of SR Ca®’-ATPase is temperature-dependent and
acclimation to cold increased the activity. However, the temperature acclimation did not affect
to the thermal tolerance of the SR Ca?*-ATPase because the activity decreased equally in both
acclimation groups at high temperatures. Results suggest that the upper temperature tolerance
of the SR Ca?"-ATPase is not a limiting factor for the upper temperature tolerance or
acclimatization to high temperatures of the brown trout because activity was highest at 35 °C
and upper thermal limit of the brown trout is about 22-25 °C.
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1 JOHDANTO

Varsinaiset luukalat (Teleostei) ovat muutamia poikkeuksia lukuun ottamatta ektotermisié eli
niiden elimiston ldmpotila vaihtelee ympariston lampdotilan mukaan (Campbell & Reece 2011
s. 909). Poikkeuksena téstd ovat esimerkiksi osittain endotermisen tonnikalat (7hunnus), joilla
on kyky ylldpitdd ympdriston ldmpoétilaa korkeampaa ruumiinldmp6d erikoistuneiden
lampovaihtimien avulla (Carey & Teal 1966). Ektotermisten lajien 1dmpotilansiedon mukaan
kalat luokitellaan steno-, meso- ja eurytermisiin lajeihin (Varley 1967, Hokanson 1977).
Stenotermiset lajit sietdvidt vain suhteellisen pienid ympdériston ldmpdtilan ja sitd kautta
ruumiinlimmon muutoksia. Mesotermiset lajit puolestaan sietdvit suurempaa ldmpotilan
vaihtelua ja eurytermisten lajien ldmpdétilan sietokyky on jo hyvin laaja. Varsinaisiin
luukaloihin kuuluva purotaimen (Salmo trutta fario) on stenoterminen eli se sietdd vain
suhteellisen pienid ldmpdtilanvaihteluita (Varley 1967). Sen ldmpdétilansiedon ylérajana
pidetidn noin 22-25 °C (Elliott & Elliott 2010). Lampdétilansiedon alaraja puolestaan on noin
0 °C. Purotaimen on taimenen (Salmo trutta) alalaji, joten se kuuluu taimenen tavoin lohien
(Salmonidae) heimoon. Se eldd nimensd mukaisesti kylmévetisissd virtaavissa vesissd, joissa
veden happipitoisuus korkea. Ilmastonmuutoksen aiheuttama vesien ldmpeneminen on
erityinen haaste stenotermiselle purotaimenelle, koska se ei siedd -elinympéristonsa
lampdatilanvaihteluiden aiheuttamia suuria muutoksia ruumiinldmpdtilassaan.

Lampdétilan nouseminen vdhentdd hapen liukoisuutta veteen, mikd puolestaan vihentda
hapen saatavuutta vedestd ja edelleen kiduksista kalan verenkiertoon siirtyvdan hapen mééraa
(Farrell 2009). Lisdksi lampoétilan nouseminen lisdd kalan kuluttaman hapen madrdd
kiithdyttamaélld aineenvaihdunnan nopeutta. Tdlloin myds syddmen lydntitiheys ja tyomaard
kasvavat. Vihentynyt hapen saatavuus heikentdd sydédmen toimintaa ja sitd kautta verenkiertoa
vaikuttaen ndin edelleen elimiston hapenkuljetukseen ja aiheuttaen mahdollisesti hapenpuutetta
(hypoksiaa) kudoksissa (Portner ym. 2004). Syddmen toiminnan on havaittu olevan keskeisessi
asemassa kalojen ldmpdtilansiedon kannalta. Syddmen ja sen toimintaan vaikuttavien
ionipumppujen, kuten SR:n Ca**-ATPaasin limpétilansiedon tutkiminen on tirkedd, jotta
saadaan tietoa siitd, mitkd tekijat tekevit syddmestd ldmpotilanvaihteluiden kannalta herkdn
elimen.

Syddmen supistumisrytmid ohjaa sinussolmuke, josta syddmen sidhkdinen &drsyke etenee
eteiseen ja kammioon (Irisawa 1978, Boyett ym. 2000). Syddmen toimintasykli eli
sydédnlihaksen supistumisen ja relaksoitumisen vuorottelu perustuu kalsiumionipitoisuuden

vaihteluihin sydédnlihassoluissa (Bers 2002). Sinussolmukkeesta alkunsa saanut sdhkdisen
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jannitteen muutos eli aktiopotentiaali saa aikaan kalsiumionipitoisuuden nousun sytoplasmassa,
mikd puolestaan johtaa kalsiumin vapautumiseen solunsisdisistd kalsiumvarastoista
sarkoplasmakalvostosta (SR) (Shiels & Galli 2014). Sytoplasman kalsiumionipitoisuuden
noususta seuraa sydinlihaksen supistuminen (systole) kalsiumionien saadessa aikaan lihassolun
myofilamenttien eli aktiini- ja myosiinisdikeiden liukumisen toistensa lomaan. Edelld kuvattua
prosessia kutsutaan syddmen &rsytys-supistus-kytkenndksi (Bers 2002). Sydénlihaksen
relaksoituminen (diastole) edellyttdd kalsiumionipitoisuuden pienenemistd, mikd tapahtuu
poistamalla kalsiumioneja sytoplasmasta takaisin sarkoplasmakalvostoon SR:n Ca**-ATPaasin
(SERCA) avulla seki solun ulkopuolelle muun muassa Na'/Ca?’-vaihtimen (NCX) avulla
(Shiels & Galli 2014).

Timin Pro gradu -tutkimuksen tarkoituksena on selvittés, onko purotaimenen SR:n Ca*'-
ATPaasin aktiivisuus ldmpdtilariippuvaista, ja onko kylmé- ja lamminakklimoitujen (4 °C ja
12 °C) taimenten SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuudessa eroja. Tutkimuksessa tarkastellaan SR:n
Ca’"-ATPaasin limpétilansietoa ja sen aktiivisuuden muuttumista eri limpétiloissa. Liséksi
pohditaan, onko SR:n Ca?"-ATPaasin limpétilansiedolla mahdollisesti merkitysti
purotaimenen sopeutumisessa korkeisiin ldmpdtiloithin ja sitd kautta ilmastonmuutoksen
aiheuttamaan vesistdjen limpenemiseen. SR:n Ca’*-ATPaasin toimintaa ja fysiologista
merkitystd on aikaisemmin tutkittu muun muassa tonnikaloilla (Thunnus) (mm. Landeira-
Fernandez ym. 2004, Castilho ym. 2007, Landeira-Fernandez ym. 2012) ja jonkin verran myds
esimerkiksi lohikaloihin kuuluvilla kirjolohilla (Oncorhynchus mykiss) (mm. Aho & Vornanen

1998, Da Silva ym. 2011).

1.1 Luukalan verenkierto ja sydimen rakenne

Luukaloilla on suljettu verenkiertoelimistd, joka koostuu sydédmesti, kidusten verenkierrosta ja
systeemisestd eli muun elimiston verenkierrosta (Farrell & Pieperhoff 2011). Nisdkkaista
poiketen luukaloilla on yksinkertainen verenkierto (Campbell & Reece 2011 s. 946). Se
tarkoittaa, ettd veri kulkee kidusten ja systeemisen verenkierron ldpi samalla syddmen
pumppaustyolld kdyméttd niiden vélissd uudestaan syddmessd. Syddmen supistuminen saa
aikaan verenkierron verenpaineen, jonka avulla veri virtaa verenkiertoelimistossd (Ekstrom
2017).

Kalan syddn koostuu neljésté osasta, jotka ovat sinus venosus eli laskimolaajennus, eteinen,
kammio ja bulbus arteriosus eli valtimokeko (kuva 1) (Randall 1968). Eteinen ja kammio ovat

syddmen supistuvia rakenteita ja ne koostuvat suurimmalta osalta sydédnlihaskudoksesta
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(Ekstrom 2017). Syddmen eri osien vélissd olevat lapit estdvét verta virtaamasta taaksepdin
verenpaineen vaihdellessa syddmen osien vililld. Védhdhappinen laskimoveri tulee eteiseen
laskimolaajennuksen kautta (Randall 1968). Eteisen supistuessa veri virtaa kammioon ja lopulta
valtimokeon kautta pois syddmestd ventraaliseen eli vatsanpuoleiseen aorttaan. Valtimokeko
on elastinen sidekudoksesta muodostunut rakenne, jonka tehtidviné on toimia veren varastona
ja verenpaineen tasaajana ennen veren virtaamista eteenpidin ventraaliseen aorttaan (Bone &
Moore 2008). Se venyy, kun kammio pumppaa verta varastoiden tdlld tavalla syddmen
lyontienergiaa. Venytystilan purkautuminen mahdollistaa veren tasaisen virtauksen kohti
kiduksia, mikd on tirkedd johtuen kidusten hauraista hiussuonista (Icardo 2012). Syddmen
jalkeen veri virtaa valtimoiden kautta kidusten verenkiertoon, josta puolestaan hapekas
valtimoveri virtaa dorsaalisen eli seldnpuoleisen aortan kautta systeemiseen verenkiertoon

kuljettaen muun muassa happea elimiston kéytettavéiksi (Olson 2011).

)

——— Sinus vencsus

-\{Laskimulaaiennus]

Bulbus anteriosus
(Valtimokeko)

Kuva 1. Luukalan sydidmen rakenne (mukaillen Randall 1968). Veri virtaa syddmeen
laskimolaajennuksen kautta ja siitd eteenpdin eteisen kautta kammioon. Kammiosta veri etenee
valtimokeon kautta ventraaliseen aorttaan kohti kiduksia.

Lohikaloilla (Salmoniformes) kammio koostuu huokoisesta (spongy myocardium) ja
titviistd sydédnlihaskudoksesta (compact myocardium) (Pieperhoff ym. 2009). Tiivis
sydinlihaskudos muodostaa kammion uloimman kerroksen ja huokoinen sydinlihaskudos
puolestaan kammion sisemmaén kerroksen (Santer & Walker 1980). Tiiviin kerroksen paksuus
vaihtelee kalalajien vélilld riippuen esimerkiksi kalalajin aktiivisuudesta (Pieperhoff ym. 2009).

Nopeasti litkkuvilla ja hyvin aktiivisilla lajeilla, kuten tonnikaloilla ja kirjolohella, tiivis
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sydinlihaskudoskerros on paksumpi verrattuna passiivisiin ja hitaasti litkkuviin lajeihin.
Tiivistd syddnlihaskudosta esiintyy kalalajeilla, joilla on kammioon yhdistyva hyvin kehittynyt
sepelvaltimoverenkierto (Farrell & Pieperhoff 2011). Sen tarkoituksena on kuljettaa happea
sydénlihaksen kéytettdvéksi.

1.2 Sydédmen toiminta

Syddmen toimintasykliin kuuluu diastolinen ja systolinen vaihe (Bone & Moore 2008).
Systolisessa vaiheessa kammio supistuu eli veri pumpataan kammiosta eteenpiin. Diastolisessa
vaiheessa kammio on puolestaan lepotilassa, minkd vuoksi se tdyttyy verelld. Kaloilla, kuten
my0s nisdkkailld, eteinen supistuu nopeasti verrattuna kammion supistumiseen (Aho &
Vornanen 1999). Lisdksi on havaittu, ettd kammion tdyttyminen on kaksivaiheinen prosessi
(Lai ym. 1998). Se tayttyy osittain verelld jo ennen eteisen supistumista laskimoverenpaineen
vaikutuksesta ja eteisen supistuminen tayttia lopulta jiljelle jadvén tilavuuden.

Sydédmen supistumisessa keskeisessd asemassa on syddmen tahdistinsoluista koostuva
sinussolmuke (Irisawa 1978, Boyett ym. 2000). Tahdistinsoluissa syntyvét sdhkoiset signaalit
(aktiopotentiaalit) méddrddvat sydamen rytmin. Aktiopotentiaalien kulkiessa eteisen ja kammion
lapi, ne aiheuttavat kalsiumionien vapautumisen sydénlihassolujen sytoplasmaan solujen
ulkopuolelta L-tyypin kalsiumkanavien (LTCC) ja NCX:n kautta (Bers 2002, Shiels & Galli
2014) (Kuva 2). Nopea kalsiumionipitoisuuden kasvu sytoplasmassa saa aikaan kalsiumionien
vapautumisen sydédnlihassolun SR:sta ryanodiinireseptorien (RyR) kautta, miké edelleen nostaa
solunsisdistd kalsiumionipitoisuutta (Shiels & Galli 2014). Tatd kutsutaan kalsiumin
indusoimaksi kalsiumin vapauttamiseksi (CIRC; Calcium-induced calcium release).
Kalsiumioneja tulee soluun siis seké solun ulkopuolelta ettd solun sisdltd SR:sta. Sytoplasman
kalsiumionipitoisuuden kasvu johtaa siihen, ettd kalsiumioneja sitoutuu myofilamenttien
troponiini C:hen (Bers 2002). Tami aiheuttaa myofilamenttien eli aktiini-myosiini-sdikeiden
liukumisen toistensa lomaan eli sydinlihaksen supistumiseen.

Sydénlihaksen relaksoitumisen edellytyksend on erilaisten ATP:ta energianaan kéyttdvien
ionisiirtdjien ja -vaihtimien kautta tapahtuva ionien takaisinsiirto solun ulkopuolelle ja SR:oon
(Bers 2000, Shiels & Galli 2014). SR:n CA?*-ATPaasin avulla kalsiumioneja siirretiiin takaisin
SR:oon ja solukalvon NCX:n sekii solukalvon Ca®"-ATPaasin avulla takaisin solun
ulkopuolelle. Lisdksi kalsiumia poistetaan sytoplasmasta mitokondrioihin niiden

kalsiumionipumppujen avulla (Bers 2002).
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Kuva 2. Ektotermisen eldimen sydédnlihassolussa tapahtuvan kalsiumionipitoisuuden
muutoksen aiheuttama sydinlihaksen supistuminen ja relaksoituminen (mukaillen Shiels &
Galli 2014). SR = sarkoplasmakalvosto, Sarkolemma = lihassolun solukalvon, LTCC = L-
tyypin kalsium kanava, NCX = Natrium-kalsium vaihdin, RyR = Ryanodiinireseptori, SERCA2
= Sarkoplasmakalvoston Ca?*-ATPaasi, PLB = phospholambaani.

1.3 Sydinlihassolujen sarkoplasmakalvosto ja sarkoplasmakalvoston Ca**-ATPaasi

SR on erikoistunutta endoplasmakalvostoa, jota esiintyy erityisesti lihassoluissa, mutta myos
muissa soluissa (Galli 2011). Sen kalvorakenteissa on kalsiumkanavia (RyR) ja Ca?'-
ATPaaseja (SERCA). SR toimii solunsisdisend kalsiumionivarastona vapauttaen kalsiumia
sytoplasmaan kalsiumkanavien eli ryanodiinireseptorien (RyR) kautta ja poistaen niitd
sytoplasmasta Ca?"-ATPaasin avulla (Galli & Shiels 2012). Luukaloilla SR voi esiintyi solussa
itsendisend kalvostona ldhelld solun keskustaa (nonjuctional SR) tai liittyneend muihin
kalvorakenteisiin, kuten solukalvoon (junctional SR) (Di Maio & Block 2008). Nisdkkdiden
soluissa SR esiintyy esimerkiksi liittyneend T-putkiin, jotka ovat solukalvon solun sisdén
tyontyvid ulokkeita (Tirri ym. 2001). Ne mahdollistavat aktiopotentiaalin kulkeutumisen léhelle
SR:a ja solukalvon L-tyypin kalsiumkanavien ldheisen sijainnin suhteessa SR:n
ryanodiinireseptoreita, mikd puolestaan mahdollistaa tehokkaan kalsiumionien vapautumisen
SR:sta. Kalojen lihassoluissa ei ole T-putkia ja niiden SR on vihemman kehittynyttd verrattuna

nisdkkdisiin (Santer 1974).



P-tyypin ATPaaseihin kuuluvat SR:n Ca**-ATPaasit ovat proteiineja, joita esiintyy timin
hetkisen tiedon mukaan kaikissa eldvissd organismeissa (Periasamy & Kalyanasundaram
2007). Kaloilla Ca?>*-ATPaaseja koodaavia geeneji ja niiden méiirdd ei vield tiysin tunneta
(Korajoki & Vornanen 2012). Oletuksena kuitenkin on, etti koodaavat geenit ja niiden
tuotteena syntyneet Ca>-ATPaasit ovat monimutkaisempia luukaloilla verrattuna nisikkiisiin
johtuen noin 350 miljoonaa vuotta sitten tapahtuneesta luukalojen genomin kahdentumisesta
(duplikaatiosta) (Taylor ym. 2001, Volff 2005).

Nisikkiilld on 16ydetty kolme eri geenid, jotka koodaavat eri Ca**-ATPaaseja (Wu & Lytton
1993). SERCAIl-tyypin kalsiumpumput sijaitsevat erityisesti nopeissa luustolihassoluissa.
SERCA2-tyypin kalsiumpumput puolestaan sijaitsevat paddosin sydénlihassoluissa seka hitaissa
luustolihassoluissa. SERCA3-tyypin pumput sijaitsevat lihassolujen lisdksi myds muissa
soluissa. Lisdksi jokaisesta tyypistd on eri isomuotoja, jotka saavat alkunsa ldhetti-RNA:n
vaihtoehtoisen silmukoinnin kautta. Erityisesti SERCA2a-isomuodon on havaittu olevan
sydinlihassoluissa keskeinen SR:n Ca**-ATPaasi.

SR:n Ca**-ATPaasi kiiyttid energiakseen ATP:ta (Periasamy & Kalyanasundaram 2007).
Yhden ATP:n hydrolyysissa vapautuneen energian avulla SR:n Ca®*-ATPaasi siirtid kaksi
kalsiumionia SR:oon. Sydinlihassolujen SR:n CA?*'-ATPaasin toimintaa siitelevit
lihassolussa phospholambaani (PLB) ja sarkolipiini (SLN), jotka vaikuttavat siihen, kuinka
hanakasti kalsium sitoutuu Ca?*-ATPaasiin (Kim ym. 1990).

Ryanodiinireseptorit (RyR) ovat SR:ssa sijaitsevia kalsiumin vapauttamiseen erikoistuneita
kalsiumionikanavia, jotka aktivoituvat sytoplasman kalsiumionipitoisuuden kasvaessa
vapauttaen kalsiumioneja SR:sta (Williams ym. 2010). Niitd on ldydetty kolme muotoa:
ryanodiinireseptorit 1-3, joista ryanodiinireseptori 2 (RyR2) ilmentyy sydénlihassoluissa.
Nisdkkdillda SR:n ja sitd kautta ryanodiinireseptorien merkitys on suurempi lihaksen
supistumiseen johtavassa sytoplasman kalsiumionipitoisuuden nousussa verrattuna
ektotermisiin kaloihin (Shiels & Galli 2014). Lampdétila-akklimaatiolla ei ole havaittu olevan

vaikutusta ryanodiinireseptorin ilmentymiseen kalan sydénlihassolussa (Birkedal ym. 2009).

1.4 Sarkoplasmakalvoston kalsiumvaraston ja Ca?*-ATPaasin merkitys

Useiden tutkimuksien mukaan SR:n kalsiumin merkitys on lihassolun ulkoisen kalsiumin
merkitystd pienempi syddnlihaksen supistumisessa ektotermisilld luukaloilla (Keen ym. 1994,
Shiels & Farrell 1997, Aho & Vornanen 1998, Hove-Madsen ym. 1999). Endotermisilld

selkdrankaisilla, kuten nisdkkailld, SR:sta vapautuvan kalsiumin merkityksen on puolestaan
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havaittu olevan lihassolun ulkoisen kalsiumin merkitystd suurempi supistumisen
kdynnistymisessd (Bassani ym. 1994).

SR:n merkitystd on tutkittu muun muassa tarkastelemalla SR:n ryanodiinireseptorien
toimintaa hyodyntdmaélla ryanodiinin inhiboivaa vaikutusta. Ryanodiini on kasvialkaloidi, joka
vaikuttaa kalsiumin vapautumiseen SR:sta (Sutko & Kenyon 1983). Sen avulla pystytdén
selvittimiédn SR:n sisdisen kalsiumin merkitystd inhiboimalla kalsiumia vapauttavat
ryanodiinireseptorit ja tarkastelemalla timén jélkeen syddnlihaksen supistumista. Jos SR:n
sisdisen kalsiumin merkitys eldinlajilla on suuri, saa kalsiumin vapautumisen estiminen aikaan
suurempia ongelmia syddmen supistumisessa verrattuna eldinlajiin, jolla SR:n sisdisen
kalsiumin merkitys on vihdinen.

Eri selkdrankaisryhmien vilisten erojen lisdksi eri luukalalajien vililld on havaittu eroja
SR:n kalsiumin merkityksessd. Tutkimuksien mukaan ryanodiinilla ei ole vaikutusta syddmen
supistumiseen ruutanalla (Carassius carassius) tai turskalla (Gadus morhua), kun puolestaan
kirjolohilla (Oncorhynchus mykiss) ryanodiini vaikuttaa sydimen supistumiseen heikentden
syddmen toimintaa, koska se esti supistumisen kannalta riittdvin kalsiumionien vapautumisen
SR:sta (Driedzig & Gesser 1988, Vornanen 1996, Aho & Vornanen 1998). Esimerkiksi Shiels
ja Farrell (1997) havaitsivat tutkimuksessaan, ettd kirjolohella ryanodiini heikentdd syddmen
toimintaa vaikuttamalla syddmen supistumistiheyteen. Tdmén vuoksi voidaan olettaa, ettd
kylméssd aktiivisilla kirjolohilla SR:n sisdiselld kalsiumilla on tdrked merkitys syddmen
arsytys-supistus-kytkennéssi ja sitd kautta syddmen supistumisessa.

SR:n sisdisen kalsiumin merkitykseen sydénlihaksen supistumisessa vaikuttaa lajien vélisten
erojen lisiksi myds moni muu tekiji (Galli & Shiels 2012). SR:n Ca*'-ATPaasin avulla
tapahtuvan kalsiumin sisddnoton on muun muassa havaittu olevan suurempaa eteisen
lihassoluissa verrattuna kammion lihassoluihin ja kylm&akklimoiduilla suurempi verrattuna
lamminakklimoituihin kaloihin (Aho & Vornanen 1999). Myds Shiels ja Farrell (1997)
havaitsivat tutkimuksessaan, ettd ldmpiméddn (22 °C) akklimoituneilla kirjolohilla SR:n
kalsiumin merkitys on suurempi verrattuna kylméain (12 °C) akklimoituneilla kirjolohilla.
Lisdksi tutkittaessa SR:n merkitystd rotilla on havaittu, ettd se on suurempi tiysikasvuisilla
verrattuna vastasyntyneisiin rottiin johtuen vastasyntyneen rotan heikosti kehittyneestd SR:sta
(Aho & Vornanen 1998, Fabiato 1982).

SR:n Ca’"-ATPaasin merkitykseen vaikuttaa se, kuinka tirkeitdi SR:sta vapautuvat
kalsiumionit ovat tietyn lajin syddmen supistumiselle. Nisdkkiistd esimerkiksi rotan kammion
lihassolussa SR:oon siirrettiin SR:n Ca?*-ATPaasin avulla yli 90 % sytoplasman kalsiumista

(Bassani ym. 1994). Kanilla vastaava osuus oli puolestaan noin 70 %. Luukaloilla osuuden on
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arvioitu olevan huomattavasti tdtd vdhdisempi (Aho & Vornanen 1998). Lisdksi SR:sta
vapautuvan kalsiumin merkityksessd on suuria eroja kalalajista riippuen. Kuitenkin kalojen
SR:ssd olevan kalsiumin midrd nayttdd olevan poikkeuksellisen suuri siitd vapautuvan
kalsiumin merkitykseen nédhden (Shiels & Galli 2014). Syitéd suurelle kalsiumionipitoisuudelle
ei kuitenkaan vield tunneta. Suuren kalsiumionipitoisuuden mahdollistaa SR:ssa esiintyvét
molekyylit, kuten kalsekvestriini, joka sitoo itseensd kalsiumioneja (Gyorke & Terentyev

2008). Tamin vuoksi vapaan kalsiumin mééra SR:ssa pysyy suhteellisen alhaisena.

1.5 Kalojen ldmpdtilansieto ja syddmen lampotila-akklimatisaatio

Kalojen lampétilansietoa on tutkittu laajalti, mutta téstd huolimatta ei olla tdysin tietoisia siitd,
mitkd ovat tirkeimmat tekijat lampotilansiedon taustalla (Ekstrdom 2017). Syddmen toiminnan
oletetaan kuitenkin olevan tirkedssd osassa, koska ldmpoétilan nousemisen on havaittu
vaikuttavan veden happipitoisuuteen ja sitd kautta syddmen toimintaan vaikuttaen edelleen
hapen kuljetukseen elimistdssd (Portner ym. 2004, Farrell 2009). Ektotermisilld lajeilla, joilla
ympériston ldmpotila vaikuttaa suoraan ruumiinldmpdtilaan, havaitaan usein muutoksia
esimerkiksi syddmen lyoOntitiheydessd ympériston ldmpotilan muuttuessa (Farrell 2009).
Lisdksi ldmpdotila-akklimaation on havaittu vaikuttavan syddmen kokoon, erityisesti kammion
lihaskerroksen paksuuteen (Klaiman ym. 2011). Liian korkea tai liian matala ldmpdtila
atheuttaa kuitenkin ongelmia kalan syddmen toiminnalle. Syddmen toiminnan heikkenemisesta
johtuva verenkierron heikkeneminen puolestaan johtaa ongelmiin elimistolle vélttimattomén
hapen ja ravinteiden sekd kuona-aineiden kuljetuksessa (Portner ym. 2004, Farrell 2009).
Ongelmien ilmenemislampdtila ja laajuus riippuvat lajikohtaisesti siitd lampdtilan vaihtelun
laajuudesta, jota laji sietdd. Lisdksi kalan kehitysvaihe vaikuttaa niiden lampdtilansietoon.
Herkimpié lampdétilanvaihteluille ovat kalojen aikaiset kehitysvaiheet, kuten niiden matimunat
(Elliott &Elliott 2010).

Vedessi eldvilld elioilld lampotilansiedon alarajana pidetéén veden jadtymispistettd eli 0 °C
(Reynolds & Casterlin 1980). Suolaisen meriveden jadtymispiste voi kuitenkin olla 0 °C:n
alapuolella, mikd aiheuttaa ongelmia elididen selviytymiselle. Jotkin elidt selvidvit alle 0
asteisessa vedessd, koske niiden elimistdssd on jadtymistd estdvid yhdisteitd. Useimmilla
lajeilla alaraja on kuitenkin hiukan 0 °C yldpuolella, kuten purotaimenella 0-0,7 °C (Reynolds
& Cesterlin 1980, Elliott & Elliott 2010). Trooppisilla lajeilla alaraja voi olla jopa 10 °C
(Reynolds & Cesterlin 1980).



Lampdotilansiedon yldraja on alarajaa huomattavasti laajempi, koska joidenkin elidlajien on
havaittu selvidvdn hyvinkin kuumissa olosuhteissa (Reynolds & Casterlin 1980). Elidistd
suurimmalla osalla proteiinien denaturoituminen tapahtuu kuitenkin huomattavasti
alhaisimmissa lampotiloissa, minkd vuoksi niiden korkeiden ldmpétilojen sieto on
huomattavasti alhaisempi. Selkdrankaisilla on havaittu useita fysiologisten toimintojen
ongelmia, jotka ilmenevit jo alhaisemmissa ldmpdétiloissa kuin proteiinien denaturoituminen.
Esimerkiksi kaloilla ldmpdtilansiedon yldrajana pidetdédn lajista riippuvaista ldmpotilaa, jossa
ilmenee ongelmia syddmen toiminnassa ja sitd kautta hapekkaan veren kuljettamisessa
kudoksille (Portner ym. 2004). Lohikaloilla 1dmpétilansiedon yldrajana pidetdén 22-28 °C
lampotilaa (Vornanen ym. 2014). Purotaimenella yldrajana on noin 22-25 °C (Elliott & Elliott
2010).

Akklimatisaatio eli luonnossa tapahtuva muuttuvien olosuhteiden aiheuttama eldimen
rakenteiden tai fysiologisten toimintojen muuttuminen on tirkedd, jotta kala pystyy
kompensoimaan ympériston olosuhteiden muutoksien aiheuttamat epdedulliset vaikutukset
elimistossddn (Tirri ym. 2001, Bennett 1985). Esimerkiksi kaloilla syddmen akklimatisaation
on havaittu olevan yhteni edellytyksend niiden sopeutumisessa vaihteleviin olosuhteisiin, kuten
lampétilan vaihteluihin (Gamperl & Farrell 2004). Ympériston ldmpdtilan muuttumisen sietoon
vaikuttaa se, kuinka nopeasti muutos tapahtuu ja minkd kokoinen muutos on kyseessid. Monet
kalalajit eldvdt maantieteellisesti alueilla, joilla esiintyy suuria kausittaisia vaihteluita
vesistojen lampotilassa, minkd vuoksi kaloilla taytyy olla kyky akklimatisoitua ennakoitaviin
ja hitaisiin ympdriston lampdtilan ja sitd kautta ruumiinlampdétilan muutoksiin (Vornanen ym.
2002). Kalojen liitkkuminen vesistdjen eri ldmpotilakerrostumissa eli termokliineissd voi
kuitenkin muuttaa nopeastikin niiden ruumiinldmpdd. Jos ympériston ldmpdtilassa tapahtuu
suuri muutos nopeasti, siitd atheutuvat ongelmat kalan fysiologiassa voivat olla liian suuria sen
selviytymisen kannalta. Vaikka kalan lampdtilansieto olisikin suhteellisen laaja, se ei
vilttaméttd ehdi akklimatisoitua nopeasti muuttuviin olosuhteisiin. Tdémé johtaa elimiston
toimintahdiridihin. Jos kala ei pddse siirtymddn viileampédin ympéristoon, se lopulta kuolee
liian korkeassa lampotilassa.

Termilld akklimoituminen tarkoitetaan puolestaan laboratorio-olosuhteissa tapahtuvaa
fysiologista sopeutumista tietyn tekijdn, kuten lampdtilan, muutokseen (Tirri ym. 2001).
Kylmaéssd aktiivisella kirjolohella syddmen akklimoitumisen kylmididn on havaittu johtavan
syddmen kammion kasvuun ja siitd johtuvaan syddmen toiminnan tehostumiseen (Graham &
Farrell 1989). Syddmen toiminnan muuttuminen on tirkeéa, jotta kala pystyy kompensoimaan

lampdtilan laskun aiheuttamat vaikutukset syddamen toiminnalle ja pysymddn ndin aktiivisena
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huolimatta alhaisista lampdtiloista. Kylmalld kaudella inaktiivisella ruutanalla (Carassius
carassius) puolestaan kylmiakklimoitumisen on havaittu hidastavan syddmen toimintaa
laskemalla syketiheyttd ja pidentimélld supistumisaikaa, mikd voidaan selittdd tarpeella
viahentdd energiankulutusta kylmén kauden hapettomassa elinympéristossd (Matikainen &
Vornanen 1992). Syddmen rakenteiden akklimoitumisesta esimerkkind on myds tiiviin
sydénlihasolukerroksen paksuus, joka voi muuttua kalan akklimoituessa erilaisiin limp6tiloihin
(Klaiman ym. 2011). Kirjolohilla kylmaakklimoitumisen on havaittu ohentavan tiiviin
kerroksen paksuutta ja vastaavasti lisddvdn hohkaisen kerroksen paksuutta. Limpimééin
akklimoituminen puolestaan ndyttda lisddvan tiiviin lihassolukerroksen paksuutta.
Ilmastonmuutoksen aiheuttama vesistdjen lampeneminen johtaa usein siihen, ettd kalalaji
siirtyy ldmpdotilansietonsa mukaan viiledmmille alueille kohti maapalon napoja tai
vaihtoehtoisesti korkeammille alueille (Lassalle & Rochard 2009). Purotaimenet eldvét
virtaavissa vesissé vaeltamatta vililld avoimempiin vesiin, kuten jérviin ja meriin. Virtaavissa
vesissd eldvien lajien levittdytyminen viiledimmille alueille ei siis ole usein mahdollista, koska
niiden elinympdiristd rajoittuu maantieteellisesti vesistdjen verkostojen mukaisesti (Buisson
ym. 2008). Tidstd syystd vesien ldmpeneminen on erityisen suuri riski purotaimenen
selviytymiselle. Koska laji sietdd vain suhteellisen pienid ldmpotilanvaihteluita ja sen
siirtyminen viileimmille alueille on hankalaa, sille sopivien elinympéristdjen miird on

vaarassa vdhentyd ilmastonmuutoksen edetessé.

1.6 Sarkoplasmakalvoston Ca**-ATPaasin merkitys tonnikaloilla (Thunnus)

Valtaosa tonnikaloista (Thunnus) poikkeaa fysiologialtaan ektotermisisté kaloista, koska niiden
elimistd kykenee ylldpitdmédn ympériston ldmpotilaa korkeampaa ldmpdtilaa lihaksissa,
sisdelimissd, aivoissa ja silmissd varastoimalla aineenvaihdunnasta syntyvdd ldmpda
verenkierron erikoistuneilla ldmpodvaihtimilla (Carey & Teal 1966). Ruumiinlimmon
ylldpitdminen ympdriston ldmpotilaa korkeammalla tasolla mahdollistaa monien elimiston
toimintojen, kuten ruuansulatuksen, hermoimpulssien kulun ja lihaksiston toiminnan
nopeamman tason. Téamid puolestaan selittdd tonnikaloilla esiintyvin korkean
metabolianopeuden, aktiivisuuden sekd kyvyn liikkua nopeasti huolimatta ympériston
lampdtilan vaihtelusta. Tonnikaloilla kiduksista syddmeen virtaavan veren lampdtila vastaa
kuitenkin ympériston ldmpotilaa ja syddmen supistuminen tapahtuu ympériston ldmpotilassa
(Carey ym. 1984). Tonnikalat ovat siis vain osittain endotermisia. Kyky sdddelld elimiston

lampdtilaa mahdollistaa tonnikalalajien levittdytymisen laajemmille alueille. Koska syddmen
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toimintaympdriston ldmpdétila vastaa kuitenkin ympariston 1dmpdtilaa, on mahdollista, ettid
tonnikalojen ldmpotilojen sietoa rajoittaa erityisesti syddmen toiminnan asettamat rajoitukset
lampdtilan muuttuessa (Shiels ym. 2011). Tonnikalat uivat meriveden eri ldmpotilakerroksissa
sekd kohtaavat sekd kylmié ettd lampimid merivirtoja, joten niiden tulee sietdd melko laajoja ja
nopeita lampotilan muutoksia (Carey ym. 1971).

Tonnikaloilla, kuten my6s monilla muilla kaloilla, nopea 1dmpdétilan kylmeneminen rajoittaa
kalsiumionien kiertoa lihassoluissa aiheuttaen ongelmia syddmen toiminnassa, mutta kylmééan
elinympdristoon akklimatisoitumisen jélkeen kalsiumionien kierto mukautuu muuttuviin
olosuhteisiin lisddmélld esimerkiksi SR:n kalsiumin merkitystd (Shiels ym. 2011).
Sinievitonnikalalla (Thunnus orientalis) SR:n ja sytoplasman vélisen kalsiumionien kierron
tehostumisen on havaittu olevan elintirked etenkin akklimatisaatiossa kylmiin olosuhteisiin.
SR:n kalsiumkierron tehostumisen arvellaankin olevan yksi tdrkeimmistd keinoista, joilla ne
kykenevit akklimatisoitumaan lampotilan muutoksiin, etenkin ldmpoétilan kylmenemiseen.
Shiels (2011) havaitsi tutkimusryhmineen, ettd sinievitonnikalan syddmen sydéinlihassolujen
SR:n méérd oli suurempi kylméakklimoiduilla verrattuna lamminakklimoituihin yksilihin.
SR:n médrdn lisddntyminen ja kalsiumin siirron tehostuminen ovat keinoja kompensoida
kylmén ympériston aitheuttamat muutokset syddmen toiminnassa. Vaikka kylméaakklimaatio
ndyttdd tehostavan SR:n toimintaa osana kalsiumionien kiertoa, ei vield tiedetd tdysin, misté
tehostuminen varsinaisesti johtuu (Shiels ym. 2011). Mahdollisia syitd SR:n toiminnan
tehostumiseen voisi olla esimerkiksi SR:n miirén lisifintyminen, SR:n Ca?’-ATPaasin
aktiivisuuden lisddntyminen, ryanodiinireseptorien aktiivisuuden lisddntyminen, muutokset
niitd sditelevissd proteiineissa tai muutokset SR:n sisdisen kalsiumin maaréssa.

Tonnikalojen sydimen SR:n Ca’*'-ATPaasin aktiivisuutta eri limpétiloissa on tutkittu
useissa tutkimuksissa (Landeira-Fernandez ym. 2004, Castilho ym. 2007, Landeira-Fernandez
ym. 2012). Tutkimuksissa on havaittu, ettii tonnikalojen SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuus on
riippuvainen ldmpdtilasta. Aktiivisuus laskee ldmpdtilan laskiessa, minkd oletetaan olevan
syynd matalissa ldmpdétiloissa ilmenevélld syddmen kammion relaksoitumisen hidastumiselle
ja sen aiheuttamille ongelmille syddmen toiminnassa. Eri tonnikalalajien vélilli on myds
havaittu eroja kylmien limpdtilojen siedossa, jonka arvellaan johtuvan ainakin osittain SR:n

Ca?"-ATPaasin mairillisisti eroista eri lajeilla (Landeira-Fernandez ym. 2004).
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2 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET JA HYPOTEESIT

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvitt4i purotaimenen (Salmo trutta fario) SR:n Ca**-ATPaasin
toimintaa ja sen fysiologista merkitystd kalojen sopeutumisessa eri ldmpdtiloihin.
Tutkimuksessa tarkasteltiin SR:n Ca?*-ATPaasin aktiivisuuden ldmpétilariippuvuutta ja
limpétila-akklimaation vaikutusta aktiivisuuteen. Erityisesti tarkastelun kohteena oli Ca**-
ATPaasin korkeiden limpétilojen sieto seki erot eri liimpétiloihin akklimoitujen kalojen Ca?'-
ATPaasin aktiivisuudessa. Tutkimuskysymykset olivat: (1) Onko sydimen SR:n Ca'-
ATPaasin ldmpotilansiedolla merkitystd purotaimenen akklimoitumisessa korkeisiin
limpétiloihin ja (2) onko SR:n Ca?*-ATPaasilla merkitystd purotaimenen kyvyssd sietdi
ilmastonmuutoksen aiheuttamaa vesien ldmpenemista.

Tutkimuksessa oli kolme hypoteesia: H1: SR:n Ca®"-ATPaasin aktiivisuus on korkeampi
kylmaakklimoituneilla taimenilla verrattuna ldmminakklimoituihin taimeniin, H2:
Kylmiakklimoitujen taimenten SR:n Ca**-ATPaasin korkeiden ldmpétilojen sieto on
huonompi kuin l&mminakklimoitujen taimenten, H3: Kylmén stenotermisilld purotaimenilla

SR:n Ca?*-ATPaasin korkeiden limpétilojen sieto on huonompi kuin tonnikaloilla.

3 AINEISTO JA MENETELMAT
3.1 Koe-eldimet

Tutkimuksen koe-eldimina oli kahteen eri [dmpotilaan akklimoituja (4°C ja 12°C) purotaimenia
(149,5+7,34g, n=20, liite 2). Taimenet akklimoitiin Itd-Suomen yliopiston Joensuun
kampuksen tiloissa kahdessa erillisessd kala-altaassa 4 °C ja 12 °C lampdtiloissa (aika >4
viikkoa). Ne saivat ravinnokseen kolmesti viikossa ravintopellettejd (Ewos; Turku; Suomi).
Valojakson pituus kala-altaissa oli 12 tuntia. Koe suoritettiin ensin 10 kalalla (5
kpl/akklimaatioldmpétila) neljdssd lampdtilassa (15, 25, 35, 45 °C, koesarja 1) ja vield 10
kalalla (5 kpl/akklimaatioldmpdétila) pienemmilld ldmpétilavaleilld neljassd lampdatilassa (25,
30, 35, 40 °C, koesarja 2). Kokeissa kéytettyjen liuosten valmistuksesta vastasivat paitsi

tutkimuksen tekijd, myos myohemmaéssé vaiheessa erikoislaboratoriomestari Anita Kervinen.

13



3.2 Kalan preparointi ja kudoshomogenaatin valmistus

Taimen tainnutettiin iskulla pddhdn, jonka jélkeen se tapettiin leikkaamalla selkdydin
seldnpuolelta niskan kohdalta. Kala punnittiin ja sen pituus mitattiin. Sen syddmestd
preparoitiin kdytettdvaksi ainoastaan kammio poistamalla tummanpunainen eteinen seké vaalea
sidekudoksinen valtimokeko. Tamén jélkeen myds kammiot punnittiin (0,13+0,0053g, liite 2).
Kammioista  valmistettiin ~ pdivittdin ~ tuoreet = kudoshomogenaatit  jadkylmééin
homogenisointiliuokseen (Sakkaroosi 200mM, L-histidiini 40 mM, EDTA 1 mM, NaN3 10
mM, pH 7,8) suhteessa 1:29 (esim. 0,11 g kammiota, 3,19 ml homogenisointiliuosta).
Homogenisointi tapahtui homogenisaattorilla homogenisoimalla kammio jadhauteessa
tasalaatuiseksi noin 100:lla minnidn edestakaisella liikkeelld. Kudoshomogenaatin
valmistuksessa ei pyritty erottelemaan sentrifugoimalla eri soluelimid, koska se voisi johtaa
SR:n Ca**-ATPaasin hivikkiin jo ennestin vihiisestdi SR:n méirissi. Pieni méird (0,2 ml)

homogenaattia pakastettiin myohemmin tehtévié proteiinimééritysté varten.

3.3 Inkubointi

SR:n Ca?"-ATPaasin toimintaa mitattiin entsymaattisesti neljissi eri limpétilassa (15, 25, 35,
45 °C ja 25, 30, 35, 40 °C) Ca**-ATPaasin aktiivisuuden perusteella. Aktiivisuus saatiin
mitattua thapsigargiinin (TG) inhiboimana aktiivisuutena. Thapsia garginica -kasvista eristetty
laktoni thapsigargiini toimii SR:n Ca**-ATPaasin spesifisend inhibiittorina (Lytton ym. 1991).
Tastd  syystd  sitd  hyddynnetddn  tutkimuksessa  tarkasteltaessa  lihassolujen
kalsiumionihomeostasiaa esimerkiksi mééritettdessd lihassoluissa tapahtuvaa kalsiumionien
siirtoa (Rogers ym. 1995). Esimerkiksi Aho ja Vornanen (1998) havaitsivat, ettd thapsigargiinin
konsentraatio 20 pmol/l (uM) riitti inhiboimaan SR:n Ca?*-ATPaasin toiminnan.
Inkubointiliuvos 1 ei sisélld thapsigargiinia, mutta sitd on inkubointiliuoksessa 2 20 uM
lopullisena pitoisuutena. Inkubointiliuoksia pipetoitiin putkiin, joista toisessa thapsigargiini
inhiboi SR:n Ca**-ATPaasin, jolloin ainoastaan inhiboimattomat ATPaasit toimivat. Toisessa
putkista ei ollut thapsigargiinia, jolloin liuoksessa toimivat sekd SR:n Ca**-ATPaasi ettd muut
inhiboimattomat ATPaasit. Pelkin SR:n Ca?’-ATPaasin aktiivisuus saadaan laskettua
inkubointiliuoksien viliseni erotuksena SR:n Ca®’-ATPaasin toimintaan kuluneesta ATP:sta
vapautuneen epiorgaanisen fosfaatin méidristi (Mg-ATP ---SercaATPasi__> ADP + Py,
Inkuboinnin lopuksi liséttiin katkaisuliuos, jonka molybdaattireagenssi sai aikaan kellertdvin

kompleksin epidorgaanisen fosfaatin kanssa. Téll4 tavalla liuoksen fosfaattikonsentraatio saatiin
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mitattua spektrofotometrilld. Kokeet tehtiin virheiden vihentdmiseksi kahdella rinnakkaisella
putkella, joten neljdén eri lampdatilaan tuli yhteensé 16 putkea.

Naytteiden fosfaattikonsentraatioon vaikuttaa myods muut ndytteessd inkuboinnin aikana
toimivat ATPaasit, joiden toiminta on joko estettéva tai otettava muulla tavoin huomioon. Tasté
syystd inkubointiliuoksissa oli ouabaiinia, joka toimii solukalvon Na-K-ATPaasin inhibiittorina
ja NaNjs, joka toimii mitokondriaalisen ATPaasin inhibiittorina. Homogenaatissa on kuitenkin
myds muun muassa myofibrillien ATPaaseja ja solukalvon Ca**-ATPaaseja, joiden toimintaa
ei pystytd inhiboimaan. Tisti syystd hyddynnettiin thapsigargiinin SR:n Ca*"-ATPaasin
inhiboivaa vaikutusta kiyttdméll kahta erillistd inkubointiliuosta, joista toisessa Ca**-ATPaasi
toimi ja toisessa thapsigargiini inhiboi toiminnan. Nididen ndytteiden erotuksena saatiin
lopullinen SR:n Ca®*-ATPaasin aktiivisuus thapsigargiinin inhiboimana aktiivisuutena.

Testildmpdotilaan sdddetyssd ldampohauteessa koeputkiin lisdttiin 900 pl inkubointiliuosta
(Hepes 20mM, KC1 200mM, MgCl; 15 mM, NaN3 10mM, EGTA 1 mM, Na;ATP 5 mM, CaCl,
1 mM, Ouabaiini 0,01 mM, Triton X-100 0,005%, pH 7,8) ja liammon annettiin tasaantua 10
minuuttia. Reaktio kdynnistettiin koeputkessa lisddmilla 100 pl kudoshomogenaattia ja
ravistamalla. Reaktio keskeytettiin 20 minuutin kuluttua lisdamaélla 2,0 ml katkaisulivosta (1 %

Ammoniumheptamolybdaatti 1.8 N H2SO4).

3.4 Fosfaattikonsentraation mittaaminen spektrofotometrilld

Naytteiden fosfaattikonsentraatio mitattiin 390 nm:n aallonpituudella spektrofotometrilld. Se
mittaa ndytteiden absorbanssin ja laskee suoraan néytteiden fosfaattikonsentraatiot (umol/l)
standardisuoran avulla. Mittaaminen suoritettiin mahdollisimman nopeasti katkaisuliuoksen
lisidmisen jdlkeen. Tiedossa oleva absorbanssin ja konsentraation yhteydestd kertova
standardisuora on saatu mittaamalla absorbanssit jo tiedossa olevista fosfaattikonsentraatioista.
Standardisuoran teosta vastasi Anita Kervinen.

Liuoksen tausta-absorbanssi otettiin huomioon mittaamalla myds néytteet, joissa
homogenaatti lisittiin vasta juuri ennen konsentraation mittaamista eli SR:n Ca?*-ATPaasi ei
ole kiyttinyt energianaan ATP:ta vapauttaen fosfaattia. Ndin saatujen konsentraatioiden ja

varsinaisten ndytteiden konsentraatioiden erotus kertoo halutun fosfaattikonsentraation.
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3.5 Proteiinimédritys

Proteiinimddritys suoritettiin Lowryn menetelmélld (Lowry et al. 1951) mittaamalla
spektrofotometrilld ndytteiden absorbanssit 500 nm:n aallonpituudella. Konsentraatiot saatiin
valmiilta standardikuvaajalta. Proteiinimédritys tehtiin jokaisen taimenen kammion
kudoshomogenaateista pakastetuista 0,2 ml ndytteista.

Homogenaatteista pakastetut 0,2 ml ndytteet sulatettiin ja siirrettiin 14 ml:n muovisiin
putkiin. Néytteessd olevat proteiinit saostettiin lisidmalld 2 ml 10 % perkloorihappoa, minka
jilkeen niytteet sentrifugoitiin 10 minuuttia 3500 kierrosta/min huoneenldmmossa.
Sentrifugoinnin jdlkeen liuos kaadettiin sakan paéltd pois ja valkoinen sakka liuotettiin 1 ml 1
N NaOH:ia. Tastd otettiin 0,2 ml ndyte 14 ml muoviputkiin, joihin liséttiin 3 ml C:td (C:
sekoitettu 1 ml B:td 50 ml A:ta juuri ennen koetta, A: 2 % Na,CO3 0,1 N NaOH:ssa, B: 0,5 %
CuSO4 x 5 HxO 1 %:ssa Na-sitraatissa), sekoitettiin ja annettiin liuosten seistd
huoneenldimmossd tasan 10 minuuttia. Tamin jilkeen liséttiin sekoittaen 0,3 ml Folin-
Ciocalteau-reagenssia laimennettuna deionisoidulla vedelld 1:1 ja annettiin liuoksen vérin
kehittyd 30 minuuttia. Néytteiden absorbanssit ja sen avulla saadut konsentraatiot (pg/l)
mitattiin 500 nm:n aallonpituudella spektrofotometrilld. Virheldhteiden véihentdmiseksi
proteiinimédritys tehtiin kahdella rinnakkaisella néytteelld. Spektrofotometrin nollaukseen
kaytettiin deionisoitua vettd, joka oli késitelty tdismélleen samalla tavalla kuin néytteet.

Proteiiniméairityksessd saadut proteiinikonsentraatiot tdytyi suhteuttaa varsinaisessa
kokeessa kéytettyihin ndyteméériin. Lowryn menetelmissa alkuperdistd homogenaattia otettiin
0,2 ml nidyte, joka késiteltiin perkloorihapolla proteiinien saostamiseksi ja sentrifugoitiin.
Tamin jdlkeen sakka liuotettiin 1 ml NaOH:ia. Varsinaiseen proteiinivarjdykseen otettiin 0,2
ml ndyte eli vain 1/5 alkuperdisesti homogenaattindytteen proteiinista. Liséksi tulee ottaa
huomioon se, ettd varsinaisessa kokeessa homogenaattia kdytettiin 0,1 ml yhdesséd putkessa.
Naisté syistd johtuen proteiiniméérityksessa saadut proteiinikonsentraatiot kerrottiin 2,5, jotta

saatiin todellinen proteiinin maard yhdessd mittauksessa.

3.6 SR:n Ca?"-ATPaasi aktiivisuuden ja limpétilariippuvuuden laskeminen

Spektrofotometrilld saaduista fosfaattikonsentraatioista laskettiin lopulliset SR:n Ca**-ATPaasi
aktiivisuudet sekd kammiokudoksen ettd proteiinin méidrddn (mg) suhteutettuna (pmol
fosfaattia/mg proteiinia tai pmol fosfaattia/mg kudosta/h). SR:n Ca?>"-ATPaasin aktiivisuutta

kuvattiin siis sen kdyttimadstd ATP:sta vapautuneena fosfaatin midrand. Kudoksen méérd
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yhdessd néytteessd saatiin ottamalla huomioon homogenisoinnissa kiytetty kammiokudoksen
laimennussuhde 1:29. Kun homogenaattia liséttiin kuhunkin nédyteputkeen 0,1 ml, saadaan
kammiokudoksen maéardksi 3,45 mg/ndyteputki. Yhdessd ndyteputkessa olevan proteiinin
médrdin suhteutettu SR:n Ca?’-ATPaasin aktiivisuus saatiin laskettua hyddyntimilld

proteiiniméérityksessé saatuja proteiinikonsentraatioita.

SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuus = ((Pi/t)*V)/mg

Pi: epdorgaanisen fosfaatin médra (umol/L)

t: inkubointiaika (min) = 20 min

V: lopullinen inkubointitilavuus (L) = 0,003 L
mg: kudoksen/ proteiinin mééra reaktiossa (mg)

SR:n Ca®"-ATPaasin aktiivisuuden ldmpdtilariippuvuudet  (Qio-arvot) laskettiin
lampotilavileille 15-25, 25-35 ja 35-45 °C (koesarja 1) sekd lampotilavileille 25-30, 30-35,
3540 °C (koesarja 2). Lisdksi lampotilariippuvuudet laskettiin suuremmille lampdétilavileille.
Limpétilariippuvuus  kuvaa ldmpétilan vaikutusta SR:n Ca?*-ATPaasin aktiivisuuteen

kertomalla, kuinka paljon aktiivisuus muuttuu lampétilan noustessa 10 °C.
QlO — (Rz/Rl)(IO/TZ-Tl)

Ri: SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuus Ti:ssé
R»: SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuus T2:ssa
T1: lampdtila, jossa aktiivisuus mitattu
T2: lampdtila, jossa aktiivisuus mitattu

3.7 Tilastollinen kisittely

Tutkimuksessa saatu aineisto kasiteltiin Microsoft Office Excel 2016 —ohjelmalla ja tilastolliset
testit suoritettiin SPSS-ohjelmalla (IBM SPSS Statistics, versio 23). Kaikki tulokset on annettu
keskiarvoina + S.E.M. Tilastollisilla testeilld selvitettiin, onko SR:n Ca?"-ATPaasin
aktiivisuudessa eroja eri testilampdtilojen ja eri akklimaatioryhmien valilld. Lisédksi testattiin,
muuttuuko SR:n Ca?"-ATPaasin aktiivisuuden limpétilariippuvuus eri limpétilavileilld, ja
onko tdssd eroja eri akklimaatioryhmien vélilld. Tilastollisin testein tarkasteltiin myds
taimenten painon, pituuden ja kammion painon eroja eri akklimaatioryhmissd sekd eri
muuttujien riippuvuutta toisistaan.

Johtuen pienestd otoskoosta tulokset eivdt ole tdysin normaalijakauman mukaisia.

Normaalijakautuneisuus ei toteudu, vaikka tulokset muuttaisi luonnolliseen logaritmiin. Tésta
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syysté kdytetiin ei-parametristd Kruskal-Wallisin yksisuuntaista ANOVA -testid, joka ei vaadi
tulosten normaalijakautuneisuutta. Testi tarkastelee mittaustulosten suuruusjirjestyksen
mukaan annettujen jarjestyslukujen eroja, ei keskiarvojen eroja. Kruskal-Wallisin-testin

tilastollisen merkitsevyyden rajana kéytetdan p<0,05.

4 TULOKSET

Tulokset on esitetty erikseen eri koesarjoina niin, ettd koesarja 1 tarkoittaa taimenia 1-10 ja
koesarja 2 tarkoittaa taimenia 11-20. Koesarjoja ei voida verrata toisiinsa, koska koesarja 1:ssé
kéytettyjen inkubointiliuoksien Na>-ATP:n huomattiin olleen osittain hajonnutta (katso 5.5

Tulosten luotettavuus ja tutkimuksen kehittdminen).

4.1 Sarkoplasmakalvoston Ca**-ATPaasin aktiivisuus

SR:n Ca®’-ATPaasin aktiivisuutta (umol fosfaattia/mg kudosta/h ja pmol fosfaattia/mg
proteiinia/h) tarkasteltiin kymmenelld taimenella neljdssé eri lampétilassa (15, 25, 35, 45 °C,
koesarja 1) ja kymmenelld taimenella tihedimmilld ldmp6tilavileilld neljdssa eri lampdtilassa
(25, 30, 35, 40 °C, koesarja 2). Molemmissa koesarjoissa puolet taimenista oli
kylméakklimoituja (4 °C) ja puolet limminakklimoituja (12 °C).

Proteiinin mi#rdin suhteutetut (umol fosfaattia/mg proteiinia/h) SR:n Ca®'-ATPaasin
aktiivisuudet olivat luonnollisesti huomattavasti korkeammat kuin koko kudosta kohti (umol
fosfaatti/mg kudosta/h) lasketut aktiivisuudet, koska vain osa kudoksen massasta on proteiinia.
Proteiinin méddrd homogenaatissa mitattiin Lowryn menetelméilld ja suhteutettiin kokeessa
kdytettyyn niytemiiriin. Proteiinin méirdsin suhteutettu SR:n Ca®’-ATPaasin aktiivisuus
noudatti samanlaista trendid kuin kudosta kohti laskettu aktiivisuus molemmissa koesarjoissa.
Kuitenkin tilastollisella testauksella saadut merkitsevyysarvot erosivat jonkin verran eri
testilimpotilojen ja akklimaatioryhmien vilille kudosta kohti laskettujen SR:n Ca**-ATPaasin

aktiivisuuden merkitsevyysarvoista.

4.1.1 Sarkoplasmakalvoston Ca?*-ATPaasin aktiivisuus koesarjassa 1

Koesarjassa 1 kylmiakklimoiduilla taimenilla SR:n Ca®*-ATPaasin aktiivisuus (umol Pi/mg
kudosta/h) kasvoi 15 °C:sta 25 °C:seen merkitsevisti (p=0,014) (kuva 3A). Testilampdétilojen

25 °C ja 35 °C vililla havaittiin nouseva trendi, mutta aktiivisuudessa ei ollut merkitsevai eroa
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(p=0,251). Kuitenkin 15 °C ja 35 °C vililld aktiivisuus nousi merkitsevisti (p=0,014).
Aktiivisuus puolestaan laski 35 °C:sta 45 °C:seen merkitsevésti (p=0,028).

Lamminakklimoiduilla taimenilla aktiivisuudessa havaittiin nouseva trendi testilimpotilojen
15 °C ja 25 °C vililld, mutta aktiivisuudessa ei ollut merkitsevdd eroa (p=0,327) (kuva 3A).
Testildmpdatilojen 25 °C ja 35 °C vililld aktiivisuus puolestaan kasvoi merkitsevésti (p=0,047).
Merkitsevd ero aktiivisuuksissa saatiin myds 15 °C ja 35 °C (p=0,027) vilille. Liséksi
aktiivisuus laski 35 °C:sta 45 °C:seen merkitsevisti (p=0,014). Kylmai- ja [imminakklimoitujen
taimenten vililli ei ollut tilastollisesti merkitseviid eroa SR:n Ca?*-ATPaasin aktiivisuudessa
yhdessékiin testilampotilassa koesarjassa 1.

Koesarjassa 1 SR:n Ca?’-ATPaasi aktiivisuudet (umol Pi/mg proteiinia/h) suhteutettuna
homogenaattissa olevan proteiinin médrdén noudattivat samanlaista trendid kudoksen méériin
suhteutettujen aktiivisuuksin kanssa (kuva 3B). Aktiivisuus nousi merkitsevésti
testilampotilojen 15 °C ja 35 °C vililld (kylmaakklimoidut p=0,014, 1dmminakklimoidut
p=0,027) ja laski merkitsevdsti 35 ©°C:sta 45 °C:seen (kylmiakklimoidut p=0,016,
lamminakklimoidut p=0,014). Kylmi- ja limminakklimoitujen taimenten valilld ei ollut
tilastollisesti merkitsevdd eroa mydskddn proteiinia kohden lasketuissa aktiivisuuksissa

yhdessdkiin testildmpotilassa koesarjassa 1.

A Sarkoplasmakalvoston Ca?*- B Sarkoplasmakalvoston Ca?*-
ATPaasin aktiivisuus ATPaasin aktiivisuus
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Kuva 3. Lampétilan vaikutus sarkoplasmakalvoston Ca®*-ATPaasin aktiivisuuteen 4 °C:ssa ja
12 °C:ssa akklimoitujen purotaimenten syddmen kammion homogenaatissa koesarjassa 1. A:
Ca?"-ATPaasin aktiivisuus (umol Pi/mg kudosta/h). B: Ca?*-ATPaasin aktiivisuus (umol Pi/mg
proteiinia’h). Tulokset ovat keskiarvoja + S.E.M. (n=4-5/akklimaatioryhm4). Tilastolliset erot
testattu Kruskal-Wallisin-testilld: #: merkitseva ero 15 °C:seen verrattuna akklimaatioryhmén
sisdlld. *: merkitsevd ero edelliseen testildmpdtilaan verrattuna akklimaatioryhmén sisélla.
Tilastollisen merkitseyyden rajana p<0,05.
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4.1.2 Sarkoplasmakalvoston Ca?*-ATPaasin aktiivisuus koesarjassa 2

Koesarjassa 2 kylmiakklimoiduilla taimenilla SR:n Ca’"-ATPaasin aktiivisuus (umol
fosfaattia/mg kudosta/h) kasvoi 25 °C:sta 30 °C:seen merkitsevisti (p=0,009) (kuva 4A).
Aktiivisuudessa havaittiin nouseva trendi testilimpotilojen 30 °C ja 35 °C vililld, mutta nousu
ei ollut tilastollisesti merkitsevé (p=0,076). Tilastollisesti merkitsevé ero 16ytyi kuitenkin 25 °C
ja 35 °C vililtd (p=0,009). Testilampoétilojen 35 °C ja 40 °C vililla aktiivisuus laski
merkitsevisti (p=0,047). Lisédksi 25 °C ja 40 °C vililld oli merkitseva ero (p=0,009) niin, ettd
aktiivisuus  on  merkitsevdsti  korkeampi 40 °C:issa  verrattuna 25 °C:seen.
Lamminakklimoiduilla taimenilla eri testilimpotilojen vélilla ei ollut tilastollisesti merkitsevia
eroja. Ladmpotilojen 15 °C ja 35 °C viililld voidaan kuitenkin havaita nouseva ja vélilld 35 °C ja
40 °C puolestaan laskeva trendi.

Kylmi- ja limminakklimoitujen taimenten SR:n Ca®’-ATPaasin aktiivisuudessa oli
tilastollisesti merkitsevd ero testilaimpétiloissa 30 °C (p=0,047), 35°C (p=0,028) ja 40 °C
(p=0,047) (kuva 4A). Akklimaatioryhmien vililld ei kuitenkaan 16ytynyt merkitsevai eroa 25
°C:ssa (p=0,917).

Koesarjassa 2 SR:n Ca’'-ATPaasin aktiivisuus (umol Pi/mg proteiinia/h) suhteutettuna
proteiinin madrddn muuttui testildmpdtilan noustessa samalla tavalla kuin kudoksen méaraén
suhteutetut aktiivisuudet (kuva 4B). Aktiivisuus nousi merkitsevisti kylméiakklimoiduilla
taimenilla 25 °C ja 35 °C vililld (p=0,009) ja laski merkitsevisti 35 °C ja 40 °C vililla
(p=0,016). Erona kudosta kohti laskettuihin aktiivisuuksiin, proteiinia kohden laskettujen SR:n
Ca’"-ATPaasin aktiivisuuksissa kylmi- ja limminakklimoitujen taimenten vililld ei ollut

tilastollisesti merkitsevid eroja yhdessdkiin testilampotilassa.

A Sarkoplasmakalvoston Ca®*- B Sarkoplasmakalvoston Ca®*-
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Kuva 4. Limpétilan vaikutus sarkoplasmakalvoston Ca?*-ATPaasin aktiivisuuteen 4 °C:ssa ja
12 °C:ssa akklimoitujen purotaimenten syddmen kammion homogenaatissa koesarjassa 2. A:
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Ca?"-ATPaasin aktiivisuus (umol Pi/mg kudosta/h). B: Ca?*-ATPaasin aktiivisuus (umol Pi/mg
proteiinia/h). Tulokset ovat keskiarvoja £ S.E.M. (n=5/akklimaatioryhmé). Tilastolliset erot
testattu Kruskal-Wallisin-testilld: #: merkitsevi ero 25 °C:seen verrattuna akklimaatioryhmén
sisdlld. *: merkitseva ero edelliseen testilampdtilaan verrattuna akklimaatioryhmén sisilla. §:
merkitseva ero akklimaatioryhmien viélilla. Tilastollisen merkitsevyyden rajana p<0,05.

4.2 Lampotilariippuvuudet (Qio-arvot) eri lampotilavileille

SR:n  Ca’*-ATPaasin  aktiivisuuden ldmpétilariippuvuudet  (Qio-arvot)  laskettiin
lampdotilavileille 15-25, 25-35 ja 35-45 °C (koesarja 1) ja 25-30, 30-35 ja 35-40 °C (koesarja
2) 4 °Cja 12 °C akklimoiduille taimenille. Ladmpdtilariippuvuudet laskettiin myos suuremmille
lampotilavileille 15-35 °C, 15-45 °C ja 25-45 °C (koesarja 1) seki vileille 25-35 °C, 25-40
°C ja 3040 °C (koesarja 2).

Qio-arvo kertoo, kuinka paljon SR:n Ca?’-ATPaasin aktiivisuus muuttuu, kun limpétila
muuttuu 10 °C:lla eli se kuvaa aktiivisuuden riippuvuutta lampdétilasta. Kun Q1o saa arvokseen
1, aktiivisuus ei muutu lainkaan lampo6tilan muuttuessa 10 °C. Kun Q1o > 1, aktiivisuus nousee
ja vastaavasti Qo < 1, aktiivisuus laskee. Jos Qo saa arvokseen 2 tai enemmén, aktiivisuus

vihintddn kaksinkertaistuu ldmpé6tilan muuttuessa 10 °C.

4.2.1 Quo-arvot koesarjassa 1

Koesarjassa 1 kylmiakklimoiduilla taimenilla SR:n Ca®’-ATPaasin aktiivisuudesta
lampdotilavileille 15-25 °C, 25-35 °C ja 35-45 °C laskettu Qio-arvo pienenee lampoétilan
noustessa (taulukko 1, kuva 5). Lampdétilavélien 15-25 °C ja 25-35 °C Qio-arvojen vélilld
16ytyi merkitseva ero (p=0,014). Myos ldmpdétilavilien 25-35 °C ja 3545 °C vililld Qio-arvo
laski merkitsevisti (p=0,009). Kylméakklimoiduilla taimenilla lampétilavélilld 15-25 °C Qio-
arvo oli 2,7 eli aktiivisuus kasvaa yli kaksinkertaiseksi ldmpotilan noustessa 15 °C:sta 25
°C:seen. Lampétilavililld 25-35 °C Qo saa arvokseen 1,4 eli aktiivisuus kasvaa, mutta kasvu
on vihdisempéd verrattuna ldmpétilaviliin 15-25 °C. Lampétilavilillda 3545 °C Qio-arvo oli
0,3, mika tarkoittaa, ettd aktiivisuus laskee voimakkaasti talla valilla.

Koesarjassa 1 lamminakklimoiduilla taimenilla Qjo-arvo on suurin ldmpétilavalilld 25-35
°C, mutta laski merkitsevésti lampdotilavilille 35-45 °C (p=0,014) (taulukko 1, kuva 5).
Lampdotilavdlien 15-25 °C ja 25-35 °C vililla ei kuitenkaan 10ytynyt merkitsevdd eroa Qio-
arvossa (p=0,221). Qio-arvo oli kuitenkin merkitsevésti suurempi 15-25 °C ldmpdétilavalilla

verrattuna 35-45 °C ldmpétilavdliin - (p=0,021). Lamminakklimoiduilla taimenilla
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lampétilavalilla  15-25 °C  Qie-arvo oli 1,95, jolloin aktiivisuus kasvaa melkein
kaksinkertaiseksi tilld lampoétilavililli. Lampotilavalilla 25-35 °C Qpe-arvo oli 2,2 eli
aktiivisuus nousee yli kaksinkertaiseksi. Lampotilavalilld 35—45 °C Qio oli 0,3 eli aktiivisuus
laskee voimakkaasti.

Kylmi- ja limminakklimoitujen taimenten SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuudesta laskettujen
Qio-arvojen vililld ei ollut tilastollisesti merkitsevdd eroa yhdelldkdan lampdétilavalilla (kuva
5). Aktiivisuus muuttuu siis samalla tavalla molemmissa akklimaatioryhmissd lampdtilan
muuttuessa 10 °C.

Suuremmalla ldmpdétilavélilld 15-35 °C Qo saa arvokseen noin 2 molemmissa
akklimaatioryhmissi (taulukko 1, kuva 6). SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuus on siis melko
voimakkaasti ldmpétilariippuvaista kaksinkertaistuen ldmpdtilan noustessa 10 °C. Vililla 15—
45 °C Qqo-arvo on ldhelld 1 molemmissa akklimaatioryhmissé, miké tarkoittaa, ettd aktiivisuus

on yhté suurta 15 °C:ssa ja 45 °C:ssa.

Taulukko 1. Léampétilariippuvuudet (Qio-arvot) taimenten sarkoplasmakalvoston Ca**-
ATPaasin aktiivisuuksista 4 °C ja 12 °C akklimaatioryhmisté eri lampotilavéleilld koesarjassa
1. Tulokset ovat keskiarvoja + S.E.M. (n=4—5/akklimaatioryhma).

Akklimaatioldmpétila Lampotilavéli

15-25 °C 25-35°C  35-45°C 15-35 °C 15-45°C  25-45°C

4°C 2,68 £0,33 1,39+0,19 0,31+0,084 1,99+0,16 1,08+0,13 0,63+0,12
12 °C 1,95 +£0,52 2,23+£0,34 0,29+0,11 2,03+0,19 0,90+0,12 0,77+0,11

Lampdotilariippuvuus (Q,4-arvot)
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Kuva 5. Lampétilariippuvuudet (Qio-arvot) taimenten sarkoplasmakalvoston Ca?"-ATPaasin
aktiivisuuksista eri lampdtilavileilld koesarjassa 1. Lampdétilariippuvuudet ovat keskiarvoja +
S.E.M. (n=4-5/akklimaatioryhmad). Tilastolliset erot testattu Kruskal-Wallisin-testilld: #:
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merkitsevd ero verrattuna edelliseen 1dmpdétilaviliin akklimaatioryhmaén sisdlld. *: merkitseva
ero verrattuna lampétilavéliin 15-25 °C akklimaatioryhmin sisilld. Tilastollisen merkitsevyyden
rajana p<0,05.

Lampdatilariippuvuus (Q,,-arvot)
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Kuva 6. Lampétilariippuvuudet (Qio-arvot) taimenten sarkoplasmakalvoston Ca**-ATPaasin
aktiivisuuksista suuremmille ldmpdotilavileilld koesarjassa 1. Lampdtilariippuvuudet ovat
keskiarvoja = S.E.M. (n=4-5/akklimaatioryhm4). Tilastolliset erot testattu Kruskal-Wallisin-
testilld: #: merkitsevd ero verrattuna edelliseen ldmpdotilaviliin akklimaatioryhmén sisilla.
Tilastollisen merkitsevyyden rajana p<0,05.

4.2.2 Qio-arvot koesarjassa 2

Koesarjassa 2 kylmaakklimoiduilla taimenilla lampétilavélien 25-30 °C ja 30-35 °C vililla
Qio-arvo laski merkitsevésti (p=0,016) (taulukko 2, kuva 7). Liséksi Qo-arvo oli merkitsevésti
suurempi vélilla 30-35 °C verrattuna ldmpdétilavdliin 3540 °C (p=0,009). Myds
lampétilavilien 25-30 °C ja 35-40 °C vililld 10ytyi tilastollisesti merkitsevé ero (p=0,009).
Lamminakklimoitujen taimenten Qio-arvo noudatti vastaavanlaista trendid kuin
kylméakklimoitujen taimenten Qio-arvot. Lampdtilavilien 25-30 °C ja 30-35 °C vililla Qio-
arvot laskivat merkitsevisti (p=0,028). Samoin 30-35 °C ja 35-40 °C vililla (p=0,009). Myos
lampotilavélien 25-30 °C ja 35-40 °C vililla 16ytyi merkitseva ero (p=0,009).
Limpétilariippuvuuksien mukaan SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuus nousee voimakkaimmin
lampotilavélilla 25-30 °C, koska Qio-arvo oli kylméakklimoiduilla taimenilla 3,7 ja
lamminaklimoiduilla taimenilla 2,4 (taulukko 2, kuva 7). Lampdétilavililla 30-35 °C Qio>1 eli

aktiivisuus ~ kasvaa, mutta vihemmén verrattuna ensimmdiiseen ldmpdtilaviliin.
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Lampotilavalillda 3540 ©°C aktiivisuus puolestaan laskee (Qio<l) molemmissa
akklimaatioryhmissa.

Suuremmalla lampdétilavélillda 25-35 °C kylméakklimoiduilla taimenilla Qio-arvo on 2,2 eli
SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuus kaksinkertaistuu (taulukko 2, kuva 8). Limminakklimoiduilla
taimenilla Qio-arvo on puolestaan 1,6 eli aktiivisuus kasvaa, mutta vihemmén verrattuna
lamminakklimoituihin taimeniin.

Koesarjassa 2 kylmi- ja lamminakklimoitujen taimenten valilld 16ytyi merkitsevé ero Qio-
arvoissa lampétilavalilla 25-40 °C (p=0,047) (kuva 8). Muilla lampdétilavileilld ei 16ytynyt
merkitsevid eroja SR:n Ca?’-ATPaasin aktiivisuuksien mukaan lasketuista Qio-arvoista eri

akklimaatioryhmien valilta.

Taulukko 2. Limpétilariippuvuudet (Qio-arvot) taimenten sarkoplasmakalvoston Ca®*-
ATPaasin aktiivisuuksista 4 °C ja 12 °C akklimaatioryhmisté eri lampdétilavéleilld koesarjassa
2. Lampdétilariippuvuudet ovat keskiarvoja = S.E.M. (n=5/akklimaatioryhma4).

Akklimaatioldampdtila Lampdtilavéli

25-30 °C 30-35°C 3540 °C 25-35°C 2540 °C 3040 °C

4°C 3,66 +1,1 1,46 £0,10 0,63+0,045 224+0,36 144+0,12 0,95+0,025
12 °C 2,39+048 1,17+£0,10 0,54+0,14 1,63+0,17 097+0,17 0,75+0,13

Lampdétilariippuvuus (Q,,-arvot)
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Kuva 7. Lampétilariippuvuudet (Qio-arvot) taimenten sarkoplasmakalvoston Ca**-ATPaasin
aktitvisuuksista eri lampotilavéleilld koesarjassa 2. Lampdatilariippuvuudet ovat keskiarvoja +
S.E.M. (n=5/akklimaatioryhmd). Tilastolliset erot testattu Kruskal-Wallisin-testilld: #:
merkitseva ero verrattuna edelliseen 1dmpdtilavéliin akklimaatioryhmién sisélld. *: merkitseva
ero verrattuna lampdatilavéliin 25-30 °C akklimaatioryhmén sisélld. Tilastollisen merkitsevyyden
rajana p<0,05.
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Lampotilariippuvuudet (Q,,-arvot)
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Kuva 8. Liampétilariippuvuudet (Qio-arvot) sarkoplasmakalvoston —Ca®'-ATPaasin
aktiivisuuksista suuremmille ldmpdtilavileille koesarjassa 2. Lampdtilariippuvuudet ovat
keskiarvoja £ S.E.M. (n=5/akklimaatioryhmad). Tilastolliset erot testattu Kruskal-Wallisin-
testilld: §: merkitsevé ero akklimaatioryhmien vililld. #: merkitsevé ero verrattuna edelliseen
lampéotilavéliin akklimaatioryhmén sisilla.

4.3 Purotaimenten painon, pituuden ja kammion painon tarkastelu

Purotaimenten painojen keskiarvo oli 149,5 + 7,3 g ja niiden pituus oli 24,5 + 0,43 cm (liite 2).
Syddmen kammiot painoivat 0,13 + 0,0053 g. Kylméakklimoiduilla taimenilla painojen
keskiarvo oli 150,5 + 9,6 g, pituuksien keskiarvo 24,6 £ 0,42 cm ja kammion painojen keskiarvo
0,12 + 0,0058 g. Lamminakklimoiduilla taimenilla painojen keskiarvo oli 148,5 + 12 g,
pituuksien keskiarvo 24,5 + 0,78 cm ja kammion painojen keskiarvo 0,13 + 0,0091 g.
Akklimaatioryhmien vililtd ei 16ytynyt tilastollisesti merkitsevdd eroa taimenten painoissa,
pituuksissa tai kammion painoissa Kruskal-Wallisin-testilld. Myoskédn kammion suhteellisissa
painoissa (kammion paino/kalan paino) ei ollut merkitsevéa eroa akklimaatioryhmien vélilla.
Muuttujien vilistd riippuvuutta tarkasteltiin Spearmanin korrelaation avulla. Painon ja
pituuden vililtd 16ytyi positiivinen korrelaatio (rs= 0,951, p<0,001). Positiivinen korrelaatio
16ytyi myGs painon ja kammion painon vililtd (rs= 0,672, p=0,001) sekd kammion painon ja

kalan pituuden valilté (rs=0,603, p=0,005).
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5 TULOSTEN TARKASTELU

5.1 Lampétilan vaikutus sarkoplasmakalvoston Ca**-ATPaasin aktiivisuuteen

Tamén tutkimuksen tulokset antavat tukea sille, ettd limpdtilalla on vaikutusta SR:n Ca?'-
ATPaasin aktiivisuuteen eli aktiivisuus on limpétilariippuvaista. Koesarjassa 1 SR:n Ca?'-
ATPaasin aktiivisuus kasvoi merkitsevisti sekd kylmé- ettd ldamminakklimoiduilla taimenilla
testildmpotilan noustessa 15 °C:sta 35 °C:seen ja puolestaan laski merkitsevisti lampdtilan
noustessa 35 °C:sta 45 °C:seen. My®ds koesarjassa 2 kylmaakklimoiduilla taimenilla SR:n Ca?*-
ATPaasin aktiivisuus kasvoi merkitsevasti 25 °C:sta 35 °C:seen ja laski merkitsevésti valilla
3540 °C. Liséksi aktiivisuus oli 40 °C:ssa merkitsevisti korkeampi verrattuna aktiivisuuteen
25°C:ssa. Aikaisempien tutkimuksien vastaisesti koesarjassa 2 ldmminakklimoiduilla
taimenilla ei kuitenkaan havaittu tilastollisesti merkitsevid eroja eri testilimpdtilojen valilla.
Aktiivisuus noudatti kuitenkin samanlaista trendid, kuin kylméaakklimoitujen taimenten SR:n
Ca?"-ATPaasin aktiivisuus.

SR:n Ca?’-ATPaasin aktiivisuudesta eri limpétilavileille lasketut Qio-arvot erosivat
toisistaan merkitsevésti akklimaatioryhmin sisdlld. Koesarjassa 2 Qpo-arvo oli suurin
matalimpien testilimpdtilojen valilla ja laski testilampotilojen noustessa. Tama tarkoittaa, ettd
alhaisemmissa limpétiloissa 10 °C:n nousulla limpétilassa on suurempi vaikutus SR:n Ca?'-
ATPaasin aktiivisuuteen kuin samalla nousulla korkeammissa testilimpotiloissa. Téstd voi
péitelld, etti SR:n Ca®’-ATPaasin aktiivisuus muuttuu alhaisissa limpdtiloissa enemmin
verrattuna korkeampiin ldmpétiloithin. Koesarjassa 2 suuremmalle lampdtilavilille 25-35 °C
laskettu Qio-arvo > 1,5 molemmissa akklimaatioryhmissd, mikd tarkoittaa, ettdi myos talla
vililli SR:n Ca?’-ATPaasin aktiivisuus on limpétilariippuvaista ja aktiivisuus nousee.
Koesarjassa 1 suuremmalla ldmpdétilavalilla 15-35 °C Qio-arvo oli noin 2, miké tarkoittaa sité,
ettd SR:n Ca?"-ATPaasin aktiivisuus kaksinkertaistuu, kun limpétila nousee 10 °C. Koesarjassa
1 ldmminakklimoitujen taimenten Qio-arvo saa pienemméin arvon ldmpétilavililla 15-25 °C
verrattuna ldmpdtilaviliin 25-35 °C, mutta Qo-arvojen vélilld ei ole merkitsevdd eroa.
Kylméakklimoiduilla taimenilla Qio-arvojen muutos vastaa koesarjan 2 Qio-arvojen muutosta
lampdtilan noustessa.

Ympériston ldmpotilan muutoksien aiheuttamilla ruumiinldmpétilan muutoksilla on suuri
vaikutus ektotermisten luukalojen elimistdn toimintaan. Limpdtilalla on vaikutusta SR:n Ca?'-
ATPaasin toimintaan ektotermisisti luukaloista esimerkiksi kirjolohilla, joilla SR:n Ca?'-

ATPaasilla on myds havaittu olevan merkitystd syddmen toiminnassa (Da Silva ym. 2011).
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SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuus niyttdi nousevat limpétilan noustessa kohti sen toiminnan
optimildmpdotilaa sekd endotermisilla ettd ektotermisilld lajeilla (Bassani ym. 1994, Landeira-
Fernandez ym. 2004, Castilho ym. 2007, Da Silva ym. 2011). Lisiksi SR:n Ca*"-ATPaasin
aktiivisuus laskee, kun lampétila nousee optimilampdétilan yldpuolelle ja lopulta inaktivoituu
liian korkeassa ldmpdtilassa (Landeira-Fernandez ym. 2012). Optimildmpétilan on havaittu
olevan riippuvainen esimerkiksi siitd, onko laji endoterminen vai ektoterminen. Tdmén
tutkimuksen perusteella purotaimenella SR:n Ca**-ATPaasin toiminnan voidaan todeta olevan
riippuvaista limpétilasta ja SR:n Ca*>*-ATPaasin aktiivisuuden muutokset limpdtilan noustessa
vastaavat aikaisemmin saatuja tutkimustuloksia. Purotaimenen SR:n Ca?**-ATPaasin
aktiivisuus kasvaa lihelle 35 °C ja laskee limpdtilan noustessa sen ylidpuolelle. Sen SR:n Ca?*-
ATPaasin optimildmpétila on siis ldhelld 35 °C.

SR:n Ca*"-ATPaasin aktiivisuus on useissa tutkimuksissa osoitettu olevan riippuvaista
lampdtilasta endotermisilld nisdkkailld sekd osittain endotermisilld tonnikaloilla (Bassani ym.
1994, Landeira-Fernandez ym. 2004, Castilho ym. 2007). Endotermisilli lajeilla ruumiinlampo
pysyy kohtalaisen tasaisena huolimatta ympériston ldmpdotilan muutoksista. Niiden sydén
toimii suhteellisen tasaisessa ldmpotilassa, minkd vuoksi sen toimintaan vaikuttavien
ionikanavien ja —pumppujen tdytyy pysyd aktiivisina ainoastaan ruumiinldmpdd vastaavassa
suhteellisen vdhédn vaihtelevassa ldmpotilassa. Da Silva (2011) havaitsi tutkimusryhmineen,
etti SR:n Ca’"-ATPaasin aktiivisuus on vdhemmin limpétilariippuvaista ektotermiselld
kirjolohella verrattuna endotermiseen rottaan (Rattus norvegicus). Kirjolohella SR.n Ca?*-
ATPaasi siilytti aktiivisuutensa 5 °C:sta 30 °C:seen laskien vain vdhin lampoétilan laskiessa,
kun puolestaan rotalla aktiivisuus laski voimakkaammin ldmpotilan laskiessa sen
ruumiinldmmon alapuolelle. Tdmén tutkimuksen tulokset purotaimenella vastaavat kirjolohella
saatuja tuloksia. Aktiivisuudessa on havaittavissa vastaavanlainen ldmpdtilasta johtuva muutos
testilimpotilan noustessa, mutta aktiivisuutta pystytddn kuitenkin ylldpitimédan muuttuvassa
lampotilassa.

Kylmaissé aktiiviset ektotermiset kalat kohtaavat elinympaéristossdédn suuria kausittaisia sekéd
veden eri kerrostumien ldmpdtilanvaihteluita (Da Silva ym. 2011, Aho & Vornanen 1998).
Ympariston ldmpotilan aiheuttama vaihtelu kalan elimiston ldmpétilassa aiheuttaa muutoksia
lampdotilalle herkissd fysiologisissa toiminnoissa. Esimerkiksi kalan syddmen toiminnan
kannalta on tirkedd, ettd sen toimintaan vaikuttavat tekijat, kuten erilaiset ionikanavat ja —
pumput, pystyviit toimimaan vaihtelevissa limpétiloissa. SR:n Ca?’-ATPaasin aktiivisuuden

ylldpitdimisen ldmpoétilan muuttuessa arvellaan olevan tarked tekijd ektotermisten kalalajien
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kyvyssé pysya aktiivisena huolimatta ympériston 1dmpdotilan suurista kausittaisista muutoksista

(Aho & Vornanen 1998).

5.2 Akklimaatioryhmien erot sarkoplasmakalvoston Ca?*-ATPaasin aktiivisuudessa

Aho & Vornanen (1998) havaitsivat, ettd kalsiumin siirrossa SR:oon Ca?"-ATPaasin avulla on
eroja kylméakklimoitujen (4 °C) ja lamminakklimoitujen (17 °C) kirjolohien vililli. Myos
ruutanan SR:n Ca?’-ATPaasin toiminnan havaittiin eroavan akklimaatioryhmien vililla.
Akklimoitumisen vaikutukset olivat kuitenkin erilaisia kirjolohella verrattuna ruutanaan.
Kylmidakklimaatio lisdsi kalsiumionien sisddnottoa SR:oon kirjolohilla, mutta vihensi
ruutanalla. Tdmén arveltiin johtuvan lajien erilaisista vasteista kylmédin kauteen. Kirjolohi
pysyy aktiivisena, kun puolestaan ruutana horrostaa kylmélld kaudella. Kirjolohen taytyy
aktiivisuuden ylldpitdmiseksi pyrkid kompensoimaan kylmyyden aiheuttamia ongelmia
syddmen toiminnassa. Ruutanan puolestaan vdhentdd energiankulutustaan, muun muassa
alentamalla syddmen sykettd, selvitdkseen kylman kauden inaktiivisuudesta.

Tissd tutkimuksessa SR:n Ca’-ATPaasin aktiivisuudet (umol fosfaattia/mg kudosta/h)
erosivat toisistaan merkitsevisti lampotiloissa 30, 35 ja 40 °C koesarjassa 2. Samalla tavalla
kuin ympari vuoden aktiivisella kirjolohella (Aho & Vornanen 1998), myos purotaimenella
kylmiakklimoitujen kalojen SR:n Ca*-ATPaasin aktiivisuus oli korkeampi verrattuna
lamminakklimoituihin kaloihin. Koesarjan 2 tulokset tukevat aikaisempia lohikaloilla saatuja
tutkimustuloksia, joiden mukaan limpétila-akklimaatiolla on vaikutusta SR:n Ca**-ATPaasin
toimintaan (Aho & Vornanen 1998). Tulokset puoltavat myds kylmiakklimaation SR:n Ca?*-
ATPaasin toimintaa lisddvaa vaikutusta kylméssa aktiivisilla lohikaloilla. Koesarjan 2 tulokset
antavat siis tukea hypoteesille 1, jonka mukaan kylmiakklimoitujen taimenten Ca**-ATPaasin
aktiivisuus on korkeampi verrattuna lamminakklimoituihin taimeniin.

Koesarjan 2 tulokset antavat tukea sille, ettd kylmailld kaudella aktiivisena pysyvét
ektotermiset lohikalat, kuten purotaimenet, pyrkivit kompensoimaan kylmien olosuhteiden
aiheuttamia negatiivisia vaikutuksia syddmen toiminnassa lisddmélld SR:n merkitystd syddmen
supistumisessa. Kylméiakklimoidut taimenet siis pyrkivit SR:n Ca?**-ATPaasin aktiivisuuden
korkeammalla tasolla kompensoimaan kylmin aiheuttamaa syddmen toiminnassa esiintyvid
ongelmia, kuten syddmen relaksoitumisen ja syketaajuuden hidastumista. Néin niiden sydin
kykenee toimimaan paremmin myds kylmissd ldmpdétiloissa.

Kylmiakklimoitumisen aiheuttaman SR:n Ca?"-ATPaasin korkeamman aktiivisuuden

taustalla olevia syitd on tutkittu muun muassa tarkastelemalla kylméaakklimaation vaikutuksia
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SR:n Ca*"-ATPaasin ja siti siitelevin PLB:n geenien ilmentymiseen sydimessi. Korajoki &
Vornanen (2012) kuitenkin havaitsivat, ettd ldmpotila-akklimaatiolla ei ole vaikutusta SR:n
Ca’"-ATPaasin tai PLB:n ilmentymiseen sydimen kammiossa. Kylmiakklimoiduilla kaloilla
esiintyvin SR:n Ca?>*-ATPaasin lisdéintyneen aktiivisuuden taustalla oletetaankin mahdollisesti
olevan muutokset sitd sddtelevin PLB:n aktiivisuudessa (Korajoki & Vornanen 2012).

SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuuksista laskettujen Qio-arvojen vililli ei ollut merkitsevii
eroa akklimaatioryhmien vélilld lukuun ottamatta ldmpétilavilida 25-40 °C koesarjassa 2.
Tamdn mukaan 10 °C nousu limpétilassa vaikuttaa SR:n Ca?*-ATPaasin aktiivisuuteen
padsdantoisesti yhtd paljon molemmissa akklimaatioryhmissi. Koesarjassa 2 ldmpdtilavalilla
2540 °C Qo saa arvokseen lamminakklimoiduilla taimenilla noin 1 ja kylmaakklimoiduilla
taimenilla noin 1,4. Ldimminakklimoiduilla taimenilla aktiivisuus ei siis muutu, kun puolestaan
kylmaakklimoiduilla aktiivisuus kasvaa tdlld lampdotilavililld. Tdma tukee edelleen késitysti

kylmiakklimaation SR:n Ca?"-ATPaasin aktiivisuutta lisdfvistd vaikutuksesta.

5.3 Sarkoplasmakalvoston Ca?*-ATPaasin korkeiden limpétilojen sieto

Tissi tutkimuksessa SR:n Ca?*-ATPaasin aktiivisuus laski molemmissa koesarjoissa kylmi- ja
lamminakklimoiduilla taimenilla 35 °C:sta 40 °C:seen. Tuloksista voidaan havaita, ettd 35 °C
on ldhelli purotaimenen SR:n Ca®’-ATPaasin aktiivisuuden optimilimpétilaa. Tulokset
poikkeavat lohikaloilla aikaisemmin tehtyjen tutkimuksien tuloksista antaen suuremman SR:n
Ca’"-ATPaasin aktiivisuuden optimilimpétilan. Lohikalojen SR:n Ca?*-ATPaasin toiminnan
riippuvuutta ldmpdtilasta on tutkittu muun muassa hopealohella (Onchorhychus kisutch)
(Landeira-Fernandez m. 2012) ja kirjolohella (Da Silva ym. 2011). Seké hopealohella ettd
kirjolohella SR:n Ca?"-ATPaasin aktiivisuus oli korkeimmillaan 25-30 °C:ssa. Hopealohella
testildmpotilan noustessa 35 °C:seen aktiivisuus puolestaan laski jyrkésti. Purotaimenen SR:n
Ca?*-ATPaasin korkeiden limpétilojen siedon voidaan timén tutkimuksen tulosten perusteella
sanoa olevan parempi verrattuna hopealohen ja kirjolohen SR:n Ca**-ATPaasin korkeiden
lampdtilojen sietoon. Huolimatta lajien sukulaisuudesta, eri lohikalojen vililld on kuitenkin
huomattavia eroja esimerkiksi elinympiristdissd ja levinneisyysalueissa, mikd voi selittda
niiden SR:n Ca?*-ATPaasin optimilimpétilassa esiintyvii eroja. Lisiksi tiytyy ottaa huomioon
se, ettd tulokset on saatu osittain eri menetelmilld, mikd voi johtaa eridviin tuloksiin ja
paételmiin.

Koesarjassa 1 eri akklimaatioryhmien viélilla ei ollut eroa korkeissa testilampotiloissa (35 ja

45 °C) eika lampotilariippuvuuksissa lampdatilavélilld 35-45 °C. Koesarjan 1 tulokset eivit siis
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annan tukea hypoteesille 2 eli imminakklimoitujen taimenten SR:n Ca**-ATPaasin korkeiden
lampdtilojen sieto ei ole parempi verrattuna kylméakklimoituihin taimeniin. Koesarjassa 2 eri
akklimaatioryhmien vililld ei mydskddn 10ytynyt merkitsevdd eroa lampdtilariippuvuuksissa
lampdotilavililla 35-45 °C. Koska Qio-arvoissa ei ollut merkitsevdd eroa akklimaatioryhmien
vililld, voidaan olettaa, ettd 1dmpdtilan nouseminen optimildmpdtilan yldpuolelle vaikuttaa yhta
paljon eri akklimaatioryhmien SR:n Ca?*-ATPaasin aktiivisuuteen. Mydskiin koesarjan 2
tulokset eivit siis tue hypoteesia 2. SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuuden riippuvuus limpétilasta
on yhtd suuri kyseiselld lampotilavililld, minkd wvuoksi voidaan olettaa molemmilla
akklimaatioryhmillid SR:n Ca**-ATPaasin korkeiden limpétilojen siedon olevan samanlainen.

Koesarjassa 2 eri akklimaatioryhmien vililtd 16ytyi merkitsevd ero SR:n Ca**-ATPaasin
aktiivisuudessa sekd 35 °C:ssa ettd 40 °C:ssa. Molemmissa testilampotiloissa aktiivisuus oli
korkeampi kylmiakklimoiduilla taimenilla verrattuna ldmminakklimoituihin taimeniin.
Johtuen SR:n Ca?"-ATPaasin korkeammasta aktiivisuudesta korkeissa limpétiloissa
kylmiakklimoiduilla taimenilla, voidaan todeta, ettd kylmiakklimoiduilla taimenilla Ca®'-
ATPaasi kykenee toimimaan tehokkaammin korkeissa ldmpdtiloissa  verrattuna
lamminakklimoituihin taimeniin. Korkeat lampdtilat eivit kuitenkaan vaikuta aktiivisuuteen
enempdd kylméaakklimoiduilla verrattuna ldmminakklimoituihin kaloihin, koska néiden
limpétilojen vilillid Qio-arvot eivit eronneet toisistaan merkitsevisti eli SR:n Ca**-ATPaasin
lampdtilariippuvuus oli samanlaista.

Purotaimenen ldmpétilansiedon yldrajana pidetdén noin 22-25 °C ldmpétilaa (Elliott &
Elliott 2010). Tdmin tutkimuksen mukaan purotaimenen SR:n Ca®*-ATPaasin aktiivisuus on
korkeimmillaan l4helld 35 °C. SR:n Ca®"-ATPaasin limpétilansieto on siis varsin korkea
verrattuna purotaimenen limpétilansietoon. T#std voidaan piitelld, ettd SR:n Ca**-ATPaasin
toiminnalla ei ole suoraa vaikutusta purotaimenen korkeiden ldmpdétilojen sietoon eli se ei ole
rajoittavana tekijand lampotilansiedon kannalta. Kuitenkin aktiivisuuden QIl0-arvo oli
suurempi lampotilavalilla 25-30 °C  verrattuna seuraavaan ldmpétilaviliin 30-35 °C
koesarjassa 2. SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuuden kasvu siis hidastuu limpétilan noustessa yli
30 °C:seen. Tidmi tarkoittaa, ettd purotaimenen elinympiristdjen limmetessd SR:n Ca?*-
ATPaasin aktiivisuus kasvaa, mutta kasvu hidastuu, kun ldmpétila nousee yli 30 °C:seen.
Vertaamalla purotaimenen ldmpdétilansiedon yldrajaa 22-25 °C ja 35 °C:ssa esiintyvdn SR.n
Ca’"-ATPaasin korkeaa aktiivisuutta voidaan kuitenkin olettaa, ettdi SR:n Ca>*-ATPaasilla ei
todenndkoisesti ole suurta merkitystd lajin sopeutumisessa ilmastonmuutoksen aiheuttamaan

vesien limpenemiseen.
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Sydédmen toiminnan oletetaan olevan yksi tdrkeimmistd ldmpdtilansiedon rajatekijoistd
ektotermisilld kaloilla (Portner ym. 2004, Ekstrom 2017). Korkeat lampoétilat vaikuttavat
yleensd ensin elion korkeamman tason toimintoihin, kuten koko elimiston toimintaan ja vasta
lampdtilan noustessa edelleen esiintyy ongelmia matalamman tason, kuten solu- ja
molekyylitason toiminnoissa (Lagerspetz 1987 Vornasen ym. 2014 mukaan). Purotaimenen
syddmen toimintaa ja siihen vaikuttavia ionivirtauksia tutkittaessa on kuitenkin havaittu, ettd
Na'-ionien virtauksien korkeiden limpdtilojen sieto on huomattavasti alhaisempi verrattuna
Ca*"- ja K'-ionien virtauksiin sek# sydimen korkeamman tason toimintoihin, kuten sydimen
sykkeeseen (Vornanen ym. 2014). Na'-virtausten heikkeneminen syddmessi puolestaan
heikentdd aktiopotentiaalin kulkeutumista syddmessd aiheuttaen muutoksia syddmen
toiminnassa. Na'-virtausten alhainen korkeiden ldmpdétilojen sieto verrattuna muihin
ionivirtauksiin antaa viitteitd siitd, ettd se saattaa toimia rajoittavana tekijand purotaimenen

syddmen lampotilansiedon kannalta.

5.4 Purotaimenen sarkoplasmakalvoston Ca**-ATPaasin korkeiden limpétilojen sieto
verrattuna tonnikaloihin

Yhteni tutkimuksen hypoteeseista (H3) oli se, etti stenotermisellii purotaimenella SR:n Ca?*-
ATPaasin korkeiden ldmpdétilojen sieto on huonompi kuin tonnikaloilla. Hypoteesi 3 ei saa
vahvistusta, koska molempien koesarjojen tuloksien mukaan SR:n Ca?'-ATPaasin
aktiivisuuden optimildmpdétilan oli purotaimen kammiossa ldhelld 35 °C, kuten myds
1sosilmitonnikalan (Thunnus obesus) kammiossa sekd isosilmé-, sinievd-, valko- (Thunnus
alalunga) ja keltaevatonnikalan (Thunnus albacares) eteisessd (Castilho ym. 2007, Landeira-
Fernandez ym. 2012). My®ds tonnikaloilla SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuus on riippuvaista
lampotilasta (Landeira-Fernandez y. 2004, Landeira-Fernandez ym. 2012, Castilho ym. 2007).

Vertaamalla isosilmitonnikalan, hopealohen ja villikanin (Oryctolagus cuniculus) kammion
SR:n Ca**-ATPaasin toimintaa Landeira-Fernandez (2012) havaitsi tutkimusryhmineen, etti
Ca?*-ATPaasin optimilimpotila eli 1impdtila, jossa Ca’"-ATPaasin aktiivisuus on
korkeimmillaan ja kalsiumia siirretddn tehokkaimmin, vaihtelee eri selkédrankaisryhmilld.
Isosilmitonnikalan kammion SR:n Ca?*-ATPaasin aktiivisuus on suurinta 35 °C:ssa mitattuna
ATP:n hydrolyysissd vapautuneen fosfaatin médran mukaan (Landeira-Fernandez ym. 2012).
Hopealohen SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuus puolestaan ei noussut merkitsevisti 25 °C:sta 30
°Cseen ja laski voimakkaasti lampdtilan noustessa 30 °C:sta 35 °C:seen. Myds isosilmi-,

sinievi-, valko- ja keltaevitonnikalan eteisen SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuuden on havaittu
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olevan korkeimmillaan 35 °C:ssa (Castilho ym. 2007). Kalsiumin sisdénotto SR:oon kuitenkin
laski isosilmdtonnikalan kammiossa sekd sinievé-, valko- keltaevd- ja isosilmétonnikalan
eteisessd lampotilan noustessa 30 °C:sta 35 °C:seen (Castilho ym. 2007, Landeira-Fernandez
ym. 2012). Hopealohen SR:n Ca?"-ATPaasin havaittiin olevan vihemmin riippuvainen
limpétilasta verrattuna isosilmétonnikalan ja villikanin Ca**-ATPaasiin (Landeira-Fernandez
ym. 2012). SR:n Ca*-ATPaasi siilytti aktiivisuutensa hopealohella jopa 5 °C:ssa. Tissi
tutkimuksessa ei mitattu SR:n Ca*>*-ATPaasin toimintaa kalsiumin sisiénoton perusteella, joten
tuloksia ei voida verrata kalsiumin sisddnoton perusteella mitattuihin tuloksiin tonnikaloilla.
Koska Landeira-Fernandez (2012) havaitsi tutkimusryhmineen, ettd hopealohen ja
isosilmitonnikalan SR:n Ca®"-ATPaasin korkeiden limpétilojen siedossa on eroja kalsiumin
sisdénotossa, et ATP:n hydrolyysin miirdssd, on mahdollista, ettd myos purotaimenella erot

tonnikaloihin olisivat tulleet esille vasta mitattaessa kalsiumin sisddnottoa SR:oon.

5.5 Tulosten luotettavuus ja tutkimuksen kehittiminen

Tutkimustulosten luotettavuuteen vaikuttaa pieni aineisto (n =10/koesarja). Lisdksi koesarjan 1
mittaustulokset eroavat huomattavasti koesarjan 2 mittaustuloksista. Syyksi mittaustulosten
eroavaisuuteen arvellaan olevan koesarjassa 1 kiytetyssd inkubointiliuoksessa ATP:n ldhteend
kiytetyn Nax-ATP:n osittainen hajoaminen tai sen kontaminoituminen ennen kayttod. Tasté
syystd SR:n Ca**-ATPaasi ei saanut kokeessa tarvitsemaansa ATP:n energiaa kiytettiviksi.
T&ll6in myds mitattava fosfaattikonsentraatio ja siité laskettu SR:n Ca?*-ATPaasin aktiivisuus
jaivét todellisista tilannetta alhaisemmaksi koesarjassa 1. Koesarjan 2 tuloksia voidaan tésta
syystd pitdd paremmin todellista aktiivisuutta vastaavana. Koesarjoja ei siis voida verrata
toisiinsa, vaan ne késitelladn erillisind otoksina. Koesarja 1:en mittaustuloksista kaksi 15°C:n
ja yksi 45°C:n mittaustulos jouduttiin hylkddmain johtuen niiden virheellisistd negatiivisista
arvoista. Tdma tarkoittaa, ettd koesarjassa 1 tuloksien keskiarvoissa on ndissd ldmpoétiloissa
huomioitu vain 4 taimenesta saadut tulokset (n=4). Tdmé pienensi entisestddn aineiston kokoa.

Syita siihen, miksi joidenkin mittaustulosten vélille ei saatu merkitsevdd eroa, voidaan
esittiid useita. Purotaimenilla voidaan olettaa olevan yksilokohtaisia eroja SR:n Ca®"-ATPaasin
aktiivisuudessa, minkd vuoksi yhden testilimpdtilan mittaustuloksissa oli vaihtelua. Tamé
voidaan havaita keskiarvojen keskivirheen suuruutena monissa testilimpdtiloissa. Tietysti
mittaustuloksiin vaikuttavat my6s mahdolliset epétarkkuudet, joita esiintyy esimerkiksi

pipetoimisessa ja spektrofotometrin tulosten lukemisessa. Namid todennédkoisesti lisddvit
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tuloksissa esiintyvid hajontaa ja sitd kautta vaikeuttavat tilastollisen merkitsevyyden saamista
testildmpotilojen ja eri akklimaatioryhmien vélille. Lisdksi ei-parametrinen Kruskal-Wallisin-
testi on parametrisid testejd heikompi tuomaan esille tuloksissa esiintyvié tilastollisia eroja
(Taanila 2010). Tédméa johtuu siitd, ettd ei-parametrinen testi tarkastelee tulosten
suuruusjdrjestyksen mukaan annettujen jérjestyslukujen eroja, ei keskiarvojen eroja, kuten
esimerkiksi parametrinen yksisuuntainen ANOVA -testi. Télloin menetetddn tarkkojen
mittaustulosten antamaa tietoa.

SR:n Ca?"-ATPaasin aktiivisuudet laskettiin sekd homogenaatissa olevaan kudoksen etti
proteiinin midrddn suhteutettuna. Nididen vililld esiintyi eroja merkitsevyysarvoissa
koesarjassa 2. Tdmén taustalla on mahdollisesti se, ettd kokeissa kéytetyssd homogenaatissa
kudoksen méérdn oletettiin olevan vakio, joten aktiivisuudet laskettiin kdyttden kudoksen
midrdnd samaa arvoa jokaisessa mittaustuloksessa. Proteiinimédrityksessd saatujen proteiinin
maidrissd oli puolestaan jonkin verran vaihtelua, mikd todennikoisesti aiheutti enemmén
vaihtelua my®s proteiinin méérién suhteutetuissa SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuuksissa. T#sti
syystd testilimpdtilojen ja  akklimaatioryhmien  vilille saaduissa tilastollisissa
merkitsevyyksissé oli eroja kudosta ja proteiinia kohti lasketuissa aktiivisuuksissa.

Tamin tutkimuksen keskeisid kehittimiskohteita olisi suuremman aineistokoon kéytto, jotta
saataisiin tarkempaa tietoa SR:n Ca?*-ATPaasista ja sen limpotilansiedosta seki vihennettiisi
mahdollisten virheiden osuutta. Lisdksi suurempi aineisto mahdollistaisi tehokkaampien
tilastollisten  testien  kdyton, koska se todenndkoisesti johtaisi mittaustulosten
normaalijakaumaoletuksen toteutumiseen. Toisena kehittdmiskohteena olisi Na>-ATP:n
toimivuuden varmistaminen kdyttdmélla tuoretta reagenssia ja ottamalla paremmin huomioon
sen hajoamiseen ja mahdolliseen kontaminoitumiseen johtavat tekijit. Téassd tutkimuksessa
Naz-ATP:n osittaisen hajoamisen tai kontaminoitumisen oletettiin olevan syynd eridville
tuloksille koesarjassa 1 ja 2. Téstd syystd niitd ei myOdskdén voitu verrata toisiinsa, mikd

pienensi entuudestaan tutkimuksen verrattavissa olevan aineiston kokoa.

6 JOHTOPAATOKSET

Tamin tutkimuksen tulokset vahvistavat kiisitysti siité, etti SR:n Ca*"-ATPaasin aktiivisuus on
limpétilariippuvaista eli limpétilalla on vaikutusta sen aktiivisuuteen. SR:n Ca**-ATPaasin
aktiivisuus on limpétilariippuvaista purotaimenilla, koska SR:n Ca**-ATPaasin aktiivisuus
muuttui l&mpdtilan muuttuessa ja aktiivisuudesta lasketut Qio-arvot poikkesivat 1,0:sta ja

erosivat toisistaan eri lampotilavileilla.
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Koesarjan 2 tuloksien mukaan kylmdakklimoitujen taimenten SR:n Ca*-ATPaasin
aktiivisuus (umol Pi/mg kudosta’h) on korkeampi 30, 35, 40 °C:ssa verrattuna
lamminakklimoituihin taimeniin, joten eri akklimaatioryhmien vililld voitiin havaita eroja SR:n
Ca’"-ATPaasin aktiivisuudessa. Tulokset siis antavat tukea sille, ettd kylmissi aktiivisilla
lohikaloilla SR:sta vapautuvan kalsiumin ja sitd kautta SR:n Ca*>*-ATPaasin merkitys kasvaa
syddmen toiminnassa ympdriston lampotilan laskiessa. Télld kala pyrkii kompensoimaan
kylmyyden aiheuttamia ongelmia, kuten syketaajuuden ja syddmen relaksoitumisen
hidastumista syddmesséd. Lampdotila-akklimaatiolla ei kuitenkaan niytd olevan merkitystd SR:n
Ca®"-ATPaasin kykyyn sietii korkeita limpétiloja, koska aktiivisuus laski yhdenmukaisesti
molemmissa akklimaatioryhmissd lampdtilan noustessa.

SR:n Ca®"-ATPaasin toiminnan ei voida timin tutkimuksen perusteella olettaa olevan
purotaimenen korkeiden ldmpétilojen siedon kannalta rajoittavana tekijdnd, koska sen
aktiivisuus oli korkeimmillaan huomattavasti purotaimenen ldmpdétilansiedon yldrajaa 22-25
°C korkeammassa limpdtilassa 35 °C. Voidaan siis olettaa, etti SR:n Ca?>*-ATPaasilla ei ole
merkitystd purotaimenen sopeutumisessa korkeisiin ldmpdtiloihin. Tulee kuitenkin ottaa
huomioon se, ettd aktiivisuuden kasvu hidastui ldmpdtilan noustessa yli 30 °C:seen eli
lampétilan nousun myotd aktiivisuuden kasvu hidastuu. Purotaimenen elinympériston
limpétilan nousulla olisi siis merkitystd SR:n Ca?’-ATPaasin aktiivisuuden kasvuun ja siti
kautta kalan syddmen toimintaan. Johtuen purotaimenen alhaisesta lampdtilansiedosta, voidaan
kuitenkin olettaa, ettd sen syddmessd on mahdollisesti jokin toinen korkeiden lampdtilojen
sietoa rajoittava tekijd, jonka toiminnasta esiintyy ongelmia jo alle 30 °C:ssa. Téstd syystd
niyttia siltd, etti SR:n Ca?"-ATPaasin korkeiden limpétilojen siedolla ei olisi suurta merkitysti
myOskddn lajin sopeutumisessa ilmastonmuutoksen aiheuttamaan vesien ldmpenemiseen.

Timin tutkimuksen perusteella niyttdd siltd, etti purotaimenen SR:n Ca’*'-ATPaasin
korkeiden limpétilojen sieto ei poikkea tonnikalojen SR:n Ca®’-ATPaasin korkeiden
lampotilojen siedosta. Tonnikaloilla tehtyihin aikaisempiin tutkimuksiin verratessa tulee
kuitenkin ottaa huomioon menetelmékohtaiset erot SR:n Ca?’-ATPaasin aktiivisuutta
tutkittaessa.

Purotaimenen ja muiden ektotermisten lajien korkeiden ldmpdtilojen sietoa rajoittavista
tekijoistd tarvitaan lisdd tutkimusta, jotta voidaan ennakoida ilmastonmuutoksen aiheuttamat
vaikutukset lajien selviytymiseen ja levinneisyyteen. Erityisesti stenotermisten luukalojen
tutkiminen on tirkedd, koska ne sietdvét vain pienid ympériston ldmpdétilan muutoksia.
Sydémen ja sen toimintaan vaikuttavia ionikanavia ja -pumppuja tutkimalla voidaan selvittéa,

mitkd tekijit heikentdivit sydimen toimintaa ldmpdtilan noustessa. SR:n Ca’**-ATPaasin
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toiminnan tutkiminen eri ldmpdtiloissa ja eri lampdotiloihin akklimoiduilla kaloilla edellyttia
my0s lisdtutkimusta, koska silld saadaan tirkedd tietoa ldmpdtilan vaikutuksista syddmen
relaksoitumiseen. Lisdksi SR:n Ca’*-ATPaasin tutkiminen ektotermisilli lajeilla antaisi
lisdtietoa siitd, minkélainen merkitys SR:n kalsiumionivarastolla on syddmen supistumiseen
verrattuna endotermisiin lajeihin. Erityisesti tutkimalla SR:n Ca*'-ATPaasin toimintaa
matalissa testilimpotiloissa (0—10 °C) saataisiin tirkedd tietoa sen kylminsiedosta ja siitd,

mink&lainen merkitys silld on ektotermisten lajien kylmien lampdétilojen siedon kannalta.
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MENETELMASSA KAYTETYT LIUOKSET

Homogenisointiliuos (sdilytys jidkaapissa)

Sakkaroori
L-histidiini
EDTA
NaN3

pH 7.8

Kayttoliuos:
Sakkaroosi
L-histidiini
EDTA
NaN3

Kokonaistilavuus

LIITE 1

200 mM
40 mM
1 mM
10 mM

13,692 g
1,241 g
0,074 g
0,130 g
200 ml

Inkubointiliues -1 (sdilytys pakastimessa 10 ml putkissa)

Hepes
KCl
MgCl,
NaN3
EGTA
NaATP
CaClz
Ouabaiini

Triton X-100

Kayttoliuos:
Hepes

KCI

MgCl»
NaN3
EGTA

20 mM
200 mM
15 mM
10 mM

1 mM
5SmM

1 mM
0,01 mM
0,005%

0,953¢g
2982 ¢
0,610 g
0,130 g
0,076 g



Na;ATP 0,551 g
CaClx 0,029 g
Ouabaiini 0,0015 g
Triton X-100

Kokonaistilavuus 200 ml

Inkubointiliuos -2: Kuten inkubointiliuos -1, mutta lisdtdin ennen kayttod 20 uM
thapsigagiinia (lopullinen konsentraatio)

Katkaisuliuos

a)l % Ammoniumheptamolybdaatti 1,8 N Rikkihappoon H2SO4

1.8 N rikkihappoliuos:

Vikeva rikkihappo 50 ml

Deionisoitu vesi

Kokonaistilavuus 500 ml
Ammoniumheptamolybdaatti 5¢g

1.8 N rikkihappoliuos 500 ml
Kokonaistilavuus 500 ml (tiytetddn)

b)1 % Lubrol W (tehddin paivittdin)

Lubrol W 0,25¢g
deionisoitua vettd 25 ml
Kokonaistilavuus 25 ml

Kayttoliuos saadaan 1:1 ajab

Proteiiniméarityksessa kiytetyt liuokset

10 % perkloorihappo (valmis)

1 N NaOH:

NaOH 4g
deionisoitua vetti 100 ml
kokonaistilavuus 100 ml

A:2 % Na2COs3 0,1 N NaOH:ssa:



0,1 N NaOH:

1 N NaOH 20 ml
deionisoitu vesi 180 ml
NaCOs 4¢g

0,1 N NaOH 200 ml
kokonaistilavuus 200 ml

B: 0,5 % CuSO4 x 5 H20 1 %:ssa Na-sitraatissa

1 % Na-sitraatti:

Na-sitraatti 0,25¢
deionisoitu vesi 25 ml
CuSO4 x 5 H20 0,125 g
1 % Na-sitraatti 25 ml
kokonaistilavuus 25 ml

C: sekoitetaan 1 ml B:ta 50 ml:aan A:ta vilittomiésti ennen koetta
A: 2 % NaxCO3 0,1 N NaOH:ssa: 150 ml
B: 0,5 % CuSO4 x 5 H2O 1 %:ssa Na-sitraatissa 3 ml

kokonaistilavuus 153 ml

D: Folin-Ciocalteau-reagenssi laimennettuna vedella (1:1)



TARKEMMAT TIEDOT KOE-ELAIMISTA LIITE 2

Paino  Pituus Kammion Sukupuoli Akklimaatiolimpétila
@  (cm) paino (g)

Taimenl 89,82 20,5 0,08 & 12 °C
Taimen2 153,34 25,1 0,11 & 12 °C
Taimen3 167,26 26,2 0,15 ¢ 12 °C
Taimen4 205,82 27,3 0,18 ¢ 12 °C
Taimen5 188.,9 27,5 0,13 & 12 °C
Taimen6 162,91 26,2 0,13 & 4°C
Taimen7 145,42 24,8 0,12 ¢ 4°C
Taimen8 122,85 233 0,11 ¢ 4°C
Taimen9 153,37 25,1 0,11 ¢ 4°C
Taimen10 135,6 23,7 0,11 ¢ 4°C
Taimenll 144,14 254 0,12 & 12 °C
Taimenl2 108,84 21,5 0,11 & 12 °C
Taimenl13 144,65 24,2 0,15 & 12 °C
Taimenl4 170,92 25,3 0,15 & 12 °C
TaimenlS5 111,09 21,7 0,15 ¢ 12 °C
Taimen16 136,7 23,8 0,11 & 4°C
Taimenl7 219,53 26,8 0,16 ¢ 4°C
Taimenl8 12291 23,2 0,11 ¢ 4°C
Taimenl9 178,57 25,8 0,15 & 4°C
Taimen20 127,01 23,2 0,13 ¢ 4°C
keskiarvot 149,48 24,53 0,13

S.E.M. +7,34 +0,43 0,0053




LABORATORIOTYOSKENTELYN ETENEMINEN VAIHEITTAIN LIITE 3

Kalan preparointi ja kammion homogenisointi

1.Tainnuta kala ja leikkaa selkdydin. Punnitse ja mittaa kalan pituus.

2.Avaa kalan vatsa varovasti kiduksiin asti ja etsi sydan.

3.Irrota sydin eteisestd aloittaen ja poista eteinen (tumma) seké valtimokeko (vaalea).
4.Punnitse kammio ja laita se 1:29 jadkylmaa homogenisointiliuosta.

5.Homogenisoi tasalaatuiseksi noin 100 ménnén edestakaisella liikkeelld pitden koko ajan
jadhauteessa.

6.Laita pieni maard homogenaattia (200ul) pakastimeen proteiinimééritystd varten.

7.S4ilytd homogenaattia jdissd ja valolta suojattuna

Inkubointi lampohauteessa eri 1ampdétiloissa (katso pipetointitaulukko)

1.Pipetoi inkubointiliuokset (900 pl) putkiin ja anna ldmpdétilan tasaantua ldmpohauteessa 10

minuuttia.
2.Kaynnisté reaktio lisddmalld homogenaatti (100 pl).
3.Reaktio keskeytetddn 20 minuutin kuluttua lisddmaélla katkaisuliuos (2 ml).

4.Nosta naytteet huoneenldmpdon ja mittaa niiden absorbanssi (standardikuvaaja antaa
suoraan my0s konsentraation) spektrofotometrilld valmiilla ohjelmalla 390 nm:n
aallonpituudella.

5. Spektrofotometrin nollaukseen kéytetdén deionisoitua vettd.

6.Lisdd blankkiputkiin homogenaatti vasta juuri ennen absorbanssin mittaamista.

Pipetointitaulukko

Liampétila | Liuos Serca Serca | blankki serca | Tausta | Tausta | blankki-tausta
15 °C Inkubointiliuos-1 | 0.9 ml 0.9 ml 0.9 ml - - -

15 °C Inkubointiliuos-2 - - - 09ml | 0.9ml 0.9 ml
15 °C Homogenaatti 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1ml | 0.1 ml 0.1 ml
15°C Katkaisuliuos 2.0ml 2.0ml 2.0ml 20ml | 2.0ml 2.0ml
25°C Inkubointilivos-1 | 0.9 ml 0.9 ml 0.9 ml - - -
25°C Inkubointiliuos-2 - - - 09ml | 0.9ml 0.9 ml
25°C Homogenaatti 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1ml | 0.1 ml 0.1 ml
25°C Katkaisuliuos 2.0 ml 2.0 ml 2.0 ml 20ml | 2.0 ml 2.0 ml
35°C Inkubointilivos-1 | 0.9 ml 0.9 ml 0.9 ml - - -
35°C Inkubointiliuos-2 - - - 09ml | 0.9ml 0.9 ml




35°C Homogenaatti 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1ml | 0.1 ml 0.1 ml
35°C Katkaisuliuos 2.0 ml 2.0 ml 2.0 ml 20ml | 2.0 ml 2.0 ml
45 °C Inkubointiliuos-1 | 0.9 ml 0.9 ml 0.9 ml - - -

45 °C Inkubointiliuos-2 - - - 09ml | 0.9ml 0.9 ml
45 °C Homogenaatti 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1ml | 0.1 ml 0.1 ml
45 °C Katkaisuliuos 2.0 ml 2.0 ml 2.0ml 20ml | 2.0ml 2.0ml




