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Myostatiini estda luurankolihasten kasvua ja vaikutperustuu suurelta osin satelliittisolujen
solunjakautumisen ja erilaistumisen estamiseen. ardapahtuu vaikuttamalla tiettyjen solusyklia
saatelevien proteiinien (mm. Cdk2 ja p2l1l) sekd mpogsten saatelytekijiden (mm. MyoD ja
myogeniini) iimentymiseen. Proteiinin ja erityisekeran nauttimisen voimaharjoituksen yhteydessa on
todettu lisdavan proteiinisynteesia ja aiheuttayasitiivisen proteiinitasapainon. Proteiiniravinnon
vaikutuksia myostatiiniin ja solusyklia saatelevigeeneihin voimaharjoituksen yhteydessa ei si@ ol
juurikaan tutkittu, ja tarkat mekanismit, joidenukta proteiiniravinnon vaikutukset valittyvat, owaela
selvittaméattd. Androgeenien tiedetddn myos parantdasvoimaa ja lisdavan lihaksen kokoa, mutta
tarkat mekanismit, kuinka androgeenien vaikutukg#ittyvat, ovat nekin vield selvittamatta. Taman
tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd ennen vdiarjoitusta ja sen jalkeen nautitun heraproteiinin
akuutteja vaikutuksia myostatiinin ja solusyklidat#evien geenien ilmentymiseen sekd ndaiden
mahdollista yhteyttd androgeeneihin ikdantyneilléhitla.

Tutkimuksen koehenkilgind oli 18 ikaantyy (ikd 57—72 vuotta) miestd, joilla oli 21 viikon
voimaharjoittelutausta. Heidat jaettiin proteiifirgdédn (PROT; 61,4 + 4,3 vuotta; n = 9) seka
plaseboryhméaan (PLA; 62,1 + 4,2 vuotta; n = 9). iekilot suorittivat raskaan voimaharjoituksen (RE)
joka sisélsi 5 x 10 toiston jalkaprassisarjan. EnfRE:ta4 ja valittomasti sen jalkeen PROT nautti
proteiinjuomaa (15 g heraa) ja PLA kaloritonta gghojuomaa. Juomat annettiin koehenkildille
kaksoissokkomenetelmén periaatteella. Lihasbiopsatus lateralis -lihaksesta otettiin levossa anne
RE:t4 (pre) sekda 1 ja 48 tuntia RE:n paattymisdke@h (post 1h ja post 48h). Verindytteet otettiin
levossa ennen RE:ta (pre) seka valittomasti (pasir), 15 min, 30 min ja 48 h RE:n jalkeen. Lisaksi
tutkimuksessa oli mukana kuusi kontrollihenkilddka(i 66,5 + 7,1 vuotta), joilla ei ollut
voimaharjoittelutaustaa ja jotka osallistuivat vpie ja post 1h biopsiaan. Myostatiinin ja siihétyien
geenien (Acvrllb, FLRG, p21, p27, Cdk2, MyoD ja nggmiini) mRNA-tasot madritettiin real-time RT-
PCR:lIa ja tulokset normalisoitin GAPDH:n mRNA:nhteen. Seerumin kokonaistestosteronin pitoisuus
maadritettiin -~ kemilumenesenssimenetelmalla ja  sesrumvapaan  testosteronin  pitoisuus
kokonaistestosteronin ja kemiluminesenssimenetémaBaritetyn SHBG:n pitoisuuksiin perustuvalla
laskentakaavalla (Vermeulen ym. 1999). Lihakserr@geknireseptorien (AR) proteiinitaso méaaritettiin
Western Blot -menetelmalla.

Myostatiinin mRNA-taso laski merkitsevastiin PLA:lla (p < 0,05). Puolestaan myostatiiniin
sitoutuvan proteiinin FLRG:n sekd Cdk2:n mRNA-tasotisivat merkitsevasti vain PROT:lla£{®,05).
p21:n mRNA nousi tunti RE:n paattymisesta PLA:f&(0,05) ja PROT:lla oli myds trendi nousulle (p =
0,08). Proteiinilla ei ollut vaikutusta RE:n jalkéh Acvrllb:n, myogeniinin, MyoD:n tai p27:n
muutoksiin (p > 0,05). Kontrollihenkil6illa ei kakd tunnin kontrollijakson aikana havaittu muutoksia
missaan tutkitussa mRNA-muuttujassa. MyostatiiniRN-taso post 48h korreloi negatiivisesti vapaan
testosteronin post 30 min - post 48h muutoksendafghdistetylla ryhmalla r = -0,720 ja p = 0,027).
Lisdksi myostatiinin mRNA:n absoluuttinen taso 4BE:n jalkeen korreloi PROT:lla ja yhdistetylla
ryhmalla negatiivisesti AR-proteiinin absoluuttisteasojen kanssa (post 1h yhdistetylla ryhmalla—r =
0,633 ja p = 0,009). Myostatiinin post 48h muutosentti korreloi puolestaan positiivisesti
kokonaistestosteronin post 0 min - post 30 min ieshkpitoisuuden kanssa korrelaation ollessa
merkitseva sekd PLA:lla ettd PROT:lla (yhdistetylfamalla r = 0,694 ja p = 0,001).

Tama tutkimus osoitti, ettd proteiinin ttaminen nayttdd estédvéan voimaharjoituksen yhteyées
tapahtuvan myostatiinin mRNA:n ekspression laskdi@ntyneilla miehilla seka lisddvan myostatiinin
sitojaproteiinin  FLRG:n ja solusyklin saatelyyn bistuvan Cdk2:n ekspressiota 48 tuntia
voimaharjoituksen jalkeen mitattuna. Lisédksi mytsten ekspressio voimaharjoituksen yhteydessa
nayttdd mahdollisesti olevan yhteydessa seerursiogieronipitoisuuteen ja lihaksen AR-proteiinitaso

Avainsanat: myostatiini, androgeenit, satelliittisolut, Cdki21, p27, FLRG, tyypin Il aktiviinireseptori,
voimaharjoitus, luurankolihas, proteiiniravinto
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1 JOHDANTO

Jo vuonna 1807 on ensimmaisen kerran tehty dokwimdiat nautakarjalaelaimista,
joilla on poikkeuksellisen suuret lihakset. Rotu,onka niin  sanottua
kaksoislihaksikkuutta on tutkittu eniten, on belgiaen Belgian Blue -rotu, ja vajaa
kaksisataa vuotta mydhemmin sitd koskevasta enssasta raportoinnista selvisi
tarkka syykin, mika johtaa sen suureen lihasmass&am nimi on myostatiini. Vuonna
1997 julkaistu McPherronin tutkimusryhman hiiriltéhty tutkimus (McPherron ym.
1997) varmisti, ettd myostatiinigeenin tuhoamineheattaa eldaimelle noin 2-3-
kertaisen painon normaaliin lajitoveriin verrattujga nousu pohjautuu merkittavaan
lihasmassan lisdykseen. Belgian Blue -rodulla t#massuuren koon taustalla on
mutaatio myostatiinigeenissd, jonka seurauksenastayimi ei pysty valittdmaan
biologisia toimintojaan. Vuoden 1997 jalkeen mytsia koskevia julkaisuja on tehty
runsaasti ja erityisesti myostatiinin ja lihasmassailista yhteyttd on tarkasteltu eri
nakokulmista. Viesti on selva: myostatiini estd$imassan kasvua. Nayttaa jopa silta,

ettd myostatiini on yksittdinen merkittavin lihasssaan kokoon vaikuttava tekija.

Myostatiinin vaikutuskohteisiin kuuluvat satelligolut, joiden toimintaa se estaa (mm.
Thomas ym. 2000; Rios ym. 2001; McCroskery ym. 20@8gley ym. 2002; Yang ym.
2007). Satelliittisoluja voidaan kutsua niin sarkdu lihaksen kantasoluiksi. Ne
osallistuvat syntyman jalkeiseen lihasten kasvuwaurioiden Kkorjaukseen ja
lihaskudoksen yllapitoon. Erityisen tarkean saté#ipluista tekee se, ettd ne vastaavat
lihassolujen tumien lukumaaran lisdamisesta lihgaka yhteydessa, mika nayttaa
olevan valttdmatonta lihaksen kasvun eli hyperamkannalta. Tumien lisdys edellyttaa
satelliittisolujen akivoitumista lepotilasta jargymista solusykliin seka erilaistumista.
Satelliittisolujen aktivoitumiseen myostatiini vaitaa vahentamalla tiettyjen solusyklin
kaynnistymiseen vaadittavien proteiinien toimint&aten sykliini D1:n ja Cdk2:n, ja
puolestaan lisaéamalla solusyklia estavien saatejgtden, kuten p2l:n toimintaa.
Satelliittisolujen erilaistumiseen myostatiini vatkea estamalla myogeenisten

saatelytekijoiden MyoD:n, myogeniinin ja Myf-5:nitantaa.



Lihaksen kokoon vaikuttaa suuri maara erilaisia tedggekijoitéa, jotka ovat
vuorovaikutuksessa keskenaan. Satelliittisolujerellahmerkittavin lihaksen kasvua
edistava tekija nayttda olevan anaboliset prosgedit vaaditaan kasvua edellyttévien
luurankolihasproteiinien muodostumiseen. Anabalisiiprosesseihin  puolestaan
vaikuttaa hormoneiden ohella ravinto sek& lihasteekaaninen &rsytys, joka on
seurausta esimerkiksi voimaharjoituksesta. Tutkisisga on selke&sti osoitettu, etta
aminohappojen nauttiminen voimaharjoituksen yhtegédejoko vapaassa muodossa
(Bgrsheim ym. 2002; Miller ym. 2003; Tipton ym. Z)0Tipton ym. 1999) tai
kokonaisina proteiineina (Tipton ym. 2004) lisdaotpiinisynteesia ja aiheuttaa
positiivisen proteiinitasapainon (synteesia tapahtanemman kuin hajoamista).
Erityisesti  hera-/maitoproteiinien  nauttiminen vaiharjoituksen jalkeen on
osoittautunut kannattavaksi keinoksi lisata lihakkasvua (Andersen ym. 2005; Burke
ym. 2001) ja parantaa proteiinitasapainoa (Tiptan. y2007). Kuitenkaan tarkat
mekanismit, joiden kautta proteiiniravinnon vaikkgat valittyvat, eivat ole selvilla.
Hormoneiden osalta muun muassa testosteronin (geeinien) tiedetddn parantavan
lihasvoimaa ja lisdavan lihaksen kokoa, mutta tarkakanismit, joiden valityksella

androgeenien vaikutukset valittyvat, eivat neké@rselvilla.

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd enmemaharjoitusta ja sen jalkeen
nautitun heraproteiinin akuutteja vaikutuksia mgtigtin ja solusyklia saatelevien
geenien ilmentymiseen seké naiden mahdollista yfdteandrogeeneihin ikaantyneilla
miehilla. Tutkimus liittyy siindkin mielessa tarkigiaiheeseen, etta lihasmassan kokoon
vaikuttavien saatelyreittien ymmartaminen auttahitkdmadn entistda tehokkaampia
hoitomuotoja esimerkiksi sairauden tai korkeanvéaoksi heikoista lihaksista karsiville
henkildille.



2 GEENIEN ILMENTYMISEN PERUSTEET

2.1 Geenista proteiiniksi

Geenin alkuperdinen merkitys on ollut geneettisedon perusyksikko, jonka mukana
periytyy yksi havaittavissa oleva ominaisuus. Nyky&eeni mielletdan DNA-juosteen
jaksoksi, joka sisadltdd yhden tai useamman toinliisea biologisen yksikon
valmistukseen tarvittavan informaation. Yleensa &amoiminnallinen yksikkd on
proteiini, mutta se voi myods olla RNA-molekyyli. && vuonna 2000 ihmisella arveltiin
olevan noin 100 000 geenid, mutta nykytietdmykseokaan ihmisen geenien
lukumaaraksi arvioidaan noin 32 000. Ne jakauti®&tkromosomipariin eli yhteensa
46 kromosomiin, jotka loytyvat kaikista tumalligstsoluista. Sana genomi viittaa
solujen sisdltamaan geneettiseen informaatioon rk@ikoudessaan. (Nelson & COX
2000, 905-908, 1072,; Heino & Vuento 2004, 43; Moo& Volker 2005, 42.)

DNA (deoksiribonukleiinihappo) ja RNA (ribonukleilmappo) koostuvat nukleotideista,
jotka sisaltavat pentoosisokerin, fosfaattiyhman gméksen. Emaksistd adeniini,
tymiini ja guaniini |0ytyvat sekd DNA:sta ettd RNsAa, kun puolestaan DNA:sta
I6ytyva tymiini on korvattu RNA:ssa urasiililla. Kleotidit ovat liittyneena toisiinsa
fosfodiesterisidoksella muodostaen polymeereja.nbotlisessa muodossa oleva DNA
sisaltédd kaksi komplementaarista juostetta. Nan&ijkesteiset DNA-molekyylit ovat
helikaalisia, eli ne muodostavat kierreportaita stuttavan rakenteen, jossa kierteen
keskella ovat juosteiden vélille muodostuneet eméspja kierteen laidoilla
kovalenttiset sokeri-fosfaatti-sokeri-fosfaatti-vatielulla rakentuneet ketjut. (Lodish
ym. 2004, 101-108; Heino & Vuento 2001, 40.)

Geenien ilmentyminen k&ynnistyy solun tumassa, godahetti-RNA-molekyyli
(mRNA), tai sen esiaste, syntyy DNAtranskriptiossa jossa DNA:n ohjaama RNA-
polymeraasi muodostaa kyseistad geenid koodaavalke-g§aikeelle RNA-kopion. Tama
perustuu DNA:n ja RNA:n véliseen emasparien muadosteen, minkd perusteella
RNA-polymeraasi tietdd, mika nukleotidi sen taysguraavaksi lisata kasvavaan RNA-

ketjuun. Ensiksi muodostuva mMRNA, esi-mRNA, sisdlténformaatiota DNA:n
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koodaavien jaksojen eli eksonien liséksi koodaamnaitta jaksoilta, introneilta. Intronit
kuitenkin pilkotaan pois RNA:nsilmukoinniksi kutsutussa tapahtumassa. Valmiit
MRNA:t kuljetetaan sytoplasmaan ribosomeille, jaissiirtdja-RNA-molekyylien
(tRNA) avulla geneettinen koodi kaannetd&n aminpbgijestykseksi. Tassa mRNA:n
ohjaamassa tapahtumassatednslaatiossa jossa aminohappoja liitetdan toisiinsa, on
siis kyse proteiinisynteesista Geeni puolestaan on taysin ilmentynyt, kun sen
biologinen tuote on valmistunut ja aktiivinen. (Seh & Cox 2000, 325, 1021, G-4;
Heino & Vuento 2004, 43-45.)

2.2 Geenien ilmentymisen saately

Solussa tyypillisesti ilmentyy vain murto-osa semeigeistd, ja eri solutyypit
muodostuvat monisoluisessa elidssa sen mukaar @&nit soluissa ilmentyvat. Solu
reagoi ymparistossaan tapahtuviin muutoksiin, kutemwista soluista saapuviin
signaaleihin, minkd seurauksena geenien ilmentgmigbi muuttaa. Proteiinin
valmistuminen solussa sisaltdd useita valivaiheijajta kaikkia pystytdaan

paasaantoisesti saatelemaan. (Alberts ym. 2002) Ra@#na valivaiheet ovat (kuvio 1):

geEni
Ona  —
| 1. Transkription saztely |
esi-mREMA
| 2. Riuain kasittenyn saately |
TUMA by
il
SYTOPLASMA 3. RNAN kuljetuksen ja
lokalisaation saately
MR NA
inaktivinen [
ik PROTEINI
5. mRNAN | 4. Transiaation sastely | —
hajoamisen 6. Proteiiniaktitvisuuden
saately saately

inaktivinen proteiini

KUVIO 1. Proteiinin valmistumisen saately solugsaikaeltu Alberts ym. 2002, 379).
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1) Transkription saateleli milloin ja kuinka usein tietyn geenin trangkiota tapahtuu.

2) RNA:n kasittelyn saéatelli kuinka transkriptoitu RNA pilkotaan tai muuliavoin

kasitellaan.

3) RNA:n kuljetuksen ja lokalisaation saately valikoidaan, mitk&a valmiit mRNA:t

kuljetetaan solun tumasta sytosoliin ja paateté&@nne ne sytosolissa sijoitetaan.

4) Translaation saatelgli valikoidaan, mitkh mRNA:t sytoplasmassa ovahslaation

kohteena.

5) mMRNA:n hajoamisen saatedji valikoidaan, mitka sytoplasman mRNA-

molekyyleista muutetaan epastabiiliksi.

6) Proteiiniaktiivisuuden saatelgli aktivoidaan, inaktivoidaan, hajotetaan taiisgtaan

tiettyja proteiinimolekyyleja sen jalkeen, kun nealmistettu.

Useimmille geeneille transkription sdately on témkséatelyvaihe. (Alberts ym. 2002,
379.) Puolestaan translaation saatelyssa erityisehatiolla (aloituksella) on tarkeéa
asema. Initiaation tehokkuuden saatelyssd kaksitejma ovat avainasemassa:
elF4E:hen (eucaryotic initiation factor 4E) sitowduproteiini 4E-BP seka p78 (70
kDa ribosomaalinen proteiini S6 kinaasi tai S6WJopren & Volker 2002, 59.)

Solun ulkopuolelta tulevien tai sen sisédlla syngywviviestien on usein muutettava
geenien ilmentymista, jotta haluttu vaikutus soltaimintaan voitaisiin saavuttaa.
Geenin alkupééssa sijaitsevaa geenien saatelyylisms@a DNA-jaksoa kutsutaan
promoottoriksi. Transkription sdately perustuu poomtoriin kiinnittyvien proteiinien
yhteistoimintaan. Promoottorin ymparille kertyy syoukko perustranskriptiotekijoiksi
kutsuttuja proteiineja ja lisdksi joukko muita tsétniptioon osallistuvia tekijoita. Tata
perustranskriptiotekijoiden yhdistym&a kutsutaaanskription aloituskompleksiksi.
Perustranskriptiotekijoiden toimintaan vaikuttavititakin geenid saatelevat muut
transkriptiotekijat. Ne voivat joko vaimentaa faihdyttdd mRNA:n synteesia. Nama

transkriptiotekijat kiinnittyvat DNA:ssa vain tarkth maarattyihin kohtiin, joiden
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emasjarjestyksen ne tunnistavat esimerkiksi eatyikierre-silmukka-kierrerakenteen
(helix-loop-helix) avulla. Naita kohtia kutsutaaeemin luentaa lisaaviksi (enhancer) tai
vaimentaviksi (silencer) kohdiksi. Yksittaisen geesaatelyyn osallistuu siis useita
transkriptiotekijoita, joista monet kuuluvat suarii geeniperheisiin. mRNA:n

transkriptionopeus maaraytyy naiden tekijéiden vi@kutuksesta. (Heino & Vuento

2004, 237-238.)
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3 PROTEIINIT JA FYYSINEN HARJOITTELU

3.1 Proteiinit ja aminohapot

3.1.1 Rakenne ja tehtavat

Proteiinit ovat makromolekyyleja, jotka koostuvatmiaohapoista. Aminohapot
puolestaan ovat molekyyleja, jotka sisaltavat amyinman (-NH) ja karboksyy-
liryhman (-COOH) kiinnittyneena samaan hiiliatomijohon on kiinnittyneena myds
vety seka kullekin aminohapolle ominainen sivuke#uminohapot liittyvat toisiinsa
peptidisidoksella. Kun kaksi aminohappoa on liiggna toisiinsa, on kyse dipeptidista,
ja vastaavasti kolme toisiinsa liittynyttd aminopap muodostaa tripeptidin. Kun useita
aminohappoja on liittyneena toisiinsa, puhutaarypeptidista ja vasta kun aminohapot
ovat muodostaneet vahintddn noin sata aminohapps@dtasan polypeptidiketjun,
voidaan kayttdd nimitystd proteiini. Valmis proteiivoi koostua useammastakin
alayksikosta, ja kaikilla proteiineilla on myos kuollotteinen rakenne, konformaatio,
jota tukevat useat heikot ja vahvat vuorovaikutakédelson & Cox 2000, 115-129;
Ganong 1999, 280.)

Proteiinit koostuvat yhteensa 20 mahdollisesta dgtedi aminohaposta ja niiden
johdannaisista. Nimitysta standardi voidaan kays#égttamaan standardi aminohapot
vahemman yleisistda aminohappojen johdannaisistatkajo ovat syntyneet

proteiinisynteesin jalkeisessd modifioinnissa, sakéista muista aminohapoista, joita
loytyy elavasta organismista, mutta ei proteiireisAminohapot voidaan jaotella
valttamattomiin ja ei-valttaméattomiin aminohappait{taulukko 1 seuraavalla sivulla).
Valttdmattomia aminohappoja elimistd ei pysty itsettamaan, ja niita tulee saada
saanndllisesti ravinnosta, kun puolestaan ei-valititmia aminohappoja elimist6

pystyy itse syntetisoimaan. (Nelson & Cox 2000,-1129, 637.)
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Taulukko 1. Valttamattomat ja ei-valttamattomatmohapot (Nelson & Cox 2000, 637).

Valttdmattdmat aminohapot Ei-valttamattdmat aminohapot
Fenyylialaniini Alaniini
Histidiini Arginiini*
Isoleusiini Asparagiini
Leusiini Aspartaatti
Lysiini Glutamaatti
Metioniini Glutamiini
Treoniini Glysiini
Typtofaani Kysteiini
Valiini Proliini
Seriini
Tyrosiini

* Arginiini on valttaméatén aminohappo nuorilla kasikéislla, mutta ei aikuisilla.

Elava organismi on riippuvainen proteiineista,lgon lukuisia eri tehtavia elimistossa:
entsymaattisia, rakenteellisia ja saatelytehtéWi@dteiinit voivat toimia muun muassa
kuljetustehtavissa, varastoinnissa, immuunipuoksstasa ja hormoneina. (Mooren &
Volker 2005, 55.) Aminohapot ovat my6s mukana sseisirkeissa aineenvaihdunnan
tehtdvissd proteiinisynteesin ja proteiinien hajis@m lisaksi. Ne toimivat
rakennusaineina monille muille biologisille yhdifee kuten hermosolujen

valittajaaineille seka fosfolipideille. (Pitkane@2.)

3.1.2 Pilkkominen ja imeytyminen

Ravinnosta saatujen proteiinien pilkkominen alkaaahataukussa pepsiinin
vaikutuksesta. Pepsiini hydrolysoi tiettyjen amiappojen valisia sidoksia, minka
seurauksena saadaan monen mittaisia peptidikekiajppamassa ymparistossa (optimi
pH noin 1,6-3,2) toimivan pepsiinin vaikutus lakkdan haimanesteet sekoittuvat
mahalaukun sisaltéon ohutsuolen duodenumissa (kaisguolessa) ja pH nousee.
Ohutsuolessa haimanesteen proteolyyttiset eli [mefa hajottavat peptidaasientsyymit
jatkavat edelleen peptidien pilkkomista. Lopputemth saadut di-, ja tripeptidit seka
vapaat aminohapot imeytyvat ohutsuolen limakalvorpiteelisoluihin el

enterosyytteihin. Imeytyminen on aktiivista eli egiaa vaativaa ja siitd vastaa ainakin
seitseman erilaista kuljetussysteemid. Suurisiyuiset aminohapot, kuten
haaraketjuiset aminohapot (BCAA), imeytyvat pievigietjuisia aminohappoja
nopeammin ja vastaavasti valttamattomat aminohapopeammin kuin ei-

valttamattomat aminohapot. Liséksi neutraalien afm@ippojen imeytyminen on
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nopeampaa kuin varautuneiden aminohapojen (happamaie emaksisten). Di- ja
tripeptideille on oma kuljetussysteeminsa. (Ganb8§9, 451; Groff & Gropper 2000,
173-177.)

Enterosyyteista verenkiertoon kuljetetaan di-yipeptideja sekd vapaita aminohappoja.
Tastd kuljetuksesta vastaa ainakin viisi eri mekam (Ganong 1999, 451.))
Aminohappojen konsentraatio veressa nousee vahtstimterian jalkeen, mutta nousu
on yleensa vain muutama mg/dl. Hidas nousu johnhgineakin siitd, etta proteiinien
pilkkominen ja imeytyminen kestaa yleensd 2-3 #&ynjplloin vain pieni ma&ara
aminohappoja voi imeytya kerrallaan. Toiseksi virernoon kulkeutuneet ylimaaraiset
aminohapot imeytyvat 5-10 minuutin kuluessa soluilympari kehoa, erityisesti
maksasoluihin. TAman vuoksi suuria maaria aminobjapei miltei koskaan keraanny
vereen tai kudosnesteisiin. Silti aminohappojerhteaiuus on niin nopeaa, etta useita
grammoja proteiineja voidaan kuljettaa kehon tdesessasta toiseen aminohappojen
valityksella joka tunti. (Guyton & Hall 2000, 79197.)

3.1.3 Aminohappojen sisaanotto luurankolihaksiin

Aminohappomolekyylit ovat liian suurikokoisia kulkieimaan suoraan solujen sis&én
solukalvon lapaisevien kanavien kautta. Taman wvuaks kulkeutuvat soluihin
fasilitoidun tai aktiivisen kuljetusmekanismin alaul Aminohappojen kulkeutumista
soluun stimuloivat insuliini sekd kasvuhormoni. ¢@&n & Hall 2000, 792-795.)
Glutamaatti ja haaraketjuiset aminohapot (branctieagin amino acids, BCAA), el
leusiini, isoleusiini ja valiini, kasittavat yhdeésyli 90 % luurankolihakseen otetuista
aminohapoista. Lihaksessa niiden hiilirunkoja kégde glutamiinirde novo-synteesiin.
Lihaksen proteiineista 19 % on BCAA:ta ja 7 % glaiimia. (Wagenmakers 2001, 123—
124.)

Proteiinin maara 70 kg painavalla miehella on ntinkg ja vapaiden aminohappojen
maara (vapaa aminohappoallas) noin 200-220 g.iPiieteja vapaiden aminohappojen
maarat ovat jatkuvan muutoksen kohteina, silla giruen synteesia ja hajoamista
tapahtuu koko ajan. Luurankolihaksen kokonaism#&ssasin 40—45 % on proteiinia,

mik& 70-kiloisella miehella vastaa noin 7 kg:aaadsassa nama proteiinit ovat
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myofibrillaarisia eli lihassupistukseen osallis@vproteiineja. Noin 120 g vapaista
aminohapoista on solunsiséisesti luurankolihaksedaan vain noin 5 g on

verenkierrossa. (Wagenmakers 2001, 119.)

3.2 Proteiinin tarve ja suositukset fyysisen harjdtelun yhteydessa

Valtion ravitsemusneuvottelukunnan suositusten %20@ukaan tavallisen ihmisen
tulisi saada proteiineja paivan kokonaisenergiddda20 % vaestbtason tavoitteen
ollessa 15 %. Jos energiansaanti on hyvin vah§st®,5 MJ/vrk), suositellaan
paivittéiseksi proteiinin saanniksi 15-20 %. Yleg@rnmoteiinin tarvetta tai suosituksia
arvioidessa on kuitenkin jarkevampaa suhteuttatejimon saanti kehon massaan eika
kokonaisenergiansaantiin. Yhdysvalloissa InstitateMedicinen suositusten mukaan
paivittédinen proteiinin tarve normaalivaesttlle @8 g/kg (Food and Nutrition Board
2004). Nama suositukset on kuitenkin tehty nimerexmaormaalivaestdlle, eivatka ne
valttamatta sovi urheilijalle (Manninen 2002, 35).

Lihasten maksimaalinen hypertrofia on alle 0,5 kgogsa. Oletuksena on, etta 20 %
tasta painon muutoksesta on proteiinia, jolloindtelihasten maksimaalinen proteiinin
lisdantyminen on alle 15 g paivassa. Tama viittélaes, ettd lisaproteiinin tarve
lihashypertrofiaan on minimaalinen. (Layman 200BWitenkin paivittdinen kehon
proteiinien vaihtuvuus 70 kg:n painoisella miehelitutkimusten mukaan keskimaarin
noin 300 grammaa vuorokaudessa, mikd maksimoi kghaientiaalin uusiutua ja
korjata rakennettaan (Wagenmakers 1999). Protaiipaivittdinen varastoituminen
lihasproteiiniksi on siis pientd, mutta toisaalt@tpiinien vaihtuvuus on suurta, mika
tekee vaikeaksi arvioida optimaalista proteiinierargia (Layman 2002). Kuitenkin
nayttaa silta, ettd alle 10 grammaa aminohappojgooniittdvd maaréa stimuloimaan

proteiinisynteesia seka levossa ettd harjoituk$eeyyglessa (Rennie ym. 2004).

Koko kehon typpitasapainon tarkasteleminen on oltyypillinen tapa tutkia
proteiinimetabolian muutoksia. Koko kehon protaiietabolian mittaaminen ei
kuitenkaan anna niin yksityiskohtaista tietoa kyksittaisten proteiinien mittaaminen.

Koko kehon proteiinimetaboliassa heijastuu kaikkedimten ja kudosten keskiarvo ja



17

eri elimilla ja kudoksilla on hyvinkin yksiléllinemproteiiniaineenvaihdunta. Nykyaan
tutkimus on painottunut entista tarkempien mendatim ansiosta yksittaisten
proteiinien tarkasteluun. (Short & Nair 2000.) esti kaytetaan mittausta, jossa
lihasbiopsian, laskimo-valtimo -katetroinnin sek&rkatun aminohapon infuusion

avulla saadaan selvitetyksi juuri tietyn lihakseatgiinimetabolia (Nair ym. 1988).

Proteiinin tarpeeseen vaikuttavat kokonaisenergams, likunnan intensiteetti, kesto
ja muoto, ravinnon proteiinin laatu, harjoitteluséay sukupuoli, ika ja ruokailun ajoitus
(Lemon 2000). Liikuntasuorituksen aikaisesta ersergiotosta keskimaarin 3-6 %
saadaan proteiineista (Maughan & Burke 2002, 28pis¥sti ottaen lisdantynyt

likunnan intensiteetti ja kesto lisdavat myos piioin kayttda energiaksi (Hargreaves
& Snow 2001; Lemon 2000). Miehilla tehtyjen typgiggainoon perustuvien
tutkimusten perusteella on arvioitu, ettd voimati#tglijoilla proteiinin tarve on noin

100 % suurempaa ja kestavyysliikuntaa harrastavitan 50-75 % suurempaa
verrattuna normaalivdestdoon. RDA-arvoina ilmaistunkyseiset suositukset
voimaharijoittelijoille ovat siis 1,6-1,4 g/kg ja %évyysurheilijoille 1,2-1,4 g/kg.

(Lemon 2000.) Voimaharijoittelijoilla lisays peruatlisaéntyneeseen proteiinisynteesiin
ja suuren lihasmassan yllapitoon, kun puolestaatékgysurheilijoilla lisdys perustuu
osin lisdantyneeseen proteiinin kayttoon energigksosin lihaskudoksen yllapitoon

(Tarnopolsky ym. 1992).

Eldinkokeiden perusteella liian alhainen seka stivdiian suuri proteiininsaanti
heikentdaa immuunitoimintaa (Venkatraman & Penddag2862). Suuri proteiinin saanti
my0s liséa kehon happamuutta ja siten voi heikeakatisti suorituskykya, jos hyvin
proteiinipitoista ravintoa nautitaan harjoitustaek@vina pdaivind ja erityisesti jos
samaan aikaan hiilihydraattien saanti on vaha@ughan ym. 1997). Tutkimuksissa
on lisédksi havaittu, ettd proteiinin saanti korrelonegatiivisesti veren
testosteronipitoisuuksien kanssa, mikd osaltaatta@iisiihen, etteivat suuret maarat
proteiinia ole suositeltavia urheilijoille. Tosinegatiivinen korrelaatio saattaa myos
viitata testosteronin reseptorisitoutumisen lisgdgeen. (Sallinen ym. 2004; Volek
ym. 1997.) Toisaalta kuitenkin proteiinin aiheuttakyllaisyyden tunne on suuri (Hall
ym. 2003) ja proteiinilla tiedetddn olevan suurimimen vaikutus (Lambert ym. 2004).
Laihdutuksen aikana runsas proteiinin saanti nakitéolevan hyodyksi vahentamalla

kehon rasvan maaraa ja yllapitamalla rasvatontarkgrainoa verrattuna normaaliin
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proteiinin saantiin (Piatti ym. 1994). Lisaksi rass proteiinin saanti nayttaa

edesauttavan painonhallintaa laihdutuksen jalkéégsterterp-Plantenga ym. 2004).

3.3 Proteiinivalmisteet - hera

3.3.1 Proteiinivalmisteet yleisesti

Proteiinivalmisteita l0ytyy paasaantoisesti kolngessiodossa: 1) kokonaiset proteiinit,
joihin lukeutuvat esimerkiksi maidon kaseiini ja lymeptidiketjut yleisesti, 2)
proteiinihydrolysaatit, jotka koostuvat di- ja tejptideista seka vapaista aminohapoista
sekd 3) vapaat aminohapot (Colgan 1993, 159). Kasdaitkimuksessa kaytetty
heraproteiini kuuluu maitoproteiineihin, jotka va#h kokonaisuudessaan jaotella 1)
kokomaitoproteiineihin, 2) heraproteiineihin, 3)skéineihin tai kaseinaatteihin ja 4)
ternimaitovalmisteisiin (Hoffman & Falvo 2004). Mdinoilla olevia proteiineja on
saatavilla proteiinijauheina (proteiinia 30-100 %patukoina (noin 25 g

proteiinia/patukka), valmiina juomina, tablettejaskapseleina (Manninen 2002, 67).

Urheilijoiden keskuudessa yleisesti kaytdssa olepiateiinivalmisteita ovat muun
muassa hera, kaseiini (kaseinaatti), ternimaitowsést, soija ja yksittdiset aminohapot
seka niiden yhdistelmat. Lisaksi valmisteiden V@libn eroa valmistustavan suhteen.
Erilaiset valmistustekniikat vaikuttavat muun muadsiotteen sisaltaman proteiinin
maaraan, kuinka hyvin kokonaiset proteiinit ovatlys&et ja kuinka paljon tuote
siséltda suojaravintoaineita, rasvaa, laktoostah&aa. Markkinoilla on saatavissa seka

proteiinikonsentraatteja, -hydrolysaatteja ettdeistieja. (Hoffman & Falvo 2004.)

3.3.2 Heraproteiinit

Hera on sekoitus useita eri proteiineja ja pepdidgpita ovat muun muassa
laktalbumiini, B-laktoglobuliini,  immunoglobuliinit,  lysotsyymi,  kioferriini,
laktoperoksidaasientsyymi, glykomakropeptidit, @ddi ja mineraalit. Nimitys
heraproteiini tai hera tarkoittaa siis yleensa taseri heraproteiineja. (Marshall 2004.)

Maidon proteiineista noin 20 % on heraa ja 80 %eka® (Hoffman & Falvo 2004).
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Heran proteiineilla ja peptideillda on monia tervelfd edullisia vaikutuksia mm.
immuniteetin, painonhallinnan seka oksidatiivistewrioiden ehkéisyn suhteen (Ha &
Zemel 2003).

Heran valttaméttdmien aminohappojen pitoisuus amigWalzem ym. 2002) ja lisaksi
heran aminohapot imeytyvat ja hyddynnetdan tehcaktkaeerrattuna esimerkiksi
kaseiiniin tai kaseiinin sisdltba vastaavaan vaparhinohappoja sisaltavaan liuokseen
(Daenzer ym. 2001). Verrattuna muihin proteiinigibiin herassa on myds suuri
pitoisuus haaraketjuisia aminohappoja eli leusjimsaleusiinia ja valiinia, jotka ovat
eriyisen tarkeita tekijoitd kudoksen kasvussa jgakiksessa (Marshall 2004). Leusiini
erityisesti on keskeinen tekija proteiinisynteesanslaation initiaatiossa (Anthony ym.
2001). Heraa pidetadnkin yleisesti parhaimpana epnithteena sen
aminohappokoostumuksen, sekoituksen helppoudenjvpyden nesteend, maun, ja

nopean imeytymisen vuoksi (Manninen 2002, 70).
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4 SOLUJEN VIESTINVALITYS JA SOLUSYKLI

Monisoluisen eliobn kehitys yksisoluisesta nykypéivéakteeria muistuttavasta
organismista kesti fossiilitutkimusten perusteailgin 2,5 miljardia vuotta. Yhdeksi
syyksi tahan hitaaseen kehitykseen arvellaan tgkko solujen valisten
kommunikointimekanismien kehittdmisen vaikeutta.mé& mekanismit ovat pitkalti
riippuvaisia ekstrasellulaarisista (solun ulkopsistia) signaalimolekyyleistd, joita solut
tuottavat valittddkseen viestia naapurisoluille t@uempana sijaitseville soluille.
Solujen valinen kommunikointi on siis seuraust&glltsesta kehityksesta ja sisaltaa
yleensd seuraavat vaiheet: signalointimolekyylin éynteesi ja (2) eritys viestia
valittavasta solusta; (3) signaalin kuljetus koludiesn; (4) signalointimolekyylin
sitoutuminen spesifiin reseptoriproteiiniin, jok&tigoituu; (5) aktivoidun reseptorin
aiheuttama yhden tai useamman signaali-transdektiior (Signaalin etenemisreitin)
kaynnistys; (6) spesifit muutokset solun toiminasaetaboliassa ja kehityksessd; ja (7)
signaalin poistaminen, joka usein lopettaa solwast (Alberts ym. 2002, 831; Lodish
ym. 2004, 534.)

Tassa kappaleessa kasitellaan tdman tyon kanresdkeisia solujen toimintaan liittyvia
tapahtumia ja tekijoita yleisella tasolla. Ensiteskastellaan solujen valista signalointia,
minka jalkeen siirrytdén solujen sisaisiin signatonekanismeihin ja lopuksi kaydaan

solusyklin perusperiaatteet lapi.

4.1 Solujen valinen signalointi

4.1.1 Solusignaloinnin mekanismit

Ihmisella solujen, kudosten ja elinten valista diesiirtoa koordinoivat
saatelyjarjestelméat voidaan jakaa endokriiniseearalgiiniseen ja autokriiniseen
saatelyyn. Endokriininen jarjestelma tuottaa umpirauhasissa hormoneita eli
biokemiallisia viestiaineita verenkiertoon, jonkailityksella ne vaikuttavat hyvin

etaallakin sijaitseviin kohdesoluihinsRarakriinisessaerityksessa viestiaine saatelee
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viereisten solujen toimintaa, kun puolestaartokriinisessaerityksessa solu saatelee
solukalvon reseptorien kautta omaa toimintaansahoKe toimintaa s&éateleviin
jarjestelmiin kuuluvat my6s neuraalinen (spesifiatou parakriinisesta saatelysta) ja
neuroendokriininen (spesifi muoto endokriinisestditslystd) saatelyNeuraalisessa
saatelyssa hermosolu erittda paikallisesti hermostittdjaaineita, kun puolestaan
neuroendokriinisessaaatelyssa hermosolu erittéda viestiaineita veegtdon. Solujen
vélinen viestinta voi tapahtua my6s suoran fyysikentaktin avulla ja solujen vélille
voi muodostua liitoksia solukalvot lapaisevan karakautta. (Guyton & Hall 2000,
836; Heino & Vuento 2004, 223.)

Endokriininen jarjestelmé ja hermosto koordinoigatujen kayttaytymistd, ja koska
endokriininen jarjestelma on riippuvainen diffuusti ja veren virtauksesta, on saately
suhteellisen hidasta. Yleensakin ekstrasellulaarisignaalien aiheuttamien vasteiden
nopeus riippuu mekanismista, jolla signaalia vél#@ seka siitd, minka tyyppisesta
vasteesta on kyse. Jos kyse on pelkastaan jo adijggsevien proteiinien muuntelusta,
voi vaste tapahtua sekunneissa tai jopa millisekissa. Jos kyse on geenien
ilmentymisen muutoksista ja uusien proteiinien vatoksesta, kestdd vasteen
havaitsemisessa yleensa vahintdan tunteja riipgamsignaalin valittymistavasta.
(Alberts ym 2002, 835.)

4.1.2 Signaalimolekyylit — hormonit ja kasvutekijat

Solujen erittamét signaalimolekyylit voivat ollekemteeltaan muun muassa proteiineja,
pienia peptidejd, aminohappoja, nukleotideja, stieja, rasvahapon johdannaisia tai
liuenneita kaasuja kuten typpioksidi. Tarkalleenta®h nimityksella hormoni
tarkoitettiin ennen pelkastaan endokriinisesti udtikvaa viestiainetta, mutta nykyaan
merkitys on laajentunut kasittdmaan myos muillaotayparakriinisesti, autokriinisesti
ja solun sisdisesti) vaikuttavia viestiaineita. t€akin paikallisesti vaikuttavista
valittdjaaineista kaytetaan solubiologiassa yleiseaniakasvutekijggrowth factor) ja
kyseista ilmaisua kaytetddn myds tassa tydssa. nhahi immunologisessa
tutkimustyossa loytyneitéa valittdjaaineita kutsutaaytokiineiksi Kasvutekijan ja
sytokiinin valinen ero kertookin enemman valittéjéeen |0ytohistoriasta kuin
toimintatavasta tai muista ominaisuuksista. On lsiltbmattava, etta raja endokriinisesti

ja parakriinisesti vaikuttavien tekijoiden valika ole jyrkka ja erailla kasvutekijoilla on
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my0Os endokriinisia vaikutustapoja. (Alberts ym. 20@32; Borer 2003, 1; Heino &
Vuento 2004, 223-224.)

Hormonit

Elimiston useilla hormonisysteemeilla on hyvin mgdksellinen rooli monien
elintoimintojen saatelyssa mukaan lukien aineerdiaibe, kasvu ja kehitys, vesi- ja
elektrolyyttitasapaino, lisdéantyminen ja kayttayigem. Kemiallisen luonteensa
perusteella hormonit voidaan jaotella kolmeen p&&déan: (1) proteiinit ja polypeptidit,
joita eritetdan aivolisdkkeen etu- ja takalohkogdtaimasta, lisakilpirauhasesta seka
useista muista paikoista ja joihin lukeutuvat inieulja glukagoni; (2) steroidit, joita
eritetddn lisimunuaisten kuorikerroksessa, murassay, kiveksissa seka kohdussa ja
joihin lukeutuvat testosteroni ja kortisoli; ja (&minohappo tyrosiinin johdannaiset,
joita eritetdan kilpirauhasesta seka lisamunuajginkerroksesta ja joihin lukeutuvat

tyroksiini ja trijodityroniini. (Guyton & Hall, 839

Suurin osa kehon hormoneista on polypeptideja jatepneja. Ne syntetisoidaan
solulimakalvostossa yleensa ensin suurempina pretea, jotka eivat ole biologisesti

aktiivisia  (preprohormoneing  mink&d jalkeen ne pilkotaan pienemmiksi
prohormoneiksiNama puolestaan kuljetetaan Golgin laitteesexsaj ne varastoidaan
eritysvesikkeleihin ja pilkotaan aktiivisiksi hormeiksi. Vesikkelit varastoidaan syto-
plasmassa ja usein ne ovat kiinnittyneena solukaly&unnes niiden eritysta tarvitaan.
Steroidihormonit syntetisoidaan umpierityssoluisgdaensa kolesterolista, eika niita
sdilota. Koska ne ovat hyvin rasvaliukoisia, nealépvat valmistumisensa jalkeen
solukalvon ja paatyvat verenkiertoon. Tosin hyvieng maarid steroidihormonia
saatetaan varastoida, mutta sita erittdvassad soloss puolestaan suuret varastot
kolesterolia, joka voidaan mobilisoida nopeasti ra@thsynteesiin stimulaation

seurauksena. Hormonien eritykseen johtava stimaolagbi olla hormonaalinen,

neuraalinen tai metabolinen. (Guyton & Hall, 837.)

Endokriiniselle jarjestelmélle on tyypillistda patagaately. Vaikka hormoneiden
pitoisuudet plasmassa saattavat vaihdella paljop&iméan mittaan, niiden eritys on silti
tarkkaan saadeltya. Useimmiten pitoisuutta sadielldegatiivisen palautteen kautta,
jossa lisdantynyt hormonin pitoisuus inhiboi setkqaritystd. Joissain tapauksissa

hormonien pitoisuutta saadellddn positiivisen pidem kautta, jolloin puolestaan
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hormonin biologinen aktiivisuus lisda hormonin tgritista. (Guyton & Hall 2000, 839.)
Hormonien synteesia ja eritysta saéatelee paljonsnmydut hormonit. Lisaksi hormonin
maarad saadellddn translaation jalkeisella hormanodifioinnilla, jossa eritetty
inaktiivinen hormoni muutetaan aktiiviseen muotod@isaalta biologisesti aktiivinen
hormoni voidaan myds muuttaa joissain kudoksissésnwiestimolekyyleiksi, kuten

testosteroni estrogeeniksi. (Borer 2003, 9-12.)

Hormoneiden pitoisuudet veressa ovat hyvin piegléensa noin 18-10%2 mol/l.
Hormoneita eritetddn yleensé jaksottaisesti, janboin biologinen vaikutus voi olla
jopa painvastainen, kun sita eritetddn jatkuvadeimmat proteiini-, peptidi- ja
amiinihormonit ovat veteen liukenevia ja ne kiedtiweressa liuenneena plasmaan.
Kasvuhormoni, steroidihormonit ja kilpirauhashormdaertavat veressa paaasiassa
sitoutuneena kuljetusproteiineihin (yleensa yli @@senttisesti), ja pieni osa (yleensa
alle 10 prosenttia) niistd puolestaan kiertdd vapaga biologisesti aktiivisena.
Yleisimmin kuljetusproteiineina toimivat erilaisgtobuliinit ja albumiini. Hormonien
kuljetus sitoutuneessa muodossa pidentad niidekutvssiaikaa, mutta toisaalta myods
jotkut sitojaproteiinit saattavat helpottaa protaii sitoutumista reseptoriinsa. (Borer
2003, 12-13; Guyton & Hall 2000, 839-840.)

Kasvutekijat

Kasvutekijat vaikuttavat nimensa mukaisesti soluasvkiun seka jakautumiseen
(proliferaatioon) ja erilaistumiseen. Rakenteeltaanovat proteiineja ja syntetisoinnin,
erityksen seké veressa kuljetuksen suhteen niitlevat padosin samat tekijat kuin
proteiini- ja peptidihormoneille on edelld kuvattdotkut kasvutekijat vaikuttavat
tiettyihin soluihin stimuloimalla niiden jakautunés kun taas toisiin soluihin ne
vaikuttavat inhiboiden (estden) jakautumista. Pstalen jotkut kasvutekijat voivat
stimuloida jakautumista tietyssd konsentraatiosaa irjhiboida toisessa. Useilla
kasvutekijoilla vaikutustapa riippuu siis olosubtaija solutyypista. (Alberts ym. 2002,
1015.)

Kasvutekijat saatelevat toistensa ilmentymistéaojaténsa reseptorien ilmentymista ja
siten vaikuttavat muiden kasvutekijoiden vaikutubdwllisuuksiin. Tietyt hormonit
voivat myds toimia kasvutekijoiden saatelyssa (nvienng ym. 2007; Liu ym. 2003) ja

tatd aihealuetta koskeva tutkimus tuokin kokoajasdél tietoa. Yksittaisten
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kasvutekijoiden vaikutusta voi olla vaikea eritelighteisvaikutuksesta ja usein
puhutaankin kasvutekijiverkostosta. Toisaalta pgetnisten hiirien tutkimus on
osoittanut, etté useilla kasvutekij6illa on tarkaajoitettuja vaikutuksia, joissa ne eivat
ole korvattavissa muilla kasvutekijdilla. Kasvuiékien pitoisuus paikallisina
valittajaaineina on tyypillisesti 1810 mol/l. Kasvutekijdiden aiheuttamat vasteet
tapahtuvat yleensa tuntien kuluessa ja usein &awit monien solunsiséisten
signalointireittien  aktivoitumista, mik&a lopulta htaa muutokseen geenien
iimentymisessa. (Heino & Vuento 2004, 227-228; Aibgm. 2002, 871.)

4.2 Solujen siséiset signalointireitit

Signaalimolekyylin sitoutuminen reseptoriinsa aBtiv  solunsisaiset
viestinvalitysmekanismit. Tiedonsiirron tarkoitukseon vaikuttaa solun toimintaan, ja
usein se edellytté& geenien ilmentymisen uudeléggnalya. Reseptorien aktivoituminen
aiheuttaa siis solun tumassa geenien transkriptici@televien proteiinien
aktivoitumisen. (Heino & Vuento 2004, 224.) Useirsea tapauksissa reseptori
sijaitsee solukalvolla, mutta se voi myos sijaibéus sisélla sytoplasmassa tai tumassa.
Jos reseptori sijaitsee solun sisalla, taytyy sagnmelekyylin olla riittdvan pieni tai
hydrofobinen (vettd hylkiva) lapaistdkseen solukalv Proteiinien ja polypeptidien
reseptorit sijaitsevat yleensa solukalvolla, kunlpstaan steroidien reseptorit sijaitsevat
solun sisalla sytoplasmassa tai tumassa. (Albent2§02, 833; Guyton & Hall 2000,
840.) Reseptorisitoutumisen aiheuttamat solun&sassgnaalit valittyvat erilaisilla
nopeuksilla. Valittdbmia tai nopeita vasteita ovaingerkiksi ionikanavien avautuminen
tai fosfaattiryhmien siirtdminen. Hitaammat taiwaella tapahtuvat vasteet liittyvat
yleensa transkriptioon, josta on esimerkkind resegpt ekspression lisddminen.
(Mooren & Volker 2005, 130.) Tahtaimenda on solutoitojen tai fenotyypin (ilmiasun)
pitkdaikainen adaptaatio (Berridge 1997).

Solunsiséiset signaalikaskadit eli vesiputousmgisesenevat signaalinsiirtoreitit
koostuvat useista proteiineista, jotka toimivat getéaatteiltaan kahdella tavalla: (1)
entsyymeina tuottaen solunsiséisia toisiolahettaj&(2) aktivoivien fosfaattiryhmien

luovuttajina tai vastaanottajina. Proteiinien revibeli fosforyloiminen edustaa
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merkittdvaa toimintamekanismia, jolla valittajaane sitoutuminen reseptoriin
muutetaan soluvasteeksi. Solunsisdinen signaloirghdollistaa saapuvan signaalin
muuntelun vahvistuksen, herkkyyden ja hajaantumms&alta. Ligandin sitoutuminen
reseptoriin aiheuttaa solussa yleensd useiden Isigtigeittien aktivoitumisen, jotka

& Volker 2005, 130.)
4.2.1 Solunsisaiset toisiolahetit

Solunsisdinen tiedonsiirto tapahtuu usein protefinivalitykselld, mutta viestin
eteenpain viemiseen osallistuvat myos erdat piengblaheteiksi kutsutut molekyylit.
Ne muodostuvat tai aktivoituvat ligandin sitoutueessseptoriinsa ja toimivat signaalin
vahvistajina. Yleisimpiin toisiolahetteihin kuuluvasyklinen adenosiinimonofosfaatti
(cAMP), syklinen guanosiinmonofosfaatti (cGMP), gdigliglyseroli  (DAG),
inositolitrifosfaatti (IR) ja kalsiumioni (Heino & Vuento 2004, 224; Moor&nVolker
2005, 130.)

Esimerkiksi IR séaatelee solunsisdisen kalsiumin vapauttamista. rBeodostuessa
vapautuu solun sisélla toinen toisiolahetti, didigyyseroli (DAG), joka aktivoi suoraan
proteiinikinaasi C:tda (PKC). H%signalointi on osallisena useiden hormonien,
kasvutekijoiden ja hermoston valittdjaaineiden aiteamissa vasteissa. Kalsiumin rooli
solunsisdisend toisiolahettind perustuu sen s&iatelpanomolaarisella tasolla.
Muutokset solunsisaisessa kalsiumkonsentraatiosswatv aiheuttaa monenlaisia
soluvasteita mukaan lukien solunjakautuminen, lilkus, sytokiinien erittyminen ja
muutokset geenien ilmentymisessa. Kalsiumin aibeudt muutokset vaikuttavat myds
apoptoosin eli ohjelmoidun solukuoleman saéatelyooren & Vélker, 134.) C&:n
signalointireiteissa tarkeita tekijoitd ovat kalsia sitova proteiini kalmoduliini ja
seriini/treoniini-kinaasi kalsineuriini, jotka puesdtaan aktivoivat transkriptiotekija
NFAT:ia (nuclear factor of activated T-cells). (Mea & Volker 2005, 131-134.)

Aihetta kasitellaan lisaa viela kappaleessa 5.3.2.
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4.2.2 Fosfaattiryhmien siirto

Aminohappojen sivuketjujen fosforyloiminen kinaasieavulla on p&&asiallisin
entsyymiaktiivisuuksia ja solunsisdisia signaakmeimisreitteja saatelevad mekanismi.
Fosforylaatio on dynaaminen ja reversiibeli tasappiosessi, jonka tasoa
tasapainottavat tietyt fosfataasit, jotka ovat wassa joko seriini/treoniini- tai
tyrosiinitdhteiden defosforylaatiosta. Signaalirremisen tehokkuuden kannalta on
tarkedd, etta kinaasien ja fosfataasien toimintahgwin integroitu ja koordinoitu.
Yleisid kinaaseja ja fosfataaseja ovat proteiirakisi C, proteiini seriini/treoniini
fosfataasi, proteiini tyrosiinikinaasi, proteiiyirosiinifosfataasi, pienet GTPaasit / Ras-
proteiinit seka MAP-kinaasit (Mooren & Voélker 200634)

Esimerkkina mainittakoon MAP-kinaasit (mitogen-aated protein kinases). Ne ovat
hyvin tarkeitd geenien transkription ja aineenvaiithn saatelijoitd, jotka aktivoituvat
luurankolihakseen kohdistuvan oksidatiivisen, esettisen tai mekaanisen stressin
seurauksena (Kramer & Goodyear 2007). Yleisesteottniiden toiminta voidaan
yhdistda kasvuun ja erilaistumiseen (Roux & Blet(94). Erilaisia MAP-kinaaseja on
l6ydetty yli 20 ja ne muodostavat superperheerkggésenet voidaan luokitella neljaan
eri ryhmaan: (1) ERK 1 ja 2 (extracellular signedilated kinases, ERK1/2), (2) p38
MAPK (3) JNK (c-Jun NH2-terminal kinases) ja (4) ERtai BMK (big MAP kinase).
(Kramer & Goodyear 2007; Mooren & Volker 2005.)

4.3 Solusykli

Solusyklilla tarkoitetaan intervallia kahden onaoisten solunjakautumisen (mitoosin)
valilla, mink& seurauksena saadaan kaksi tytarsdBedusyklin perustehtdva onkin
kahdentaa (replikoida) solun kromosomien DNA jattew kopiot kahdeksi tarkalleen
samanlaiseksi tytarsoluksi. DNA:n kahdentuminepatduu S-vaiheessa (S sanasta
synteesi), jota seuraa kromosomien erottelu ja akautuminen eli M-vaihe (M
sanastamitoosi). Useimmat solut, kuten ihmisenkin solutyvisevat kuitenkin paljon
enemman aikaa kasvaa ja kaksinkertaistaa niideteignen ja soluorganellien massa

kuin mitd DNA:n kahdentuminen ja solunjakautuminegrativat. Osittain tasta syysta
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solunjakautumiseen kuuluu ylimaaraiset valivaihe@t:vaine (G sanasta@ap) M-
vaiheen ja S-vaiheen valissa sekav@ihe S-vaiheen ja M-vaiheen valissa. (Alberts ym.
2002, 985.)

Valivaiheiden merkitys solulle ei ole pelkasta&@tjan antaminen kasvuun. Ne antavat
solulle my6s lisééa aikaa tarkkailla sen siséistélkmista ymparistda ja varmistua, etta
olosuhteet ovat sopivat seka tarvittavat valmistefusaatettu loppuun ennen kuin solu
siirtyy peruuttamattomasti S- tai M-vaiheeseen-v@ihe on tdssd mielessa erityisen
tarked. Sen pituus voi vaihdella suuresti riippyempariston olosuhteista seké muista
soluista saapuvista signaaleista. Jos solun ulkizgtioolosuhteet ovat epasuotuisat,
solut viivyttavat siirtymistéd Gvaiheesta eteenpdin, ja ne voivat myds asettu@nika
kuin solusyklin ulkopuolelle, eli ne siirtyvat leflaan, jossa ne eivat valmistaudu
seuraavaan solunjakautumiseen. Tata tilaa kutsuBgasaiheeksi. (Alberts ym. 2002,
985-986.)

Sykliinit saatelevat solusyklin vaiheita

Sykliinit ovat proteiineja, joilla on keskeinen as® solusyklin lapiviemisessa. Eri
sykliinit ilmentyvat vain tietyssd vaiheessa soklgy Talloin ne aikaansaavat
muutoksen juuri halutussa solusyklin vaiheessa. 8lamme aktivoivat seuraavassa
vaiheessa tarvittavat proteiinit ja myds oman tahousensa. Sykliinit saatelevat solun
toimintaa sitoutumalla Cdk-proteiineihin (cyclinfmEndent kinase), joiden aktiivisuus
nousee ja laskee solusyklin edetessa. Sykliset okset sykliinitasoissa aiheuttavat
kullekin vaiheelle tyypillisten sykliini/Cdk-yhdigiien muodostumisen, mika
puolestaan toimii sykayksena solusyklin etenemase$olusyklin saately tapahtuu
paaperiaatteiltaan siis fosforyloimalla solun piiogga ja siten ohjaamalla niiden
toimintaa. Kuviossa 2 (seuraavalla sivulla) oneggitsolusykli seka siihen vaikuttavia
sykliineja ja Cdk-proteiineja. (Alberts ym. 20083 Heino & Vuento 2004, 251.)
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Syklini B
Cdk 1

Sykliini A
Ck 2 M

KUVIO 2. Yksinkertaistettu esitys solusyklista sedignen
vaikuttavista sykkista ja Cdk-proteiineista (mukaeltu
Mooren & Voélker 2005)

Sylling O
Cdk 4/6

Tutkimukset ovat osoittaneet, etta sykliinin sitominen Cdk-proteiiniin paljastaa
Cdk:n aktiivisen kohdan, mika osittain aktivoi Cudk:Kuitenkin taysi aktivaatio
tapahtuu vasta, kun sykliini/Cdk-yhdistyméa aktiveash erillisella CAK-kinaasilla
(Cdk-activating kinase). Yhdistyman toimintaa puwstdan estavat solysyklin
inhibiittoriproteiinit, CIK:t (Cdk inhibitos). Niii ovat muun muassa p16, p21 ja p27,
jotka toimivat G- ja S-vaiheissa. Ne ovat solusyklin keskeisia edgfkijoitéa, jotka
valittdvat solunjakautumista estavia viesteja jaumumuassa TGB:n vaikutusta
solusykliin. Lisaksi muun muassa p2l1 edistdd solugrilaistumisen aloitusta.
Solusyklin saatelyssa hyvin merkityksellisia ovayd®s entsyymikompleksit SCF ja
APC, jotka aiheuttavat spesifisten solusyklin ditakijoiden proteolyysin (hajoamisen)
ubikitiinin  vélityksella, mika puolestaan panee luuseita kriittisia tapahtumia
solusyklissa. (Alberts ym. 2002, 994-995; Heino &evito 2004, 251; Malumbres ym.
2000.)



29

5 LUURANKOLIHASTEN MASSAAN VAIKUTTAVAT
SOLU- JA MOLEKYYLIBIOLOGISET TEKIJAT

In vitro ja in vivo -tutkimukset viittaavat siihen, etta nisakkaidemurbhnkolihasten
kasvuun eli hypertrofiaan vaikuttaa merkityksettisnin kaksi erillista saatelyprosessia.
Ensimmainen on anaboliset prosessit, jotka ovatardéttomia lihassolujen (myofiber)
kasvuun vaadittavien proteiinien muodostumiseen.indfo puolestaan kasittaa
satelliittisolujen proliferaation, mika nayttdad e valttmatonta kasvavien
lihassolujen tumien lukumaaran lisaéadmiseen. (Aljem, 1995; Rosenblatt ym. 1994,
Salleo ym. 1983; Schiaffino ym. 1972; Schiaffino .ym976; Snow 1990.)
Lurankolihasten massa méaaraytyy lopulta anaboligksmertrofiaan vaikuttavien) ja
katabolisten (atrofiaan vaikuttavien) prosessieteigvaikutuksesta. Naiden prosessien
osalta tama kappale kasittelee olennaisimpien galurolekyylibiologisten tekijéiden
mekanismit ja vaikutukset. Ravinnon ja voimahayk#en vaikutuksia anabolisiin ja
katabolisiin prosesseihin proteiinien synteesinhfgoamisen osalta kasitellaan viela

kappaleessa 6.

Yleisesti ottaen luurankolihaksen massaan vaikattaekijat kasittdd suuren maaran
erilaisia saatelytekijoitd, jotka toimivat vuorokatuksessa keskenaan. Iso osa
kyseisista saatelytekijoista on varmasti vield ig@mattakin. Viimeaikainen kehitys
solu- ja molekyylibiologisissa menetelmissa on é&nkin vauhdittanut luurankolihaksen

massan saatelyn ymmartamista.

5.1 Luurankolihasten rakenteelliset tekijat

5.1.1 Luurankolihas ja sen rakenne yleisesti

Luurankolihas on hyvin muuntautumiskykyistd kudoske pystyy muuttamaan sen
toiminnallisia, rakenteellisia ja metabolisia omgwaksia vasteena neuromuskulaarisen
aktiivisuuden maaran ja toimintatavan muutoksiim edsteena aktivaatiolle ja/tai

kuormitukselle (Roy ym. 1991). Kaikkiaan luurankakseen kohdistuviin muutoksiin
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vaikuttavat mekaaniset, hormonaaliset ja ravitsesalliket tekijat (Harridge 2007) ja
naistd muutoksista kaytetaan yleisesti terrmadaptoituminen eli lihas sopeutuu
suoriutumaan sen tyyppisesta fyysisesta aktiiviestal jota siltd vaaditaan (Goldspink
& Harridge 2003). Esimerkiksi voimaharjoittelun sauksena tapahtuu normaalisti
lihassolujen hypertrofiaa seké voiman kasvua, laas kestavyysharjoittelu tyypillisesti
lisad mitokondrioiden ja kapillaarien tiheyttad IKs@ssa vaikuttaen joko véahan tai ei
ollenkaan lihaksen kokoon (MacDougall 2003). Pual@s jos lihasta ei kuormiteta
normaalisti esimerkiksi pitkittyneen vuodelevon taimobilisaation takia, tapahtuu
lihaksen atrofiaa (lihaksen poikkipinta-ala pier@ng muun muassa sitd kautta myos
heikkenemistd. Kuormituksen tai kayttamattomyyderaikwtukset kohdistuvat

spesifisesti niihin lihaksiin, joita muutos koskédarridge 2007.)

Valmis luurankolihas koostuu lihasfiibereista ahassoluista tai -syista, jotka ovat
hyvin isoja ja monitumaisia soluja. Halkaisijaltaax® ovat noin 20-10Qum ja
sauvamaisista supistuvista komponenteista, mytélsta, jotka ovat halkaisijaltaan
noin 1-2 uym, ja joita ymparoi sarkoplasminen kalvosto. Myadfllh koostuvat
proteiiniflamenteista, jotka ovat jarjestaytynsatkomeereiksi kutsuttuihin yksikkaihin.
Sarkomeerit puolestaan muodostuvat useista pretsig jotka ovat mukana joko
suoraan lihassupistukessa tai sitten rakenteelligiroteiineina. Kaksi merkittavinta
lihassupistukseen osallistuvaa proteiinia ovat ikgia myosiini. Lihassupistuksen
aikana aktiini- ja myosiiniflamenttien valille mdostuu poikittaissiltoja ja filamentit
liukuvat lomittain, mika vaatii energiaksi ATP:f@Goldspink & Harridge 2003; Nelson
& Cox 2000, 235.)

Myosiinin raskasketjut, MyHC

Kuten jo todettiin, myosiini on lihaksen supistuvakomponentin keskeinen
rakenneproteiini, joka toimii my0s entsyyminad vajpamnalla ATP:sta energiaa
lihassupistusta varten. Lihassolujen nopeus jaidifgerustuvat myosiinin kapasiteettiin
pilkkoa ATP:td. Myosiinin ominaisuuksiin vaikuttavaen kuusi alayksikkéa, joista
kaksi on niin kutsuttuja raskasketjuja (MyHC). (Bleh & Cox 2000, 233-238.)
Aikuisen ihmisen luurankolihaksessa ilmentyy kolmedaista MyHC:ta: MyHC-I,
MyHC-lla ja MyHC-IlIx. Lihassolut, joissa ilmentyy ¥HC-I:t4, ovat hitaimpia.

MyHC-lla solut voivat olla kolmekin kertaa nopeampiuin MyHC-I:t4 ilmentéavat
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solut, ja puolestaan MyHC-IIx solut ovat naistakkain nopeimpia. Lisaksi elaimilla
iimentyy llb-tyypin MyHC:t4, joka vastaa ihmisenxityyppid, mutta on vield
nopeampi. (Goldspink & Harridge 2003.) Osa ihmikassoluista ilmentda useampaa
kuin yhta MyHC:n muotoa eli on niin sanotusti hylsbituja (Putman ym. 2004).
Lihassolujen MyHC-koostumus on kuitenkin tarkeinhaksolun supistuksen

ominaisuuksiin vaikuttava tekija (Talmadge 2000).

5.1.2 Satelliittisolut

Satelliittisolut ovat lihaksen kantasoluja, jotkavab osittain vastuussa syntyman
jalkeisesta lihasten kasvusta, vaurioiden korjastiesga lihaskudoksen yllapidosta. Ne
vastaavat lihassolujen tumien lukumaaran lisdandisébaskasvun yhteydessa seka
lihassolujen uusiutumisesta vaurioiden korjaukseteydessa. Satelliittisolut sijaitsevat
lihassolujen ulkopinnalla tyvikalvon ja sarkolemmailissé. Normaalisti satelliittisolut
ovat lepotilassa, eivatka talldin ole mitoottisesdktiivisia. Kuormituksen tai
lihasvaurion yhteydessa ne aktivoituvat ja siirtyedlusykliin eli lapikayvéat useita
solunjakautumisia. Naitd solunjakautumisen seumks syntyneitéa tytarsoluja
kutsutaan myogeenisiksi prekursorisoluiksi tai mgeteiksi, jotka puolestaan
lapikayvat solunjakautumisia, minka jalkeen ne wabivsulautua lihassoluihin.
Satelliittisolut myds uusivat itsedaan, ja aktivaidwsatelliittisolun erilaistumista ja
sijoittumista saatelevatkin useat tekijat. (Seal®@&dnicki 2000; O’Connor & Pavlath
2007.)

Myogeeniset saatelytekijat

Myogeeniset saatelytekijat (myogenic regulatory tdexs; MRFs) ovat MyoD-
perheeseen kuuluvia bHLH transkriptiotekijoitd, kgt ohjaavat satelliittisolujen
aktivointia ja erilaistumista. Primaariset MRF:t My ja Myf5 vastaavat myoblastien
erilaistumisvaiheeseen siirtymisesta ja lihassatuiittymisesta, kun taas sekundaariset
MRF:t myogeniini ja MRF4 vastaavat myoblastien Idipasta erilaistumisesta.
Lepotilassa olevissa satelliittisoluissa ei ole d&t#u MRF:ien ekspressiota.
Lihasvaurion yhteydessa MyoD:n ekspressio satedbiuissa lisdantyy nopeasti (12
tunnin kuluessa) ja myogeniinin ekspression lisgaimen tapahtuu puolestaan
viimeisena. (Seale & Rudnicki 2000; Raue ym. 200@yoD:td ja myogeniinida on
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my0Os paikallistettu jo olemassa olevien lihassalufamista, joissa ne oletettavasti

edesauttavat hypertrofisia vasteita (Ishido ym.4200

5.1.3 Lihasvoimaan ja tehoon liittyvat tekijat

Lihasvoiman maarityksend voidaan pitdd maksimiveimgonka lihas pystyy
tuottamaan yksittaisen isometrisen tai dynaamigessupistuksen aikana. Lihasvoima
on laheisessa yhteydessa siihen, kuinka paljonttogsiltoja pystyy tydskentelem&an
yhtaaikaisesti, joten maksimivoima voidaan kohtsah hyvin ennustaa lihaksen
poikkipinta-alan perusteella. Lihasteho puolestaariippuvainen nopeudesta, eli teho
maaraytyy voiman ja nopeuden vuorovaikutuksen peella. Lihaksen poikkipinta-
alan kasvaminen on siis myds merkittdva adaptafdtiastehon lisdantymiselle.
(Goldspink & Harridge 2003.)

Voimabharjoittelu kasvattaa kaikkien lihassolutyygpi  poikkipinta-alaa

luurankolihaksessa, mutta useimmat tutkimuksetaditat kuitenkin siihen, etta tyypin
Il lihassoluissa tapahtuu suhteellisesti eniten enlypfiaa (MacDougall 2003.)

Poikkipinta-alan kasvu on seurausta 1) aktiini-njgosiinifilamenttien lukumaaran

lisdyksesta seka 2) sarkomeerien lukumaaran lisgy&qGoldspink & Harridge 2003;
MacDougall ym. 1979). Luurankolihasten hypertrofragarityksena onkin lihassolujen
poikkipinta-alan ja massan kasvaminen seka mydflristen proteiinien maaran
lisdantyminen (O’Connor & Pavlath 2007). Paljonké@yty keskustelua, onko lihaksen
kasvu seurausta lihassolujen hypertrofian lisdksiosn lihassolujen lukumaaréan
lisdantymisesta eli hyperplasiasta. lhmisilla hytesiaa ei ole pystytty todistamaan
menetelmallisten vaikeuksien vuoksi, mutta joissaelaintutkimuksissa harjoittelun

seurauksena tapahtuneesta hyperplasiasta on nfedl & Kraemer 2004, 83).
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5.2 Kasvutekijat ja hormonit

5.2.1 Myostatiini

Myostatiini, toiselta nimeltaan GDF-8 (growth andfetentiation factor 8), on TGB-
(transforming growth facto) superperheen jasen, joka l0ydettiin ensimmaissrak
vuonna 1997. Tassa hiirilla tehdyssa tutkimuksessastatiinigeenin tuhoamisen
seurauksena aikuisilla yksilgilla havaittiin oleveoomattavasti enemman lihasmassaa
kuin normaalin myostatiinigeenin omaavilla lajitog#laan ja ne painoivat 2—3 kertaa
enemman. Tama antoi vahvoja viitteita siita, ettgostatiini toimii luurankolihaksen
kasvun negatiivisena saatelijand. (McPherron ym9719 Viallisesti toimivan
myostatiinin ja lihasmassan kasvun valinen yhtaysudlut esiin myés muilla lajeilla ja
erityisen selvasti tietyilla nautakarjalajikkeillkuten Belgian Blue ja Piedmontese,
joilla on havaittu poikkeuksellisen suuret lihaks@touble-muscled) yhdistettyna
mutaatioon myostatiinigeenissa (Kambadur ym. 193@Pherron & Lee 1997). Myo6s
ihmislapsella on raportoitu olevan poikkeuksellissauri lihasmassa yhdistettyna
myostatiinigeenin mutaatioon (Schuelke ym. 2004).

Toisin kuin useimmat TGB/GDF -perheen jasenet, joiden ekspressiota tapahtuu
yhtélaisesti useissa eri kudostyypeissa, myosiatiirekspressoituu erityisesti
kehitysvaiheessa olevissa luurankolihassoluissaralla sikionkehityksen aikana seka
luurankolihassoluissa syntymén jalkeen (McPhermon $997; Gonzalez-Cadavid ym.
1998). Hiirilla tehdyssa tutkimuksessa nopeissatyifpin lihassoluissa on havaittu
enemman myostatiinin ekspressiota kuin hitaissasBbluissa, mika viittaa siihen, etta
myostatiinia muodostuu spesifisesti nopeissa liblagsa (Carlson ym. 1999).
Myostatiinin ekspressiota on havaittu alhaisia n@&amyos sydéanlihaksessa,
maitorauhasissa seka rasvakudoksessa ja myostahiiologinen toiminta saattaakin
ulottua laajemmalle kuin tdéh&dn mennessd on sadtullese(Morissette ym. 2006;
Sharma ym. 1999; Ji ym. 1998). Myostatiinin ekspi®ga aktiivisuus saattavat olla
osallisina myds metabolisten hairididen, kuten tgyfl diabeteksen, lihavuuden ja
lihasdystrofian, kehittymisessa (Gonzalez-CadaviBa&hin 2004).
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Rakenne, eritys ja sitojaproteiinit

Myostatiinin rakenteessa on ldydettavissa kaikkiFEGsuperperheen tunnusmerkit.
Naita ovat signaalisekvenssi eritykselle, protetiiggn prosessointikohta ja karboksi-
terminaalinen (C-terminaalinen) alue, joka sisaly@deksan kysteiinitdhdettd. Tama
kysteiinisolmu onkin olennainen osa T@perheeseen kuuluvan molekyylin toimintaa.
Myostatiini syntetisoidaan 376 aminohapon prekupsoteiinina (kaytetddn myos
nimitysta  pro-myostatiini), joka sisdltdéd signaaligenssin, N-terminaalisen
propeptidiosan ja C-terminaalisen osan, joka orefllin aktiivinen osa. (McPherron
ym. 1997.) Jotta syntetisoitu myostatiini saadaaitobisesti aktiiviseen muotoonsa, se
kay lapi proteolyyttisen prosessoinnin.  Siitd dieteasti vastaa pro-
proteiinikonvertaaseihin  (PC) kuuluva seriinipr@sa nimeltaan furiini (Lee &
McPherron 2001). Signaalisekvenssin poistamisenefasymaattisen pilkkomisen
seurauksena saadaan N-terminaalinen propeptiden@aipeptidi, LAP) sekd C-
terminaalinen valmis myostatiini (mature myostatig)ainkokeiden perusteella valmis
myostatiini esiintyy dimeerind, jossa disulfidiailtyhdistda kahta myostatiinin C-
terminaalista osaa. Tama prosessoitu myostatiieimon proteiinin ainut biologisesti

aktiivinen muoto. (Thomas ym. 2000.)

Myostatiini eritetddn verenkiertoon inaktiivisenatenttina kompleksina eli valmis
myostatiini on sitoutuneena myostatiinin propeptidiLee & McPherron 2001).
Seerumissa suurin osa myostatiinista (yli 70 %)imrnkneisesti tdssa sitoutuneessa
muodossa (Hill ym. 2002). My6és muutamat muut pinieiseerumissa pystyvéat
sitoutumaan myostatiiniin ja estaméan sen valittamadkutukset. N&itéd ovat ainakin
follistatiini (Zimmers ym. 2002; Amthor ym. 2004FLRG (follistatin-related gene)
(Hill ym. 2002) sekd GASP-1 (growth and differetiba factor associated protein-1)
(Hill ym. 2003). Solun sisalla myostatiiniin sitewia proteiineja ovat puolestaan titiini
(titin cap) ja hSGT (human small glutamine-richraéticopeptide repeat-containing
protein) (Nicholas ym. 2002; Wang ym. 2003). Ekstthulaarisessa matriksissa
myostatiinin on havaittu sitoutuvan dekoriini-nimeén (decorin) proteoglykaaniin, joka
siten ilmeisestikin osallistuu myostatiinin aktBuuden saatelyyn (Miura ym. 2006).
Hiljattain julkaistun tutkimuksen mukaan myostatiiasiintyy ekstrasellulaarisessa
matriksissa pro-myostatiinimuodossa (pilkkomattosaasiuodossa), ja nayttaakin silta,

ettd se muodostaa suurimman osan lihaksen myasgtii Kyseisen myostatiinialtaan
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aktivoiminen furiinilla nayttaa siis olevan merkittd saatelykohde luurankolihaksen

myostatiinin aktivoimiselle. (Anderson ym. 2008.)

Myostatiiniin sitoutuvista proteiineista follistatin yliekspression on todettu lisd&avéan
hyvin merkittavasti lihasmassaa transgeenisillélléi(Lee & McPherron 2001). Aivan
hiljattain julkaistussa tutkimuksessa (Lee 2007lyvisstiin, onko tama follistatiinin
hypertrofinen vaikutus seurausta yksinomaan myiastktiivisuuden inhiboimisesta.
Selvisi, etta hiirilla, jotka olivat homotsygootteinyostatiinimutaation suhteen (M&)n

ja joilla oli my6s follistatiinin siirtogeeni, ojopa nelja kertaa suurempi lihasmassa kuin
villityypeilla lajitovereillaan. Tarkeaa loydoksessoli se, ettd kyseisten hiirien
lihasmassa oli viela huomattavasti suurempi kuintriishiirien, joilla ei ollut
follistatiinin siirtogeenia. Tama viittaa vahvasiihen, ettd on olemassa myods muita
myostatiinin kaltaisia lihasmassan saatelijoitdin€a merkittava 16ydos tutkimuksessa
oli, ettd suurin lihasmassan kasvu tapahtui jaik#li#, joiden &iti oli homotsygoottinen
myostatiinin mutaation suhteen, eli homotsygootidira jalkeléisilla oli suurempi
lihasmassa kuin heterotsygootin aidin jalkelaisilfama puolestaan viittaa siihen, etta
joko myostatiini itsessdan tai jokin sen alavirraoleinen saatelytekija saattaa

normaalisti siirtya aidista sikioon verenkierrondalinmaidon véalityksella. (Lee 2007.)

[Imentymisen saately

Myostatiinin ilmentymiseen vaikuttavia tarkkoja nagksmeja ymmarretaan viela aika
heikosti, mutta yh& enemman tutkimuksissa on saafiyttod mahdollisista
vaikutusmekanismeista. Myostatiiniekspression $aatayttad rippuvan merkittavista
kasvuun vaikuttavista tekijoista, silla myostag@enin promoottorista on |dydetty
potentiaalisia sitoutumiskohtia glukokortikoidejllendrogeeneille, kilpirauhashormoni-
reseptoreille, MyoD1:lle (MyoD:lle), MEF2:lle, PPARIe ja NF«B:lle. (Ma ym. 2001)
Tutkimuksissa glukokortikoidien onkin todettu lisd@# myostatiinin ekspressiota (Ma
ym. 2003) ja puolestaan androgeenien vaikuttavgatieisesti myostatiinin mRNA- ja
proteiinitasoon lihaksessa (Mendler ym. 2007; Kwaydh. 2006). Lisaksi myostatiinin
on todettu olevan kalsineuriinisignaloinnin alaaimpuoleinen saatelykohde (Michel ym.
2004).

Vaikka Mendler ym. (2007) seka Kwalda ym. (2006)\ditsivat androgeenien ja

myostatiinin valisen yhteyden, ovat tutkimustulake#eet ristiriitaisia. Marcellin ym.
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(2001) vanhoja miehia koskevassa tutkimuksessa tayioén ja androgeenireseptorin
MRNA:iden valilla ei ollut korrelaatiota, kuten eyoskaan verenkierron testosteronin
ja myostatiinin  mRNA:n valilla. Mydsk&aan lampaillaehdyssa tutkimuksessa
androgeenireseptorien ja myostatiinin mRNA:ideril&éi ollut yhteyttd (Mateescu &
Thonney 2002). Silti uroshiirien lihaksien prosedsa myostatiiniproteiinin
pitoisuuden on todettu olevan pienempi kuin naandest, mikd tukee androgeenien
negatiivista vaikutusta myostatiiniin (McMahon yrA003). Androgeeneilla saattaa
my0s olla joitain muitakin vaikutuksia myostatiingignalointiin, silla kudoskohtainen
myostatiinin yliekspressio on aiheuttanut atrofmi@spuolisilla, mutta ei naispuolisilla

yksil6illa (Reisz-Porszasz ym. 2003)

Hiljattain julkaistussa tutkimuksessa (Yang ym. 2Pp®n saatu nayttéa siita, etta
myostatiini toimisi vuorovaikutuksessa IGF-1:n ksaasC2C12-solujen kasittely IGF-
1:lla vahensi myostatiinin ehkaisevaa vaikutuksuisjakautumiseen, ja lisaksi kun
IGF-1:n signalointia vahennettiin ja soluja kagitel myostatiinilla, kavivat solut lapi
pikemminkin apoptoosin eli solukuoleman kuin soklsy pyséahdyksen. Tama antaa
ehdottaa IGF-1:1l& olevan suojeleva vaikutus mytostte altistuneille soluille. (Yang
ym. 2007.) IGF-1:n tiedetd&n toimivan kasvutekijéadesauttaen luurankolihaksen
kehitysta. Kuitenkin, koska elinten kokoa saadelldarkasti, on oletuksena, etta
solunsiséisia eri solutyypeille spesifisia mitoodimhibiittoreita, joita on kutsuttu
chaloneiksi, on olemassa. Yangin ym. (2007) tutldtulokset viittaavatkin siihen, etta
myostatiini saattaa olla erilaisten kasvua edistéavitekijoiden, kuten IGF-I:n,
stimuloimana toimiva chaloni, jota tuotetaan pdikakti luurankolihassoluissa ja joka
rajoittaa luurankolihaksen kasvua negatiivisen ytalséatelyn kaltaisesti. Kuitenkin
koska myostatiinin ja glukokortikoidien valilla n#a myods olevan yhteys (Ma ym.
2003), olisi parempi puhua pikemminkin myostatiinja kasvuun vaikuttavien

tekijoiden yhteydesta.

Liun ym. (2003) tutkimustulokset antavat viittegita, ettd myostatiini on merkittava
kohde kasvuhormonin aiheuttamille anabolisille uiksille luurankolihaksessa (Liu
ym. 2003), mikd my0s tukee IGF-1:n ja myostatiinglistd yhteyttd. Tosin eraassa
toisessa tutkimuksessa (Brill ym. 2002) kasvuhormorantaminen terveille
ikédantyneille miehille ei aiheuttanut muutoksia rstagiinin mMRNA-pitoisuudessa.

Myostatiinin roolia kasvuhormonin vaikutusten Véjna tukee silti tutkimus, jossa
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kasvuhormonireseptorin mRNA-pitoisuus korreloi négaesti myostatiinin mRNA-

pitoisuuden kanssa terveilld iakkailla miehilla (el ym. 2001).

Signalointireitit

Veressa kiertava sitoutunut myostatiini aktivoidaaBMP-1/tolloid -perheen
metalloproteinaasien toimesta, jolloin valmis mgdigti vapautuu (Wolfman ym. 2003).
Biologisen toimintansa myostatiini valittad sitooalla aktiviini 11 -tyypin seriini-
/treoniinikinaasireseptoreihin. Paaasiallisestiowiminen tapahtuu aktiviini 11B:n
valityksella, mutta myostatiini pystyy myos sitootaan aktiviini IIA -reseptoriin (Lee
& McPherron 2001; Rebbapragada ym. 2003; Lee yrfi52¥ang 2007). Sitoutuminen
aiheuttaa samankaltaisen signaalinsiirtymisrea&tjas kuin TGF3 perheen jasenille
on yleisesti kuvattu (Shi & Massagué 2003). Tamaa&proteiinien valityksella

tapahtuva signalointi on esitetty kuviossa 3.

a b
p MH1 Sytoplasma
— =
| < =
= MRz Shads
Smads
Smad7
5 Smad4
Tuma
CMAhan
sitoutuva DrA han
proteiini sitoutuya O
y proteiini

KUVIO 3. (mukaeltu Heldin ym. 1997). Agonistiset gatagonistiset SMAD-proteiinit TGF-
signaloinnissa.a. Oletettu signaalin etenemisreitti TGHle. TGFH:n sitoutuminen johtaa
heterotetramerisen reseptorikompleksin muodostenjs@ssa tyypin Il reseptori fosforyloi ja
aktivoi tyypin | reseptorin. Reittirajoitteiset SMAit (Smad2 ja Smad3), jotka voivat olla
ankkuroituneena sytoplasmassa homotrimeerisess&dassm, fosforyloidaan. Tama johtaa
heteromerisaatioon Smad4:n (common mediator SMAD:kanssa. Kyseinen hetero-
oligometrinen kompleksi siirtyy tumaan, jossa sewuu suoraan tai kompleksina muiden
saatelytekijoiden kanssa DNA:han ja vaikuttaajett geenien transkriptiooh. Inhibitoriset
SMAD:it (Smad6 ja Smad7) sitoutuvat reseptoreitan gstavat reittirajoitteisten Smad:ien
fosforylaation ja signalointiaktiivisuuden. (Heldym. 1997.)
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On myos ehdotettu, ettd Smad-proteiineista nykdmigksen mukaan paaasiallisesti
riippumattomat p38 MAPK- ja PI3K/Akt/GSKgBreitit ovat osallisina myostatiinin
signaalinsiirtymisreiteissé (Philip ym. 2005 ; Mswmette ym. 2006; Yang 2007). Lisaksi
Erk1/2 MAPK:-reitin ja hiljattain julkaistun tutkimrksen mukaan c-Jun N-terminaalisen
kinaasin (JNK) signalointireitin on havaittu ossilivan myostatiinin aiheuttamaan
luurankolihaksen kasvun ja erilaistumisen saate(amg ym. 2006; Huang ym. 2007).
Vaikuttaa siis enenevassa maarin siltd, kuten mayiosnh ilmentymiseen vaikuttavien
tekijoiden maarastakin voi paatelld, ettd myostasdatelee solujen proliferaatiota ja
erilaistumista useiden eri signalointireittien wdtsella. Kunkin reitin spesifisyys ja
reittien valinen vuorovaikutus normaalin kehityksem sairauksien edetessa on viela

kuitenkin selvittamatta (Yang ym. 2007).

Signaloinnin solu- ja kudosvasteet

Myostatiinigeenin mutaation aiheuttaman lihakseavka on todettu olevan seurausta
seka lihassolujen lukumaaran kasvusta (hyperplasid) lihassolujen koon kasvusta
(hypertrofia) (McPherron ym. 1997). Myostatiinilaoidaan siis katsoa olevan kaksi
erillistd saatelytehtavaa: 1) saadella lihassoligenllista lukuméaéaraa alkionkehityksen
aikana ja 2) saadella lihassolujen kokoa syntymidkegn (Lee 2004). Useissa efri
tutkimuksissa on selvitetty tdtd myostatiinin k@spista tehtavaa (mm. Lee &

McPherron 2001; Nishi ym. 2002; Zhu ym. 2000), ysbosten perusteella voidaankin

todeta, etta hypertrofian ja hyperplasian kehittyeni riippuu tavasta ja sitd kautta myos

ajoituksesta, miten myostatiinin aktiivisuutta cesty.

Myostatiinin kyky saadella lihassolun kokoa perustwsittain satelliittisolujen
toiminnan estdmiseen. Myostatiini inhiboi satelkiblujen akivaatiota, proliferaatiota,
erilaistumista ja uusiutumista seka siten tumiséysta lihaskudokseen. Sen on todettu
myds vahentavan proteiinisynteesia lihassoluistayl¢r ym. 2001; McCroskery ym.
2003; Welle ym. 2006; Yang ym. 2007; McFarlane y007.) Satelliittisolujen seka
myoblastien toiminnan estaminen tapahtuu ilmeikiestisdatelemalla solusyklia
saatelevien proteiinien sekd myogeenisten saakghitten toimintaa. Solujen
proliferaatioon myostatiini vaikuttaa estamallausyklin etenemisen Bvaiheesta S-
vaiheeseen, mikd tapahtuu nostamalla p21l-tasojadagaemalla Cdk2-tasoja ja
aktiivisuutta seka laskemalla Retinoblastin (Rdwgforylaatiota (Thomas ym. 2000;
Rios ym. 2001; McCroskery ym. 2003). Liséksi hifét julkaistun tutkimuksen
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mukaan myostatiini lisda sykliini D1:n hajoamistaiké puolestaan vahentdad Cdk4:n
aktiivisuutta (Yang ym. 2007). Solujen erilaistuses myostatiini vaikuttaa estamalla
myogeenisten saatelytekijoiden MyoD:n, myogeniinja Myf-5:n ilmentymista
(Langley ym. 2002; Rios ym. 2002; Joulia ym. 2003telliittisolujen uusiutumiseen
myostatiini vaikuttaa ilmeisetikin estamalla Pax7wvaikutusta satellittisoluihin
(McFarlane ym. 2007).

Myostatiinin terapeuttiset sovellutukset

Myostatiinin vastavaikuttajien tutkiminen ja keBibinen seka ihmisten terapeuttisiin
tarkoituksiin ettd karjatalouden piiriin on ymmaétéwasti saanut paljon huomioita.
Myostatiinin vaikutusten iniboiminen on ollut tetaskkeino useissa tutkimuksissa lisata
lihasmassaa hiirilla (Bogdanovich ym. 2002; Whitteenym. 2003; Bogdanovich ym.
2005; Lee ym. 2005 & Wolfman ym. 2003). Esimerkik&hittemoren ym. hiirilla
tehdyssa tutkimuksessa (2003) myostatiinin vaiksgtik estdvan vasta-aineen
viikottainen injektio 15 viikon ajan aiheutti 13—-3% lihasmassan kasvun, joka oli
havaittavissa seka nais- ettd miespuolisilla yK&ltsekda 24 kuukauden ikaisilla ja
aikuisilla hiirilla. Lukuun ottamatta vaikutuksiadrankolihakseen mitéd&n vasta-aineen
aiheuttamia sivuvaikutuksia elinten kokoon, histid@n tai seerumin muuttujiin ei

tutkimuksessa havaittu.

5.2.2 IGF-I | MGF

Insuliininkaltaisia kasvutekijoitd on kahta eri pagppid: IGF-I ja IGF-II (Solomon &
Bouloux 2006). Naista tunnetumpi on IGF-I, toiseitemeltdédn somatomediini C. Se on
70 aminohapon peptidi, jota eritetddn pédasiassesassa kasvuhormonin (GH:n)
saateleménd, mutta myos paikallisesti muissa kuskkskuten lihaskudoksessa
(Harridge 2007). IGF-I on paaasiallisin GH:n vaiksien valittdja (Butler & LeRoith
2001; Yarasheski 1994) ja akselilla GH/IGF-I onténkea rooli lihasmassan saatelijana
(Goldspink & Harridge 2004). Rotilla tehdyssa tuotkiksessa IGF-I:n infuusio
lihakseen on aiheuttanut merkittavaa hypertrofldams & McCue 1998) ja IGF-I:n
anaboliset vaikutukset on osoitettu selvasti my@eissa soluviljelytutkimuksissa.
Niista iso osa on tehty hiirten/rottien solulinjailja naissa tutkimuksissa IGF-l:n on

todettu lisddvan lihassolujen poikkipinta-alaa, esmtiivan proteiinien hajoamista,
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lisddvan  aminohappojen  sisdanottoa luurankolihakseeseka  stimuloivan
proteiinisynteesid. (Florini ym. 1996; Rommel yn002; Bodine ym. 2001.) Myds
ihmisen luurankolihaksen soluja tutkittaessa (macgdemin ym. 2004) IGF-l:n on
todettu lisdavan lihassolujen poikkipinta-alaa, imlukumaarad sekd MHC:n maaraéa

lihaksessa.

IGF-I:té& erittyy luurankolihaksissa fyysisen hatjtisen ja/tai lihasvaurion ja
hormonien stimuloimana. Ihmisen lihassolut tuottavaihtoehtoisen IGF-I:n esi-
MRNA:n silmukoinnin (pilkkomisen) seurauksena koémeri IGF-1:t4: IGF-IEa:ta,
IGF-IEb:ta seka MGF:aa (IGF-Ic:td). Nimitys MGFdohano growth factor) tulee siita,
ettd kyseinen kasvutekija ilmentyy nimenomaan meisga arsytyksen seurauksena.
IGF-IEa puolestaan on samankaltainen maksan tuattalGF-l:n kanssa ja se on
tarkedssa asemassa proteiinisynteesin lisdamiskEsBab:n merkitysta ihmisilla ei
vield tiedetd, mutta elaimilla tehdyssa tutkimuksese toimii kuten MGF (Hameed ym.
2003; Goldspink & Harridge 2004; Harridge 2007.) M@ injektoiminen lihakseen
yhdessd IGF-IEa:n kanssa on aiheuttanut keskim&Zgiro:n kasvun lihassolujen
koossa kolmen viikon kuluessa ja voiman kasvu osrgpahtunut samassa suhteessa
(Goldspink & Harridge 2004). Kun samantyyppinerkimius on tehty injektoimalla
maksan tuottamaa IGF-I-tyyppia lihakseen, on si@érannut 15 % lihasmassan kasvu,
mutta kasvun kehittymisessa on kestanyt nelja kutti&gBarton-Davis ym. 1998). Syy,
miksi MGF on niin tehokas lihaksen hypertrofianittdjana verrattuna IGF-IEa:han, on
todennakoisesti se, ettd MGF on vastuussa sdisdliitjien aktivaation alulle
panemisesta, mika toimii sykdyksena hypertofiajumprosesseissa (Adams & McCue
1998; Goldspink & Harridge 2004).

IGF-I:n aktivoimiin signalointireitteihin kuuluu AKPKB-mTOR-reitti (mm. Rommel
ym. 2001), minka valityksella proteiinisynteesisdéminen tapahtuu. Myds mTOR:ista
alavirranpuoleinen p78¢ on tarkea IGF-I:n signalointiin liittyva saateltié (Baar &
Esser 1999).
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5.2.3 Insuliini

Insuliini on haiman Langerhansin saarekkeid@rsoluista eritettdva anabolinen
peptidihormoni, jonka eritys voidaan yhdistaa eigban energiatilanteeseen. Etenkin,
kun ruoka sisaltdd suuria maaria hiilihydraattega groteiineja, insuliinia erittyy
runsaasti. Insuliinilla on siis tarked tehtava etoala ylimaaraista energiaa. Tarkein
insuliinin eritystd stimuloiva tekijda on plasmanulgboosi. Insuliinin lukuisten
vaikutusten rasva- ja hiilihydraattiaineenvaihdamtahella silla on proteiineihin suora
vaikutus lisddmalla aminohappojen siirtymista duoluija lisaamalla proteiinisynteesia.
Lisaksi insuliini vahentdd solussa jo olevien pinten hajoamista. (Guyton & Hall
2000, 884.) Insuliinin  vaikutus  soluihin  valittyy els  sitoutuessa
tyrosiinikinaasireseptoriin, joka aktivoi Ras-MAR&asireitin, IR/DAG reitin ja PI-3
kinaasireitin (Ganong 1999, 320-330; Guyton & H4DO0, 885; Lodish ym. 2004, 572.)

Insuliinin on siis todettu lisdavan proteiinisyrdge mutta vain jos aminohappoja on
riittavasti saatavilla. Insuliinin annos-vaste seidurankolihaksen proteiinisynteesiin
on silti viela epaselva. Insuliinin merkittavimmeéaikutukset proteiinien hajoamisen
vahentymiseen nayttavat valittyvan ubikitiinistgopuvaisen proteolyyttisen systeemin
valityksella, joka on vastuussa myofibrillaaristproteiinin hajotuksesta nisakkailla.
Aterian ja todennakoéisesti harjoituksenkin jalkeimsuliinin valityksella tapahtuva
lasku proteiinien hajotuksessa nayttaa silti olevahemman tarkea anabolian kannalta

kuin proteiinisynteesin lisaaminen. (Rennie ym.4£00

5.2.4 Kasvuhormoni

Kasvuhormonia (GH), toiselta nimeltdédn somatotrogji eritetddn aivolisékkeen
etulohkosta. GH:a on verenkierrossa useita muofajavoidaankin puhua GH
superperheesta. Tutkituin ja yleisin muoto veremkigsa (noin 75 %) on 191
aminohapon polypeptidi, jonka molekyylipaino on RRa. Toiseksi yleisin muoto
veressa (noin 10 %) on 20 kDa GH. Kuten jo kapsiaeb.2.2 todettiin, akselilla
GH/IGF-1 on keskeinen rooli lihasmassan kasvunedgsdd, mutta myos kasvun ja
kehityksen saatelyssa yleisesti. GH:n lukuistekwtaiskohteiden ja -reittien vuoksi on

mahdollista, ettd GH:n jotkut vaikutukset rasva-, iililydraatti- ja
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proteiiniaineenvaihduntaan, luun kasvuun ja luuddihleksen proteiinitasapainoon
valittyvat eri isoformien kautta. (Ganong 1999, 38Lyton & Hall 2000, 849; Fleck &
Kraemer 2004, 104; Harridge 2007.)

Kasvuhormonia eritetddn sykayksittain ja vaikuttalgd, ettd kyseinen eritystapa on
tarked anabolian kannalta (Godfrey ym. 2003.).yksien saatelyn tarkkaa mekanismia
ei vield taysin ymmarretd, mutta usean ravitsemuks@a stressiin liittyvan tekijan
tiedetaan stimuloivan eritysta. Naita ovat nalkiimgisyys etenkin yhdistettyna vaikeaan
proteiinin puutokseen, hypoglykemia tai veren alkai rasvahappojen konsentraatio,
fyysinen harjoittelu, jannitystila sekd psyykkinefa fyysinen stressi. Lisaksi
kasvuhormonin pitoisuus kasvaa tyypillisesti sywidren kahden ensimmaisen tunnin
aikana. (Guyton & Hall 2000, 851; Ganong 1999, B82.

Sitoutuessaan reseptoriinsa kasvuhormoni  aktivoieitais eri  solunsisaisia
signalointireitteja. Merkityksellisimpiin reitteihi kuuluu JAK2-Stat, jonka kautta
valittyy myos useiden kasvutekijoiden vaikutukse{Ganong 1999, 383.)
Kasvuhormonin vaikutus ulottuu miltei kaikkiin kukkin ja sen merkitys kasvuun on
hyvin suuri etenkin kasvuikaisilla. Lihaksen hypefian kannalta merkittavimpiin
kasvuhormonin vaikutuksiin kuuluu proteiinisynteeslisaantyminen useimmissa
elimiston soluissa. (Guyton & Hall 2000, 849.) Ntikyamyksen mukaan nayttaa
kuitenkin siltd, ettd eksogeenisella kasvuhormarell ole merkittdvad suoraa anabolista
vaikutusta luurankolihasten kasvuun normaaleillaigilla mukaan lukien ikaantyneet,
vaan etta sen hypertrofiset vaikutukset lihaksealittyvat paaosin IGF-1:n kautta.
(Rennie 2003.) Viimeaikaiset tutkimukset viittaaverienevassa maarin siihen, etta
SOCS-2 (suppressor of cytokine signalling-2) toimiainasemassa kasvuhormonin
lihasmassan saatelyssa (Leroith & Nissey 2005njangods merkittava tekija kasvussa

ja lihaksen kasvussa yleisesti (Greenhalgh ym. 2005

5.2.5 Androgeenit - testosteroni

Androgeenit eli miessukupuolihormonit ovat anabalisteroidihormoneja. Ne ovat
valttamattomia miesten sukuelinten muodostumisald yllapidolle ja lisaksi niilla on
anabolisia vaikutuksia muihin kudoksiin mukaan éukilihakset ja luusto. (Yin ym.

2003.) Veressa kiertavista androgeeneista merkittdon testosteroni. Sita
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muodostetaan kolesterolista ja eritetdan Kkivestarydigin soluista lutenisoivan
hormonin (LH) stimulaatiosta sek&a vahaisia madsanhunuaisten kuorikerroksesta ja
naisilla munasarjoista. Muita Leydigin soluistateftéivida androgeeneja ovat mm.
dihydrotestosteroni (DHT) ja androsteenidioni. (@uy & Hall 2000, 922.)

Testosteroni sekd muut androgeenit valittAvat Jaksensa sitoutumalla
androgeenireseptoriin (AR). Sitoutumisen seurauksmoodostuu komplekseja, jotka
sitoutuvat kohdegeenien promoottoriin tai luentaéadviin kohtiin ja séatelevat siten
kyseisten geenien transkriptiota. Naita androgeekEhdegeenien sitoutumispaikkoja

kutsutaan ARE:iksi (androgen response elementsge(fman 1992.)

Androgeenien anabolisiin vaikutuksiin on uskotttk@én ja niistd on myo6s saatu paljon
nayttod. Kliinisissa tutkimuksissa androgeenientahettu parantavan lihasvoimaa ja
lisddvan lihaksen kokoa (Brodsky ym. 1996; Bhasmn. y997; Bhasin ym. 2001;
Mauras ym. 1998; Sinha-Hikim ym. 2002). Elaintutkiksissa on myos saatu nayttoa
androgeenien anabolisista vaikutuksista lihakséwdn ja voimaan (Antonio ym. 1999;
Nnodim ym. 1999).

AR ekspressoituu useassa eri solutyypissa, mutdligisolut ja lihassolujen tumat

nayttavat olevan androgeenien vaikutusten merkiténét kohteet (Sinha-Hikim ym.

2004; Doumit ym. 1996). On ehdotettu, ettd androgesiatelevat luurankolihasten
hypertrofiaa vaikuttamalla useaan kohteeseen ldsdeés usean eri mekanismin
valityksella mukaan lukien satelliittisolujen aktimti ja erilaistuminen seka

luurankolihaksen proteiinisynteesin saately (Siklildm 2004). Kuitenkaan tarkat

mekanismit, joilla androgeenit vaikutuksensa vaNidtt, eivat ole selvilla (Chen ym.
2005).

5.2.6 Kortisoli

Kortisoli on katabolinen steroidinormoni, jota etdan lisamunuaisten kuorikerroksesta.
Se kuuluu glukokortikoideihin ja onkin niistd metkvin vastaten noin 95 %
glukokortikoidiaktiivisuudesta. Korkeimmillaan k@olin pitoisuus on aamulla ja
alimmillaan illalla (Scheen ym. 1998; Hakkinen &kdanen 1993; Brandenberger ym.
1982). Kortisolilla on lukuisia vaikutuksia rasvailihydraatti- ja proteiinimetaboliaan

ja erityisesti fyysinen ja psyykkinen stressi stioivat sen eritysta (Guyton & Hall
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2000, 875-880). Kuitenkin tarkein kortisolin erigdn stimuloija on hypoglykemia
(mm. Davis ym. 2000). Liikunnan yhteydessa kortis@ritys vaihtelee huomattavasti
riippuen muun muassa liikunnan tyypista, kestostéensiteetistd ja mahdollisesta
likuntaa edeltavasta tai sen aikaisesta ravinngstampotilasta (Viru & Viru 2001,
81-84). Lihaksen koon kannalta merkittdvimmét Ilemiin vaikutukset ovat
proteiinisynteesin  vahentdminen, proteiinien hajsam lisédminen  seka
aminohappojen kuljetus lihaksista maksaan (GuytoHa¥l 2000, 875-876). Kortisoli
kilhdyttaa lihaskudoksen hajotusta erityisesti ipydl lihassoluissa (Kraemer &
Ratamess 2003). Kortisolin liikaeritys johtaakindsten atrofiaan (Guyton & Hall 2000,
876).

5.3 Kasvustimuluksen havaitsemiseen liittyvat sigraintireitit

5.3.1 Yhteenveto signalointireiteista

Voimakas, kasvua aiheuttava lihasaktiivisuus vandgadistaa muutokseen yhdessa tai
useammassa muuttujassa, joita ovat muun muassaiivpen tai supistuksen

aiheuttama venytys (strain), sarkoplasminen kalkamsentraatio, energiantarve,
lihaksen sisdinen happikonsentraatio, hormoneidatasuus, kasvutekijat ja sytokiinit,
lampdotila ja soluvaurio. Riittdva muutos missa tadea ndistd muuttujista aiheuttaa
aktiivisuuden muutoksen signalointireiteissd, jotlsatelevat lihaksen kasvuun
vaikuttavien geenien ilmenemistd. Kuviossa 4 (sawaba sivulla) on esitettynd

yhteenveto lihaksen hypertrofiaan vaikuttavistanalgintireiteista. (Rennie ym. 2004).
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KUVIO 4. Yleiskuva luurankolihaksen hypertrofiaamikuttavista signaalinsiirtoreiteista ja
geenien saatelyn tapahtumista. (1) Kasvutekij&lyjakiinit havaitaan reseptorisitoutumisen ja
solusignaalien valityksella. Tama sekd mekaanistaytystd havaitsevat integriinit
vuorovaikutuksessa ekstrasellulaarisen matriksimteinien kanssa aktivoivat signaali-
transduktio reittien verkoston, mink& seuraukseRatianskriptiotekijat siirtyvat tumaan tai
aktivoituvat. Nama aktiiviset, tumassa sijaitsetranskriptiotekijat (yhdessa androgeenien ja
glukokortikoidien valittdmien transkriptiotekijdidekanssa) muuttavat padasiallisten lihasten
kasvun saatelijoitten IGF-1:n/MGF:n, myostatiininai t muiden luurankolihasgeenien
ilmentymista mukaan lukien ribosomaalinen RNA (rRNReitit, jotka saatelevat translaatiota
tai satelliittisolujen toimintaa, voivat myds akiitua muiden kuin IGF-1:n/MGF:n tai
myostatiinin valityksella tapahtuvien mekanismieaaukta (eivat nay kuvassa). (3) IGF-1/MGF
ja insuliini aktivoivat PI3K-PKB/AKT-mTOR reitin, k& edistaa proteiinisynteesia kohonneen
translaation aloituksen ja ribosomaalisten protefinsynteesin valityksella. Valttaméattémien
aminohappojen saatavuus aktivoi mTOR-signaloinkum puolestaan AMPK:n havaitsema
kohonnut energiantarve inhiboi mTOR-signalointi). [GF-1/MGF, myostatiini ja useat muut
tekijat saatelevat satelliittisolujen lisaantynytpiioliferaatiota ja erilaistumista. (Mukaeltu
Rennie ym. 2004; Mooren & Vdlker 2005, 13.)

Erilaisten lihassupistusten yhteydessa aktivoituvisignaalin etenemisreitteihin
kuuluvat muun muassa AMPK, kalsineuriini, ERK1/2 §88, JNK, NF«B, PI3K-
PKB/AKT-mTOR ja PKC. Naiden reittien lisaksi useatyogeneesiin liittyvat

transkriptiotekijat pysyvat aktivoituneina adapsigsa ja regeneratiivisissa prosesseissa
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aikuisen lihaksessa. Nain ollen voimakas, kasvireuwfava lihasaktiivisuus ja muut
kasvustimulukset aktivoivat pikemminkin signaalieremisverkoston kuin pelkastaan

yhden tai kaksi signaalin etenemisreittia. (Rerynie 2004.)

5.3.2 Kalsineuriini-signalointi

C&* toimii saatelytekijana luurankolihaksen hypertasfa (Dunn ym. 1999). Se on
ollut erityisen mielenkiinnon kohteena, silla lisapistuksen aikana tapahtuu suuri
yhtakkinen muutos sytoplasman “G#onsentraatiossa. Kalsineuriini on “Ga
kalmoduliini  -reitin  kautta aktivoitava proteiin$tataasi, joka defosforyloi
transkriptiotekijana toimivaa NFAT:ia, joka sitenygtyy sitoutumaan DNA:han.
(Rennie ym. 2004.)

Siirtogeenisilla hiirilld tehdyissa tutkimuksiss®unn ym. 2000; Naya ym. 2000)
kalsineuriinin yliekspressio ei aiheuttanut luuralikasten hypertrofiaa. Tama voi
viitata siihen, ettéd luurankolihaksessa on jo &u#tsti lihaksen kasvuun vaadittavaa
kalsineuriini-aktiivisuutta, eikd ylimaaraisestaldtaeuriinista ole siten apua (Mitchell
ym. 2002). Nykytietamyksen mukaan kalsineuriinipésaktivaatio yksin ei ole riittava
aiheuttamaan luurankolihasten hypertrofiaa, muttiéaigten ylavirran ja alavirran
puoleisten saatelytekijoiden aktivoinnilla yhdedsadsineuriinin aktivoinnin kanssa
saattaa olla merkityksellinen rooli lihaksen hypafifassa (Dunn ym. 2000). My6s
myostatiinin on havaittu olevan kalsineuriiniségtel kohde. Hiirilla tehdyssa
tutkimuksessa viiden paivan mittainen toiminnaltinplantaris-lihaksen ylikuormitus

laski myostatiinin mRNA-tasoa. (Michel ym. 2004.)

5.3.3 Mekaanis-kemiallinen signaalinsiirto

Mekaanista venytysta rekisterdivilla erilaisillansereilla nayttaa olevan kyky muuttaa
venytys kemiallisiksi signaaleiksi, jotka aiheutiiv luurankolihaksen a-aktiini

promoottorin aktivoitumisen (Carson & Wei 2000). Kaanisen signaalinsiirron
olemassaoloa luurankolihaksessa vahvistaa mydséetgity”-hypoteesi (Ingber 2003.),
jonka mukaan solun sisdinen proteiiniverkosto ytEp solun arkkitehtuuria

kokonaisuudessaan. Vasteena mekaanisille voinoliensrakenteelliset verkostot ovat
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vuorovaikutuksessa geenien ja proteiinien signéla@rkostojen kanssa, mika sallii
luurankolinaksen proteiinien uudelleen jarjestayggn ja uusiutumisen. Tama
puolestaan sallii solun vastustaa muodonmuutosékalehisen venytyksen havaitsevina
sensoreina toimivat oletettavasti integriinit, jd valityksella muun muassa
sarkolemmassa sijaitseva proteiini nimeltaan FA#c@ adhesion kinase) aktivoituu.
(Fluck ym. 1999; Carson ym. 1996; Mooren & Volk&03, 13; Cohen & Guan 2005.)

5.4 lkaantymiseen liittyvat tekijat - sarkopenia

Ihmisen maksimivoima saavuttaa huippunsa 20-30uidden valilla, minka jalkeen se
pysyy muuttumattomana tai laskee hieman yli 20 teudfuitenkin i&n lisdantyessa,
erityisesti 50 ikdvuoden jalkeen, alkaa maksimivamjyrkempi lasku (Hakkinen 2003,
409). Tasta ikddntymisen myodta tapahtuvasta maksiman ja lihasmassan maaran
laskusta kaytetd&n nimitysta sarkopenia, joka tkife#&an kielen sanoista "lihan puute”
(mm. Solomon & Bouloux 2006). Sarkopenialla on nit#dkia haittavaikutuksia
terveyteen seka toimintakykyyn ja yhteiskunnali#gdsaiheutuu mittavia kustannuksia
(Greenlund & Nair 2003).

Sarkopenian kehittymisen mekanismia ei tdysin ymetarja monet tekijat ovatkin
potentiaalisia vaikuttajia sarkopenian kehittymisel Proteiinisynteesin  nopeuden
erityisesti translaation osalta on raportoitu hidean ikaantymisen myé6ta (Schulte &
Yarasheski 2001; Haddad & Adams 2006) ja erityisestofibrillaaristen proteiinien

synteesin on havaittu olevan hitaampaa ikaantyn&ibehenkil6illa verrattuna nuoriin
(Welle ym. 1993; Welle ym. 1995). Ikaantyessd mypgin lla ja lIx lihassolujen

maarat vahenevat (Greenlund & Nair 2003). Lisalkaidituksesta tai lihasvauriosta
palautuminen kestda kauemmin vanhalla kuin nuor@leoks & Faulkner 1990),
mihin saattaa vaikuttaa ikaantyneiden heikentynytelittisolujen rekrytointi

voimaharjoituksen jalkeen (Dreyer 2006). Nopea udalminen harjoituksen
aiheuttamasta myofibrillien hajoamisesta (Gibala. yh995) olisi tarkeda etenkin
ikdantyneilla. Myostatiini, myogeeniset saatelyjikiseka siten satelliittisolut ovatkin
todennakoisesti tarkeitda tekijoitd lihaksen paleisessa akuutista mikro- tai

makrovauriosta (Wagner ym. 2005). Kuitenkin ratkaioimaharjoituksia sisaltava
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harjoittelu olisi tarkeaa iakkailla, silla se toimsarkopeniaan liittyvien prosessien
vastavaikuttajana (mm. Hakkinen ym. 1998).

Haddadin ja Adamsin rotilla tehdyssa tutkimukseX#06) saatiin viitteita siita, etta
useat solunsiséiset lihaksen hypertrofiaan liittysignalointireitit ovat sensitiivisia ian
suhteen. Muun muassa myostatiinin, myogeniinin, 3@G¢a STAT3/SOC3:n reaktiot
seka Akt:n fosforyloiminen voimaharjoituksen yhtegdé poikkesivat vanhoilla
verrattuna nuoriin. Myds IGF-lI systeemi nayttddgmean voimaharjoitukseen eri
tavoin vanhalla kuin nuorella. (Haddad & Adams 20Q0énsuliinin aiheuttama

proteiinisynteesin lisadntyminen on ollut vahaiséépkaantyneilla rotilla verrattuna
nuorempiin (Fluckey ym. 1996). My6s ribosomaaligéi*® kinaasin aktiivisuuden on

raportoitu olevan matalampaa ikaantyneilla verratauoriin (Morris ym. 2004), mika
hyvin saattaa rajoittaa anabolisia prosesseja. ifulksissa, joissa on mitattu
myostatiinitasoja ikaantymisen aikana (Kwalda yrd02 Baumann ym. 2003), on
saatu ristiriitaisia tuloksia koskien myostatiinnoolia sarkopenian kehittymisessa.
Siriettin ym. (2006b) tutkimuksen perusteella n@§tkuitenkin silta, ettd myostatiinin
puute vahentaa serkopenian oireita.
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6 VOIMAHARJOITUKSEN JA RAVINNON VAIKUTUS
LUURANKOLIHASTEN PROTEIINIEN SYNTEESIIN JA
HAJOAMISEEN

Jotta luurankolihasten hypertrofiaa pystyy tapalstam taytyy proteiinitasapainon olla
positiivinen, eli joko proteiinisynteesin taytyy séiédntya, proteiinien hajoamisen
vahentya tai molempia (Rennie ym. 2004). Yksittdineoimaharjoitus stimuloi
proteiinisynteesia luurankolihaksessa, mutta jodtavista ravinnonsaannista ei
huolehdita, jA& proteiinitasapaino negatiiviseksimaharjoituksen jalkeen (Tipton &
Wolfe 2001). Tama kappale kasittelee ensin ravinvaikutuksia proteiinien synteesiin
ja hajoamiseen, minka jalkeen tarkastellaan voimaitaksen vaikutuksia kyseisiin
muuttujiin.  Lopuksi selvitetddn ravinnon ja voimgbauksen yhteisvaikutuksia
proteiinien synteesiin ja hajoamiseen. Yleisellégsolia proteiinien synteesia ja

hajoamista on kasitelty kappaleessa 2 ja ikaangmwvsikutusta niihin kappaleessa 5.4.

6.1 Ravinnon vaikutus proteiinien synteesiin ja hajamiseen

Ravinnon vaikutukset proteiinimetaboliaan voidaamot¢lla kahteen osaan: 1)
lisdantyneen  aminohappojen  saatavuuden aiheuttanmamiutokset ja  2)
ruoansulatustoimintojen aiheuttamat hormonien gvitekijdiden (paaasiassa insuliini
ja kasvuhormoni/IGF-1) pitoisuuksien kasvun aikaamsat muutokset. (Rennie ym.
2004.) Kohdan 2) muuttujia on jo kasitelty kappatee 5, joten tdssé yhteydessa
keskitytddn aminohappojen aiheuttamiin  vaikutuksiifa tarkalleen ottaen
proteiinisynteesin  muutoksiin.  Lisdantynyt aminopejen  saatavuus  on
elaintutkimuksissa pystytty yhdistamaan myos pnokem hajoamisen vahentymiseen
(Kadowaki & Kanazawa 2003), mutta ihmisilla kysaisiaikutuksia ei ole pystytty
havaitsemaan tai ainakaan ne eivat ole lahellekd#a ilmeisia kuin vaikutukset

proteiinisynteesiin (Bennet ym. 1990; Nygren & N2003).
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Aminohappojen vaikutukset proteiinisynteesiin

Lisdantynyt aminohappojen pitoisuus lihaksessa udtimproteiinisynteesia, mika on

todettu useissa in vitro ja in vivo -tutkimuksiggamball ym. 2002). Tama vaikutus on

havaittavissa riippumatta hormoneista, tosin imsulioi viela tehostaa sita. lhmisilla

aminohappojen infuusio on kaksinkertaistanut meuvkat aminohappojen kaytén

lihaksessa ilman lisdantynytta insuliinin saatatai@@ennet ym. 1989). Tarkea lihaksen
proteiinisynteesia lisdava tekijd on valttamattGmiaminohappojen lisdééantyminen

erityisesti veressa (ekstrasellulaaritilassa) (Bphe 2003). Erityisesti haaraketjuisten
aminohappojen — leusiinin ilmeisesti merkittavim@amista — on todettu stimuloivan

proteiinisynteesia (Rennie ym. 2004). Ihmisilla rgfa aminohappokonsentraatiolle,
jossa lihasten proteiinisynteesi vaikuttaa olewaydyttynyt, on noin 50 % suurempi

kuin normaalisti saavutettu aterian jalkeinen arhappojen pitoisuus veressa (Rennie
ym. 2002). Tama seka useat muut tulokset viittasghen, ettda riittdva maara

aminohappoja stimuloimaan proteiinisynteesia lexoga harjoituksenkin jalkeen) on

pieni, alle 10g, verrattuna paivittaiseen protaiiarpeeseen (Rennie ym. 2004).

Nayttaa siltd, ettd aminohappojen proteiinisynéeesstimuloivien vaikutusten
havaitsemiseen kuluu aikaa noin 30 minuuttia. Tapaleeen proteiinisynteesi kiihtyy
nopeasti huippunopeuden sijoittuessa noin 60—-90uumim kohdalle, minka jalkeen
proteiinisynteesin maara laskee normaalitasolldimadta aminohappojen jatkuneesta
saatavuudesta. TAma antaa ehdottaa, etté systedyyidyttynyt proteiinista, eikd enéa
reagoi ravitsemukselliseen stimulaatioon. (Rennia. Y2002; Rennie ym. 2004.)
Aminohappojen  vaikutukset  proteiinisynteesiin it  valttamattomien
aminohappojen kautta, jotka stimuloivat proteiimigesia ravinnolle herkan Raptor-
MTOR -kompleksin valitykselld. Kompleksi muodostukahdesta proteiinista,
Raptorista ja mTOR:ista, joita ilmentyy luuranka@lksissa enemman kuin muissa
kudoksissa. (Kim ym. 2002; Kim ym. 2003.) Tarkahestaen kompleksista aktivoituu
MTOR, jonka alavirranpuoleisia saatelykohteita owatiun muassa translaatiota
saatelevat p78%, 4E-BP ja elF2 (Proud 2002).
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6.2 Voimaharjoituksen vaikutus proteiinien synteesn ja hajoamiseen

Yksittainen voimaharjoitus stimuloi ihmisen protesynteesia neljan tunnin kuluessa ja
tama vaikutus kestdd aina 48 tuntiin saakka. Voarjaltuksen seurauksena myos
proteiinien hajoaminen lisaantyy aluksi ja tamakuais sailyy, jos ravintoa ei saada.
(Chesley ym. 1992; MacDougall ym. 1995; Phillips.ym97.) Kuitenkin palautuksen
aikana ja ravinnon saannin jalkeen lihaksen pmiinteesi lisaantyy (Tipton ym.
1999). Silti jos voimaharjoituksen intensiteetti ele riittdva, ei proteiinisynteesi

lisaanny (Roy ym. 1997; Tipton ym. 1996).

Itse voimaharjoituksen aikaisesta proteiinien sgsite ja hajoamisen nopeudesta
ihmisilla ei ole tietoa. Tama johtuu kaytéssa adéevimenetelmien heikosta ajoituksen
maarityksesta. Kavelya ja pyorailya koskevien tuiksten perusteella todennakoista
kuitenkin on, ettd proteiinisynteesi joko pysyy rttumattomana tai laskee liikunnan
aikana, mutta ei nouse. (Carraro ym. 1990; Renme 3081; Millward ym. 1994.)
Poteiinisynteesin nopeuden laskua voimaharjoitukagé@na tukee myos Bylund-
Felleniuksen ym. (1984) rotilla tehty tutkimus, gaslisaksi havaittiin proteiinien

hajoamisen vahentymista sahkdstimulaation avuliawtetun voimaharjoituksen aikana.

6.3 Voimaharjoituksen ja ravinnon yhteisvaikutus proteiinien

synteesiin ja hajoamiseen

Tutkimuksissa on  selkedsti osoitettu, ettd aminpbpgm nauttiminen
voimaharjoituksen yhteydessé joko vapaassa muod@Bgsaheim ym. 2002; Miller ym.
2003; Tipton ym. 2003; Tipton ym. 1999) tai kokasiaa proteiineina (Tipton ym. 2004)
lisa& proteiinisynteesia ja aiheuttaa positiivigeateiinitasapainon (synteesia tapahtuu
enemman  kuin  hajoamista). Erityisesti hera-/madtgmnien nauttiminen
voimaharjoituksen jalkeen on osoittautunut kanwattai keinoksi lisata lihaksen
kasvua (Andersen ym. 2005; Burke ym. 2001) ja paeaproteiinitasapainoa (Tipton
ym. 2007). Proteiinin nauttiminen saattaa nopauftalautumista voimaharjoituksesta
vahentamalla lihasvaurion maarad (Nosaka ym. 260kd mahdollisesti vahentamalla
harjoituksen aikana tapahtuvaa proteiinien hajoan{isipton & Wolfe 2001). Nayttaa
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kuitenkin silta, ettd parhaiten lihasten proteésdpaino voidaan kaantaa positiiviseksi
voimaharjoituksen jalkeen nauttimalla hyvanlaatipeoteiinin lisksi hiilihydraatteja
(Bgrsheim ym. 2004; Miller ym. 2003).

Ravinnon ajoitus

Viimeaikoina ravinnon nauttimisen ajankohta voimgbituksen yhteydessd on
herattanyt kiinnostusta. Nayttad siltd, ettd rawmmauttiminen valittdmasti ennen
voimaharjoitusta ja/tai valittomasti sen jalkeenhybdyllisempéaa lihasten anabolisten
prosessien kannalta kuin ravinnon nauttiminen muaneina (Esmarck ym. 2001;
Cribb & Hayes 2006).
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7 VOIMAHARJOITTELUN VAIKUTUKSET MYOSTATIININ
ILMENTYMISEEN

Vaikka tama tyo kasittelee yksittdisen voimahauksien aiheuttamia akuutteja vasteita,
on myostatiini siind hyvin keskeisessa asemassarjasuoksi tarkastellaan myostatiinin
iimentymistd my6s voimaharjoittelun yhteydessa. &Hs#in viikkoa kestaneen
konsentrisen voimaharjoittelun on todettu vahentéwayostatiinin mRNA:n tasoa
luurankolinaksessa 37 %:a tutkimuksessa, jossaeki@bind oli sekd nuoria etta
ikéd&ntyneita miehié ja naisia. Voimaharjoittelutk@iset biopsiat otettiin kuitenkin 48—
72 tuntia viimeisen harjoituksen jalkeen, eli tuksattoi johtua edellisen harjoituksen
aiheuttamista  akuuteista  vasteista. (Roth  ym. 2003Verenkierron
myostatiinipitoisuudessa on havaittu keskimaarin @Mn laskua 18-45-vuotiailla
miehilla kymmenen viikon hypertrofisen eksentrigikentrisen voimaharjoittelujakson
jalkeen. Osalla koehenkiloistd (n = 11) harjoittebhdistui koko kehoon ja osalla (n =
6) pelkastaan hauislihakseen, mutta harjoittelunkuakset myostatiiniin olivat
molemmilla ryhmilla hyvin samankaltaisia. (Walkeny2004.) Myods Heinemeierin ym.
(2007) rotilla tehdyssa lyhytkestoisessa tutkimskseneljan paivan seka konsentrinen,
eksentrinen etta isometrinen hermostimulaation lavaliheutettu voimaharjoittelu
vahensi myostatiinin mRNA-tasoa merkitsevasti (Re&aisesti), kun harjoittelun
jalkeinen biopsia otettiin 24 tuntia viimeisen vaiharjoituksen jalkeen. Liséksi Kimin
ym. tutkimuksessa (2007) 16 viikkoa kestdva voinnmittelu vahensi myostatiinin
MRNA-tasoa 52 %, kun jalkimmainen biopsia otetfi tuntia viimeisen harjoituksen
jalkeen. Lasku oli havaittavissa sek& heikostiskkeertaisesti ettd erittdin hyvin
harjoitteluun lihasten hypertrofialla reagoivillarnkilGilla. Mukana tutkimuksessa oli
nuoria sekd vanhoja, naisia ja miehid. Tutkimukgemusteella seerumissa olevan
myostatiinin proteiinitason ja lihaksessa olevarostgtiinin proteiini- ja MRNA-tason
perusteella ei juuri pysty ennustamaan, miten vbamaittelu tulee vaikuttamaan

lihasten kasvuun.

Voimaharjoittelun seurauksena on siis useammassakikimuksessa havaittu
myostatiinitasojen laskua. Tulosten tulkitsemist@keuttaa kuitenkin jalkimmaisen

biopsian aikainen ajankohta viimeiseen voimaharisten ndhden (24-72 tuntia sen
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jalkeen), minka seurauksena moniin tuloksiin vadkat myods yksittdisen
voimaharjoituksen aiheuttamat akuutit vasteet. Sgian Willoughbyn (2004a ja 2004b)
tutkimuksissa on saatu péainvastaisia tuloksia nagmsin ilmentymisen ja
voimaharjoittelun suhteen. Naissa tutkimuksissa skuseka 12 viikkoa kestava
kovaintensiteettinen lihasten kokoa ja voimaa kdawat eksentris-konsentrinen
voimaharjoittelu lisasi luurankolihaksen myostatinmRNA:n ja proteiinin seka
seerumin myostatiinin maaria. Kyseisissa tutkimssasi havaittin myds myostaiinin
sitojaproteiinin FLRG:n maaran lisaantymista (Wiklinby 2004a ja 2004b). Myos
Hulmin ym. (2007) julkaisemissa tuloksissa, jotkeai osa samaa projektia kuin
tamakin tutkimus, myostatiinin  mMRNA-taso nousi 2liikkoa kestaneen

voimaharjoittelun seurauksena.

Vaikka myostatiinin puute aiheuttaa lihaksen kasvom silti epaselvaa, lisaako se
voimantuottoa. Wagnerin ym. (2002) ja Whittemorem.y(2003) tutkimuksissa
myostatiinin puutteesta aiheutunut lihasmassanwkaswaiheuttanut suhteessa kasvuun
samansuuruista voiman lisdysta. Hiirilla tehdyssikitnuksessa jopa havaittiin, ettéa
myostatiinin puute heikentad voimantuottoa (Amttyon. 2006). Lisaksi hiljattain
julkaistun tutkimuksen mukaan toimimattoman myaost@eenin omaavien hiirien
(Mstn™) janteet ovat pienempia ja hauraampia kuin norimaaiyostatiinigeenin
omaavien hiirien (Mstf") janteet (Mendias ym. 2008). Kuitenkin myostatiini
mutaatiolla on ollut parantava vaikutus urheilusiwdiseen vinttikoirilla tehdyssa
tutkimuksessa (Mosher ym. 2007), jossa jo yhdemit@n myostatiinialleelin menetys

paransi merkitsevasti sprinttisuoritusta. Selkegibie vaatii viela lisdtutkimusta.
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8 VOIMAHARJOITUKSEN AKUUTIT VAIKUTUKSET
MYOSTATIININ JA SOLUSYKLIN SAATELYTEKIJOIDEN
ILMENTYMISEEN

Yksittdinen raskas voimaharjoitus stimuloi merkitiéti luurankolihaksia ja taydellinen
palautuminen siitd kestda yleensa vahintdan 2~&@aRaskaan voimaharjoituksen on
todettu vaikuttavan myos myostatiinin ja myogeeamstaatelytekijéiden ilmentymiseen
seka satelliittisolujen proliferaatioon. (mm. Hul@®07; Kim ym. 2005; Raue ym. 2006;
Dreyer 2006.) Voimaharjoittelun aiheuttamat muuttksaatelytekijoihin voidaan
jaotella kolmeen osaan: 1) akuutit muutokset yéis&n voimaharjoituksen aikana ja
jalkeen, 2) krooniset muutokset lepopitoisuuksigsa 3) krooniset muutokset
voimaharjoituksen aiheuttamissa akuuteissa vastefgsaemer & Ratamess 2003;
Yang ym. 2005). Tama kappale kasittelee kohtaalilyksittdisen voimaharjoituksen

aiheuttamia akuutteja vaikutuksia.

Useat tekijat voivat vaikuttaa yksittdisen voimabiwksen aiheuttamiin akuutteihin
vasteisiin hormonipitoisuuksissa (Kraemer & Ratasnef003) seka muiden

saatelytekijoiden pitoisuuksissa. Naita ovat (Kraed& Ratamess 2003):

* Harjoitusohjelma

» Kuormitusmalli ja liikkeiden suoritusjarjestys

* Lihaksen supistumistapa

* Intensiteetti

 Volyymi (harjoitusten, sarjojen ja toistojen kokdsragara)
* Toistojen suoritusnopeus

* Palautukset sarjojen ja harjoitteiden valilla

* Harjoittelufrekvenssi (kuinka usein harjoitellaan)
 Harjoitettavat lihasryhmat

* Ravitsemustila

* Harjoittelutausta

* Lihasmassan suuruus

» Sukupuoli

e lka

On ehdotettu, ettd harjoittelun aiheuttamat adaiptassolutasolla ovat seurausta

jokaisen harjoituksen jalkeisistd hetkellisistd naksista geenien transkriptiossa ja
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niiden aiheuttamasta kumulatiivisesta vaikutukséstack & Hoppeler 2003; Neufer &
Dohm 1993).

8.1 Voimaharjoituksen vaikutukset myostatiiniin

Kimin ym. tutkimuksessa (2005) myostatiinin mRNAméaara vaheni merkitsevasti 24
tuntia yksittaisen voimaharjoituksen jalkeen ndanhiehilla (-56 %) ja naisilla (-48 %)
seka ikaantyneilla miehilla (-40 %). lkaantyneilldaisilla merkitsevad muutosta
myostatiinin mMRNA-tasoissa ei havaittu, mutta lédlh taso laski hieman. Yllattavaa
tutkimuksen tuloksissa oli, ettd myostatiinin mRN&#so levossa korreloi posiiivisesti
(p<0,01) reiden lihasmassan kanssa, eli mitd enematidlihasta, sitd korkeampi
myostatiinin lepotaso oli. Voimaharjoituksen ailtaota lasku myostatiinitasoissa
puolestaan korreloi negatiivisesti (p<0,01) reidéhasmassan kanssa, eli mita
korkeampi lihasmassa oli, sitd suuremman laskumabarjoitus aiheutti myostatiinin
MRNA-tasoissa. (Kim ym. 2005.) Kimin ym. toisessatkimuksessa (2007)
voimaharjoitus laski myostatiinin mRNA-tasoa 24 ttanharjoituksen péattymisen
jalkeen mitattuna seka harjoitelleilla etta hatpd@émattomilla henkil6illa (lasku 44 %).
Tama myostatiinin alentunut ekspressio ei kuitenka@nnustustanut henkilon

lihaksiston kykya reagoida pitkdaikaiseen voimaditigluun.

Myostatiinitason akuuttia laskua voimaharjoituksgrieydessa tukee myoés Rauen ym.
tutkimus (2006), jossa myostatiinin mRNA-taso laskija tuntia voimaharjoituksen
jalkeen mitattuna sekd nuorilla (n = 8) ettd vallo{n = 6) naisilla. Lasku oli
samansuuruista molemmilla ryhmill& (noin 2,2-kevéai lasku lahtdasoon verrattuna).
Huomionarvoista kuitenkin oli, ettd iakk&iden narstmyostatiinin lepotasot olivat
merkitsevasti korkeammat kuin nuorilla naisilla.a(r ym. 2006.) Myds Kvorningin
ym. (2007) tutkimuksessa myostatiinitaso laski nisevasti kahdeksan viikkoa
voimaharjoittelua tehneilla henkildilla voimahatjigksen yhteydessd, kun mittaus
tehtiin nelja tuntia harjoituksen paattymisen j@ke Myds 24 tuntia harjoituksen
paattymisen jalkeen myostatiinin mRNA-taso oli &kalpi kuin ennen harjoitusta,
mutta muutos ei saavuttanut tilastollista merkiysttda. Samaisessa tutkimuksessa

selvitettin myds alhaisen veren testosteronipitoden vaikutuksia myostatiinin
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muutoksiin voimaharjoituksen yhteydessd ja kyskiseyhmalla muutokset eivat

eronneet edella mainitusta normaalin testostermigpiuden veressa omaavasta
ryhméasté. Alhaisen testosteronipitoisuuden ryhnaskd myostatiinin mRNA-tasossa
oli kuitenkin merkitseva sekd nelja etta 24 turti@rjoituksen paattymisen jalkeen

(Kvorning ym. 2007.)

Coffeyn ym. (2005) tutkimuksessa puolestaan yksit& voimaharjoitus laski

myostatiinin mMRNA-tasoa kestavyysharijoittelijoillzoin 0,6-kertaisesti kolme tuntia
harjoituksen péattymisen jalkeen mitattuna, mutiznaharjoittelijoilla ei merkitseavaa
muutosta myostatiinin . mMRNA-tasossa havaittu. MyéaskaJenskyn ym. (2007)
tutkimuksessa eksentrinen voimaharjoitus ei aibeutt muutosta myostatiinin mRNA-
tasoissa nuorilla tai ikdantyneilla miehilla 24 tianvoimaharjoituksen paattymisen
jalkeen. Sama ilmid oli havaittavissa Haddadin &Atsin (2006) tutkimuksessa. Siina
suoritettiin kaksi isometrista voimaharjoitusta ##hnin valein, eivatkad harjoitukset
aiheuttaneet merkitsevdd muutosta kuuden eikd 30kakiden ikaisten rottien

myostatiinin mMRNA-tasoissa 24 tuntia tai 48 turtti@rjoituksen paattymisen jalkeen
mitattuna. Sen sijaan vanhojen rottien mRNA:n lapot olivat matalammat kuin

nuorilla rotilla, mik& oli yllattava tulos (Hadda&l Adams 2006).

8.2 Voimaharjoituksen vaikutukset solusyklin sdatejltekijoihin

8.2.1 Myogeeniset saatelytekijat

Bickelin ym. (2005) rotilla tehdyssa tutkimuksesstnkdstimulaation avulla aiheutettu
voimaharjoitus lisdsi MyD:n mRNA-tasoa noin 83 %mjgogeniinin mRNA-tason noin

kolminkertaiseksi lepotasosta. Myos Haddadin ja msia tutkimuksessa (2002)
myogeniinin MRNA-taso oli koholla tai sailyi kohall24 tuntia s&hkostimulaatiolla

aiheutetun voimaharjoituksen jalkeen.

Yangin ym. (2005) tutkimuksessa seurattin myogseni saatelytekijoiden
iimentymisen muutoksia voimaharjoituksen jalkeen ejdtyisesti haluttiin selvittaa,

milla aikavalilla muutokset tapahtuvat. Kuudeltaimaharjoittelutaustan omaavalta
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koehenkildlta otettiin lihasbiopsianaytteet ennéilittomasti jalkeen seka 1, 2, 4, 8, 12
ja 24 tuntia jalkeen voimaharjoituksen. Voimahdtgksen seurauksena MRF4:n
MRNA-taso nousi 3,7-kertaisesta 4,5-kertaiseksi I2-Barjoituksen jalkeen. MyoD:n
MRNA-taso nousi 5,8-kertaiseksi 8 h harjoitukseatty@nisen jalkeen ja myogeniinin
MRNA-taso 2,6-kertaisesta 3,5-kertaiseksi 8—12rfoltaksen jalkeen. Myf5:n mRNA-
tasossa ei havaittu muutoksia. Tutkimuksen yksityyés olikin, ettd vaikka
voimaharjoituksen aiheuttamissa geeniekspressiorutaksissa oli vaihtelua, oli
geenien ilmentyminen huipussaan yleensa 4-8 h ihdepen paattymisen jalkeen.
(Yang ym. 2005).

8.2.2 Sykliinit, Cdk-proteiinit sekéa sykliini-inhib iittorit

Kuten jo solusyklia kasittelevassa kappaleess&dy8in lapi, sykliinit sitoutuvat Cdk-
proteiineihin saadellakseen niiden aktiivisuuttgklihi D -perhe on ensimmainen, joka
ekspressoituu, kun lepotilassa olevia soluja stidalan. Solusyklin G1l-vaiheen
l&pivieminen vaatiikin vahintdéan yhden D-sykliiniddsndolon, mista syysta
luurankolihaksen proliferatiivista aktiivisuutta tkittaessa selvitetddn usein sykliini
D1:n mRNA-tasojen muutoksia. (Obaya & Sedivy 2088ams ym. 2007.) Bickelin
ym. (2005) tutkimuksessa voimaharjoitus aiheutti%ousun sykliini D1:n mRNA-
tasossa. Myds Kimin ym. (2005) tutkimuksessa syklid1:n mRNA taso nousi 34 %

24 tuntia voimaharjoituksen jalkeen.

Sykliini-inhibiittoreista p21:n mRNA-tasojen on teiiu nousevan ihmisilla 24 tuntia
kahden séhkostimulaatiolla aiheutetun voimahatsigm jalkeen mitattuna (Bickel ym.
2003). Myos rotilla tehdyssé tutkimuksessa p2lsottavat nousseet ylikuormituksen
aiheuttaman hypertrofian yhteydessa (Adams ym. J19%27:n mRNA-tasojen

puolestaan on todettu laskevan 24 tuntia voimahakigen jalkeen mitattuna (Kim ym.
2005).
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9 RAVINNON VAIKUTUKSET MYOSTATIINIIN JA
SOLUSYKLIN SAATELYTEKIJOIHIN LEPOTILASSA TAl
VOIMAHARJOITUKSEN YHTEYDESSA

9.1 Ravinnon vaikutukset myostatiiniin lepotilassa

Ravinnon vaikutuksista ihmisen myostatiinin ilmanigeen lepotasossa ei ole julkaistu
tutkimuksia lukuun ottamatta myostatiinia sitovaaeagenssia  sisdltavan
supplementaation (paivittdisannos 1200 mg) vaikaitit seerumin myostatiinitasoihin
(Willoughby ym. 2004b). Elaimilla tehdyissa tutkiksissa ravinnolla on ollut
vaikutuksia myostatiinin ilmentymiseen joissain (m@uernec ym. 2004; Jeanplong
ym. 2003; Nakazato ym. 2006; Terova ym. 2006), anettkaikissa tutkimuksissa (mm.
Chauvigne ym. 2003; Ji ym. 1998).

Useat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd myostatimRNA- ja proteiinitasot ovat
nousseet luurankolihaksessa erilaisten tilojen ygdesa, jotka voidaan yhdistaa
lihasmassan vahenemiseen. Naita ovat olleet mwassa AIDS (Gonzalez-Cadavid
ym. 1998), lihasten kayttdmattomyydestad seurantrofia (Reardon ym. 2001) seka
rotilla takajalkojen kuormittamattomuus (Carlson .y@®99). Samoilla linjoilla ovat
myo6s Jeanplongin ym. (2003) tutkimus, jossa langrailrooninen aliruokinta nosti
myostatiinitasoja, sekad Terovan ym. (2006) meriafilee tehty tutkimus, jossa
paastoamien lisdsi myostatiinin ilmentymista jaap@lminen paastosta vahensi sita.
Puolestaan Guernecin ym. (2004) tutkimuksessa 4&inu paastoaminen laski
myostatiinin mMRNA-tasoa neljan viikon ikaisilla kaitla, kun taas 48 tunnin syéminen
paaston jalkeen nosti myostatiinitasot takaisin nmaaleiksi. Tutkijat olettivat
myostatiinin laskun paaston aikana toimivan suojanesmina liiallista lihasten
heikkenemista vastaan. Jin ym. (1998) tekemaskémuksessa kolmen paivan paasto
taasen ei aiheuttanut muutoksia myostatiinin mREgoeissa neljdn eika seitseman
kuukauden ikaisilla sioilla. Nayttaa siis siltatéetavitsemustila sadatelee myostatiinin
ekspressiota, mutta ravinnon rajoittamisen vaiksgtk nayttavat vaihtelevan

rajoitusjakson biologisen mallin sekd keston muk@mernec ym. 2004).
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Nakazaton ym. (2006) tutkimuksessa selvitettiin tgimiravinnon vaikutusta

myostatiiniin rotilla. Perusolettamuksena oli, gitivittéain yli 15 % proteiinia sisaltava
ravinto ei suoraan aiheuta hypertrofiaa normaalisgarankolinaksessa, ja koska
anaboliset olosuhteet ovat kuitenkin suotuisat &apkoteiinisen ravinnon yhteydessa,
toimii talldin oletettavasti jokin luurankolihaksé@asvuun inhiboivasti vaikuttava tekija.
Oletuksena oli, ettd kysessd on myostatiini. Tuthkieessa selvisikin, ettd 35 %
proteiinia paivittdisannoksena saaneilla rotillaké&semyostatiinin proteiinitaso etta
MRNA-taso lihaksessa olivat merkitsevasti korkeainkegn 15 % proteiinia saavilla.

MyOs 25 % paivittdin proteiinia saavien rottienaksen myostatiinin proteiini- ja
MRNA-tasot olivat selvasti korkeampia 15 % proteyihmaan verrattuna, mutta
muutokset eivat saavuttaneet tilastollista merkitgtd. Tulokset viittaavat siihen, etta
myostatiini  saattaa  rajoittaa  lihaksen  mahdollisestliiallista  kasvua

korkeaproteiinipitoisen ravinnon yhteydessa.

Jotkut yksittédiset aminohapot, kuten glutamiini gutamaatti, joiden pitoisuus on
korkea herassa (yhteensa 22 % heran kaikista asapowdia), saattavat valittaa
proteiiniravinnon vaikutuksia myostatiinin ekspress. Salehianin ym. (2006)
tutkimuksessa rottien ruokkiminen glutamiinilla tgiutaamiinin lisddminen C2C12-
myoblastisoluihin lisési myostatiinin proteiinitgaptosin ei-merkitsevasti. Yksittéaisten
aminohappojen vaikutukset tai yleensékin proteawvimnon aiheuttamat signalointireitit

ja niiden vaikutukset myostatiinin ekspressioonvmta selvittmatta.

9.2 Ravinnon vaikutukset solusyklia saateleviin tafoihin lepotilassa

Kappaleessa 9.1 Kkasitellyssd Nakazaton ym. (20@fkintuksessa selvitettiin
proteiinipitoisen ravinnon vaikutusta my6s MyoD:a myogeniinin ilmentymiseen.
Niiden tasoissa ei kuitenkaan havaittu merkitseviduutoksia, eikd yhteytta
myostatiinitasoihin. Yhteyden puutetta ei silti @ity yllattavana, silla ryhmien
lihasmassoissa ja lihaksen poikkipinta-aloissa leit @roja. Thalacker-Mercerin ym.
(2007) hiljattain julkaistussa tutkimuksessa puas viikon kestava alhainen
proteiininsaanti (0,5 g/kg/paivda) vahensi solujerroliferaatioon positiivisesti

vaikuttavien tekijoiden transkriptiota ja lisasi gagiivisesti vaikuttavien tekijoiden
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transkriptiota. Koehenkildind tutkimuksessa oli Kdkaisid/ikdantyneita (55-80-

vuotiaita) miehia ja naisia

9.3 Ravinnon vaikutukset myostatiiniin ja solusykla séaateleviin

tekijoihin voimaharjoituksen yhteydessa

Ravinnon vaikutuksista myostatiiniin voimaharjoisek yhteydessa on hyvin niukalti
tietoa saatavissa. Julkaistuna on tiettavasti y&si abstrakti (Pilegaard ym. 2006).
Tassa Pilegaardin ym. (2006) tutkimuksessa koehi@néioli kahdeksan nuorta miesta,
jotka suorittivat reiden lihaksiin kohdistuvan vaiharjoituksen seka 15 % proteiinia
sisdltdvaa ravintoa nauttineena (ilman ylimaaraigt@teiinia voimaharjoituksen

yhteydessa; kontrolliryhma) ettd 29 % proteiinissaffivad ravintoa nauttineena
(ylimaarainen proteiinisupplementaatio harjoitukgétikeen). Biopsiat otettiin vastus
lateralis -lihaksesta ennen voimaharjoitusta sek&24 ja 48 tuntia sen jalkeen.
Myostatiinin mRNA laski 24 tuntia harjoituksen p@#étisen jalkeen molemmissa
tilanteissa noin 50 % lahtotasoa alemmalle tasdfentrollitilanteessa lasku oli

merkitseva (p < 0,05) ja proteiinisupplementaatyeydessa laskulle oli trendi (p <
0,1). Verrattaessa kasittelyja 48 tuntia harjoierkpaattymisen jalkeen myostatiinitaso

oli alhaisempi proteiinik&sittelyssa kuin kontrkéisittelyssa (p < 0,05).

Ravinnon vaikutuksista voimaharjoituksen yhteydessléisyklia saateleviin tekijéihin
sekd satelliittisoluinin  on saatu jonkin verran kiotustuloksia. Erityisesti
kreatiinisupplementaation mutta mahdollisesti jossa maarin myos
proteiinisupplementaation on todettu lisddvan vdiampituksen seurauksena
tapahtuvaa satelliittisolujen sekéd luurankolihakgamien lukumaaran lisaantymista
(Olsen ym. 2006). Tama viittaa siihen, etta vaikutin kohdistunut myds solusyklia
saateleviin tekijoihin. Edella mainitussa Pilegaargm. (2006) tutkimuksessa MyoD:n
ja MRF4:n mRNA-tasot nousivat kaksinkertaisiksi &uutuntia harjoituksen
paattymisen jalkeen (p < 0,05), eika kasittelyj@til ollut eroa. Myogeniinin taso oli
lahtotasoon néhden koholla (p < 0,05) molemmillaitkglyilla kaikissa aikapisteissa,

eika kasittelyjen valilla ollut eroa.
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10 TUTKIMUSONGELMAT JA HYPOTEESIT

Tutkimusongelmat:

1. Miten voimaharjoitus vaikuttaa myostatiinin, mydstdain sitoutuvan proteiinin
FLRG:n ja myostatiinin reseptoriproteiinin aktiviinllb:n sek&a solusyklia
saatelevien tekijoiden (MyoD:n, myogeniinin, Cdk2p21:n ja p27:n) mMRNA-

tasoihin?

2. Mitda muutoksia valittbmasti ennen voimaharjoitustga  valittomasti
voimaharjoituksen jalkeen nautittu heraproteiinneittaa myostatiinin, FLRG:n,
Acvrllb:n seka solusyklia saatelevien tekijoiden NRtasoissa tunnin ja 48 tunnin

aikana voimaharjoituksen paattymisen jalkeen?

3. Onko myostatiinin, FLRG:n, Acvrllb:n ja solusyklsaatelytekijoiden mRNA:iden
ja seerumin testosteronipitoisuuden tai androgeseptorien (AR) proteiinitasojen
valilla korrelaatioita voimaharjoituksen yhteydegsé vaikuttaako heraproteiinin

nauttiminen niihin?

Hypoteesit:

1. Voimaharjoitus laskee myostatiinin mRNA-tasoa.

» Vaikka tutkimustulokset ovat olleet osittain rigtaisia voimaharjoituksen
akuuteista vaikutuksista myostatiinin ilmentymiseeon enemmistossa
tutkimuksista osoitettu myostatiinin mRNA-tasoissgpahtuvan laskua (mm.
Kim ym. 2005; Kim ym. 2007; Raue ym. 2006; Kvormpiypm. 2007).

* Myostatiiniin sitoutuvan proteiinin FLRG:n ilmentymista ei ole tkittu
yksittédisen voimaharjoituksen yhteydessa, jotenolsssia kyseisen muuttujan

osalta ei voi tehda.
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2. Voimaharjoitus nostaa myogeniinin, MyoD:n, p2]lanCdk2:n mRNA-tasoja ja

laskee p27:n mRNA-tasoa. Acvrlib:n mRNA-taso pyayyttumattomana.

Vaikka tutkimustuloksissa on ollut osittain eridkii@ tuloksia, on myogeniinin,
MyoD:n ja p21:n mRNA-tasot ovat nousseet akuutisbimaharjoituksen
jalkeen (Bickel ym. 2005; Bickel ym. 2003; HaddadA&lams ym. 2002; Adams
ym. 1999; Yang ym. 2005), kun taas p27:n mRNA tasdaskenut (Kim ym.

2005).

Cdk2:n ilmentymista ei ole tutkittu yksittdisen mmharjoituksen yhteydessa,
mutta koska syklini Dl:n mRNA-tasot ovat akuutistihousseet
voimaharjoituksen jalkeen (Bickel ym. 2005; Kim yr@005) ja sykliinit

yleisesti aktivoivat seuraavassa solusyklin vaibaegarvittavat proteiinit,
voidaan myds Cdk2:n mRNA-tasojen olettaa nousevaimaharjoituksen

jalkeen.

Myostatiinin reseptoriproteiinin Acvrlib:n mRNA-tassa ei ole tapahtunut

muutosta voimaharjoituksen seurauksena (Kim ym7200

3. Voimaharjoituksen yhteydessa nautittu heraphnoiteei aiheuta lisamuutosta

myostatiinin, myogeniinin tai MyoD:n mRNA-tasoissa.

Tiettavasti proteiinin akuuteista vaikutuksista naaharjoituksen yhteydessa
tatd tutkimusta koskeviin mRNA-tasoihin ei ole teluin yksi julkaisu ja
sekin on pelkastaan abstrakti (Pilegaard ym. 2086h perusteella voidaan
kuitenkin olettaa, etta myostatiinin, myogeniinan llyoD mRNA-tasot eivat
poikkea voimaharjoituksen jéalkeen proteiini- jagghoryhman valilla.
Proteiinin akuuteista vaikutuksista voimaharjoitetksyhteydessa ei ole tehty
tarkkoja tutkimuksia koskien FLRG:ta, Acvr lIb:t@dk2:ta, p21:ta tai p27:a4a,

joten naiden muuttujien osalta ei voida tehda hgesia.
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4. Seerumin testosteronipitoisuus ja lihaksen AR-firotaso Kkorreloivat

negatiivisesti myostatiinin mRNA-tasojen kanssa.

» Vaikka myostatiinin ja androgeenien (testosteronidlistd yhteytta koskevat
tutkimustulokset ovat olleet ristiriitaisia, on andeenien todettu vaikuttavan
negatiivisesti myostatiinin mRNA-tasoon (Mendler .y2007). Tietéaen, etta
myostatiinigeenin promoottorissa  on  mahdollinen owitmiskohta
androgeenireseptorille (ARE; Ma ym. 2001), sekataée androgeenien
anaboliset vaikutukset ja myostatiinin lihasmaskasvua estavat vaikutukset,

Voisi negatiivisen korrelaation olettaa pitdvarkgansa.
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11 MENETELMAT

11.1 Koehenkilot

Tutkimuksen koehenkilGina oli 18 keski-ikaista/ikégnyttd miesta (ikéa 57—-72 vuotta).
He kaikki olivat osallistuneet 21 viikkoa kestdnems ohjattuun, 2 kertaa viikossa
koKkaehoon.

harjoittelustausta tutkimusta edeltdvien noin wviideiukauden aikana oli erittdin hyvin

tapahtuvaan voimaharjoitteluun, joka kohdistui Koehenkildiden
vakioitu. Tarkempi kuvaus harjoittelusta on kemotiulmin ym. 2007 artikkelissa.
Kaksi viikkoa harjoittelun paattymisen jalkeen tatksryhmasta valikoitui edella
mainittu 18 miehen joukko, joka oli halukas osalilmaan kyseiseen tutkimukseen.
Koehenkil6t sovitettiin pareittain ian, kehonpainga jalkaprassin 1RM-tuloksen
perusteella ja jaettiin satunnaisesti joko heragimtyhmaan § = 9) tai plasebo-
ryhmaan § = 9). Liséksi tutkimukseen osallistui kuusi kodlireenkil6d, jotka eivat
olleet osallistuneet edeltavaan 21 viikon voimadigtgluun, mutta olivat olleet siindkin

kontrollihenkil6ind. Taulukossa 2 on esitetty koekiiden taustatiedot ryhmittain.

TAULUKKO 2. Koehenkildiden taustatiedot ryhmitt&jkeskiarvo + keskihajonta SD).

Muuttuja Proteiiniryhmé | Plaseboryhmé | Kontrolliryhma
n 9 9 6
Ik& (vuotta) 61,4+4,3 62,1+4,2 66,5+7,1
Paino (kg) 85,8 kg +9,4 79,6 +3,2 72,1+9.8
Pituus (cm) 176,1+5,7 176,7 £3,2 170,0 £ 6,8
Maksimikuorma bilateraalisesspa 2,4 £ 0,6 2,3+0,2 2,1+0,3

jalkaprassissa suhteutettuna
omaan kehonpainoon (kg/kg)

Ennen 21 viikkoa kestavaa voimaharjoittelututkinaudtaikki koehenkilot kavivat

ladkarintarkastuksessa, eika kelldadan heistd ollastaraiheita suorittaa raskasta
voimaharjoittelua. Kaikki koehenkilot olivat mydgykisesti suhteellisen aktiivisia.
Kriteereja poissulkemiselle oli 1) alle 50 vuoddd,i 2) osallistuminen raskaaseen
voimaharjoitteluun edeltédvan viiden kuukauden agaB) kasvissyojat, 4) ne, jotka
kayttivat sdanndllisesti ravintolisia tai farmakgisia aineita, jotka saattaisivat vaikuttaa

voimaharjoittelun/-harjoituksen aiheuttamiin vasiiei, 5) huipputason veteraani-
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urheilijat, 6) merkittava ylipaino (BMI > 30) ja 7)neuromuskulaariset tai
kardiovaskulaariset sairaudet. Koehenkilgita infoimm tarkasti tutkimuksen sisallosta
mukaan lukien sen aiheuttamat mahdolliset riskégdmukavuudet. Kaikki koehenkiltt
allekirjoittivat ennen tutkimukseen osallistumisedtirjallisen suostumuslomakkeen,
jonka Jyvaskylan yliopiston eettinen toimikunta blivaksynyt. Tutkimus suoritettiin

Helsingin julistusta (Declaration of Helsinki) naitthen.

11.2 Koeasetelma

Tutkimuksen koeasetelma on esitetty kuviossa 5.kiffuts tehtiin Jyvaskylassa
syksylla 2005 Vivecassa. Koehenkilditd oli neuvottélttamaan raskasta liikuntaa
kolme péivdd ennen mittausta. Ennen ensimmaistgsisia koehenkilot paastosivat
kolme tuntia. Hyvin proteiinipitoisten ruokien (mmlihan tai maitotuotteiden)

nauttiminen ei ollut sallittua biopsiaa edeltavéiden tunnin aikana.

+ 'R +
i Jdy
Froteiini e B B
-1 05 0O 1 48
* LR +
‘J2 ‘J2
Flasebo B_|[RE = B
-1 o5 0 1 48
Kantrollit B
-1 1
Alka (h)

KUVI®) Koeasetelma. Koehenkiltt suorittivat raskaaimes
hatjixsen (RE), joka sisélsi 5 x 10 toiston jalkagigarjan.
Lihasbiopsia (B) otettiin Vastus Lateralis -li{sasta 0,5 h ennen

RE:n alkua (pre) seka 1 (post 1h) ja 48 h (488 sen jalkeen.
Kontrollihenkil6t osallistuivat vain B:ihin, j&B otettiin kahden
tunnin vélein. Nuolet osoittavat verindytteid#tamisajankohdat:
ennen ja valittdmasti (0), 15 ja 30 min sek&48lkeen RE:n.
Ennen RE:ta ja valittbmasti sen jalkeen probgilrma nautti
heraproteiini-isolaattijuomaayfJa plaseboryhma kaloritonta
plasebojuomaaf)J



67

Valittdmasti ennen RE:ta ja valitttmasti sen jatkeautittiin joko 250 ml heraproteiini-
isolaattia tai 250 ml plasebojuomaa (kuvio 5). Jabnannettiin koehenkilGille
kaksoissokkomenetelmaa mukaillen. Plasebossa i @lenkaan kaloreita. Se sisalsi
kuitenkin eksoottista hedelmaa (exotic fruit), ase@mi-K:ta, xantinikumia ja
betakaroteenia maun, viskositeetin ja varin vuoRsdteiinijuoma (250 ml) sisélsi 15 g
heraproteiini-isolaattia, joka sisalsi vain mitét@n vahan rasvaa ja laktoosia
(Protarmor 907 LSI, Armor Proteins, Brittany, Frapc Aromina, makeutena,
viskositeetin saatdjana seka varina kaytettiinatrinmsitraattia, eksoottista hedelmaa,
asesulfaami-K:ta, xantiinikumia sekéa betakaroteeKiaytetty proteiinimaara vastasi
maarad, jota voimaharjoittelijat kayttavat yleisg@tipton ym. 2007). Proteiini- ja
plasebojuomat (Harma Food) nayttivat ja maistuigamankaltaiselta ja niiden

viskositeetit vastasivat myds toisiaan.

11.3 Aineiston kerays ja analysointi

Raskaan voimaharjoituksen (RE) protokolla

Raskas voimaharjoitus (RE) suoritettiin bilatersedisa jalkaprassilaitteessa (David 210,
David Fitness and Medical: Hulmi ym. 2007; Hakkingm. 1998). Ennen
jalkaprassiprotokollaa suoritettiin kaksi minuutti@stava lammittely kuntopydralla.
Jalkaprassissa suoritettin 5 x 10 toiston maksiorisus palautusten ollessa kaksi
minuuttia sarjojen valilla. Kuormat sovitettiin f@ituksen aikana siten, ettéa kukin
koehenkilo pystyi suorittamaan 10 toistoa jokaigaesarjassa. Jos kuorma oli liian
raskas, koehenkilda avustettiin kevyesti sarjammeisilla toistoilla. Avustetuilla
toistoilla avustaja pyrki pitimaan saman liikenageu kuin sarjan aiemmissa toistoissa
oli ollut. Avustaja oli sama jokaisen koehenkiloohklalla. Maksimaalinen isometrinen
voima mitattin ennen harjoitusta ja jokaisen garjgilkeen bilateraalisesti
elektromekaanisella dynamometrilla kuten seuraavasgppaleessa (Maksimivoiman
testaus) on kuvattu (Hulmi ym. 2007; Hakkinen yr@98). RE:n jalkeen koehenkil6ilta
kysyttiin rasitustuntemus Borgin subjetiiviselldikslla (6-20).
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Maksimivoiman testaus

Voimasignaali nauhoitettiin ja analysoitiin Signsbftware -ohjelman versiolla 2.15
(Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK). Makaalinen isometrinen jalkojen
ojentajalihasten bilateraalinen voima mitattiin kitemekaanisella dynamometrilla
lantiokulman ollessa 110° ja polvikulman 107° (Huym. 2007; Hakkinen ym. 1998).

Lihasbiopsiat

Koehenkil6iltd otettiin lihasbiopsiat 0,5 tuntiarem (pre) sekd 1 ja 48 tuntia RE:n
jalkeen (post 1h ja post 48h). Biopsiat otettiistus lateralis -lihaksesta patellajanteen
ja isomman trochanterin puolestavélista alueedtssg lihas on paksuimmillaan ja jossa
el sijaitse suuria verisuonia tai hermoja. Laalkdtii biopsianaytteet (nayte noin 50-100
mgq) steriilisti paikallispuudutuksessa (2 ml Lidowa, 1 %) kayttden Bergstromin
neulaa. Naytteenotossa kaytettiin hyvaksi imua,ajokaatiin aikaiseksi letkun
valityksella neulaan yhdistetylla ruiskulla. EnriRE:t& seka 48 tuntia sen jalkeen otettu
biopsia otettiin vasemmasta jalasta. Ensimmaisenpsian jaannodsvaikutusten
valttamiseksi tunti RE:n jalkeen otettu biopsiatiite oikeasta jalasta ja 48 tuntia RE:n
jalkeen otettu biopsia 2 cm edellisen naytteenottdian ylapuolelta. Biopsia-ajat
yhtenaistettiin proteiini- ja plaseboryhmissa. Kadtaksi ensimmaista biopsiaa otettiin
eri jaloista, oli tutkimuksessa mukana myos kuusntkollinenkil6a, jotta eri jalasta
otetun naytteen vaikutus pystyttiin selvittaman. nollihenkililta otettiin  kaksi
naytetta, joiden valissa oli kaksi tuntia lepoaytigenottoajankohdat yhtenivét siis RE-
ryhmien kanssa. Kaikki naytteet puhdistettiin nékgtéd rasva- ja sidekudoksesta seka
veresta. Taman jalkeen naytteet jaadytettiin dh#sti nopeasti nestemaisessa typessa

(-160 °C), minka jalkeen ne sailéttiin -80 °C:sslevaa mRNA-analyysia varten.

Ravinnonsaannin seuraaminen

Koehenkildiden ravinnonsaantia seurattiin ruokaiitjojen avulla ensimmaista
biopsiaa edeltavan kolmen péivan ajalta, ensimritdisenittauspaivaltd seka sita
seuraavalta paivalta. Ruokapaivakirjat analysiotiin Micro Nutrica
ravintoaineanalyysiohjelman versiolla 3.11. (Theci8b Insurance Institution of
Finland).
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Totaali-RNA:n eristys, kaanteinen transkriptio ja cDNA:n synteesi

Lihasnaytteiden homogenisointi suoritettiin FasgP{Bio101 Systems, USA) putkissa,
jotka sisalsivat Lysing Matrix D:ta (Q-Biogene, UBA otaali-RNA eristettiin ~50 mg
lihaskudoksesta kayttden Trizol-reagenssia (Ingérg Carlsbad, CA, USA)
valmistajan ohjeiden mukaisesti. @OD,go -suhde oli noin 2,0 ja geelielektroforeesin
perusteella eristys tuotti vapaata DNA:ta seka agpinutta RNA:ta. Viisi
mikrogrammaa totaali-RNA:ta k&&nteistranskriptoitiijolloin saatiin syntetisoitua
komplementaarinen DNA (cDNA). Kaanteistranskriptisuoritettin  valmistajan
ohjeiden mukaisesti 50 pg:n totaalitilavuudestattiégén High Capacity cDNA Archive
kittid (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Real-time RT-PCR

MRNA:n ekspressiotasot maaritettiin real-time reeetranscriptase-PCR:n (RT-PCR)
avulla, joka perustuu Tag-polymeraasin 5" nukleddisvisuuteen kayttden Abi Prism
7700 Sequence Detector Systemia (Applied Biosysteraster City, CA, USA).
Kaytetyt alukkeet (primer) ja koettimet (probe)vali ennalta suunniteltuja transkripteja
(niin kutsuttuja "inventoried assayta”), jotka Apgd Biosystems bioinformatics design
pipelines oli validoinut. Geenipankin hankintanuoteja Applied Biosystems assayn
ID:t olivat seuraavat: NM 005259 ja Hs00193363_miydstatiini), NM 004064 ja
Hs00153277_m1 (p27), NM 001106 ja Hs00609603_mivi(Kx), NM 005860 ja
Hs00610505_m1 (FLRG), NM 002478 ja Hs00159528 mya®), NM 002479 ja
Hs00231167_m1 (myogeniini), NM_078467.1 ja Hs00&E5Mm1 (p21),
NM_052827.1 ja Hs00608082_m1 (Cdk2), NM002046 as83999905_m1 (GAPDH)
seka X03205.1 ja Hs99999901 s1 (18sRNA). Jokaidgteranalysoitiin triplikaattina.
Kaikille naytteille kaytettiin identtisia PCR-syklimuuttujia: 2 min 50 °C:ssa, 10 min
95 C °:ssa ja 40 syklia ensin 15 s 95 C°:ssa, jgakeeen 1 min 60°:ssa. Applied
Biosystems oli validoinut kyseisen menetelman. GARD mRNA:ta kaytettiin
housekeeping geenind eli sisaisena kontrollinak&a®rrattuna 18sRNA:han silla oli
matalampi CV% (4,4 % verrattuna 5,9 %:iin) ja sewspeessio oli stabiilimpi eri
ajankohtien valilla sekd se kayttaytyi tasaisemmverratessa proteiinikasittelya
plaseboon. GAPDH/18sRNA oli myds stabiili verraisee pre-naytetta post 1h
naytteeseen seka pre-naytettd post 48h nayttedfedh25). Jokaisen koehenkilén
naytteet ajettin samassa ajossa, jotta néaytteetival taysin vertailukelpoisia.

Ekspressiotasojen laskennallistamiseen ja normatiso kaytettin amplifikaation
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tehokkuuteen perustuvaa menetelmdé (Liu & SainR0Geenitranskriptin tulokset
laskettiin Liun ja Saintin (2002) matemaattisen Imamukaan, joka on osittautunut
hyvin validiksi tutkittaessa transkriptoidun geeimRNA:n) alkuperaista maaraéa (Liu
& Saint 2002). Liun ja Saintin (2002) menetelmagsgtettiin kayran sovitukseen
SigmaPlot-ohjelmaa (versio 9.1, Systat SoftwarehRiond, CA, USA).

Lihaksen androgeenireseptoriproteiinin (AR) maaritys

Lihaksen AR-proteiinimaaritys tehtin Western Blatnmunoblottausmenetelmalla
kayttden Santa Cruz Biotechnologyn (Santa Cruz,\C34) priméarivasta-ainetta N-20
valmistajan ohjeiden mukaisesti. Tama vaihe ortetglitarkemmin Tiina Salon Cum
laude -tutkielmassa (2007). Kahden PROT-ryhmén &okitbin kohdalla naytteet eivat
olleet tarpeeksi korkealaatuisia, joten AR-profigisot oli saatavissa yhteensad 16

koehenkil6lta.

Seerumin testosteroni

Koehenkil6iltd otettiin  verinayte kyynarlaskimostéevossa ennen RE:t4 seka
valittbmasti, 15 min, 30 min ja 48 h RE:n jalkedlaytteet sailottiin -80 °C:ssa, kunnes
ne analysointiin. Seerumin testosteronin maarityshtiin immunometrisella
kemilumenesenssimenetelmalla kayttden ImmuliteR01-Mditetta (DPC, Los Angeles,
CA, USA).

Testosteronin molaarinen pitoisuus verenkierross@ahtyy veriplasman vahentyessa
(Pullinen 2001, 36), joten RE:n aiheuttamia muukdasmatilavuudessa arvioitiin
Dill & Costillin (1974) kaavan avulla. Kaytetyt testeronin arvot on siis korjattu

plasmatilavuuden muutoksilla.

Seerumin vapaa testosteroni

Seerumin vapaan testosteronin madritys tehtiin ‘¢efemin ym. (1999) esittdman
menetelman mukaan, jossa pitoisuus lasketaan uopiattseerumin testosteronin ja
SHBG:n seka arvioidun albumiinipitoisuuden mukadfenetelmé& on osoittautunut
reliaabeliksi arvioitaessa biologisesti aktiivise(sitoutumattoman) testosteronin

pitoisuutta plasmassa (Vermeulen ym. 1999).
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Seerumin SHBG

Vapaan testosteronin pitoisuuden arviointiin k&yttebHBG-pitoisuudet maaritettiin
immunometrisella kemilumenesenssimenetelmalla &égttimmulite® 1000 -laitetta
(DPC, Los Angeles, CA, USA). Anlayysit tehtin veiyiteista, jotka otettiin levossa

ennen RE:t& seka valittomasti, 15 min, 30 min j&a48:n jalkeen.

11.4 Tilastolliset menetelmat

Keskiarvojen, keskihajontojen (SD) ja keskivirheid¢SE) lakemiseen kaytettiin
perinteisia tilastollisia menetelmid. Korrelaatiagrysiin  kaytettin  Pearsonin
korrelaatiota. RE:std saatu data analysoitiin kahtééijan repeated measures general
linear model -menetelman avulla. Koska otoksess&obine aikapistetta (pre, post 1h
ja post 48h), tarkistettiin ja kontrolloitiin tula&kauman sfaarisyys Atkinsonin (2001)
esittdmien menetelmien mukaisesti. Holm-Bonferropiost hoc -testia kaytettiin
vaikutusten paikallistamiseen kuten Atkinson (200@h ehdottanut. Analyysit
suoritettiin SPSS-ohjelmalla (versio 13.0). Menrkitgyden rajaksi asetettiin0,05.
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12 TULOKSET

12.1 Voima- ja ravintomuuttujat

RE:n aikana tehty kokonaiskuorma (kuormat x saxjavistot, keskiarvo + SD) oli
plaseboryhmalla (PLA) 7,572 + 1,105 kg ja proteyhimalla (PROT) 8,094 + 1,378 kg.
Ryhmien tulokset eivéat eronneet tilastollisesti kitsevasti tosistaan (p = 0,26). Borgin
asteikolla mitatut rasitustuntemukset RE:n jalkekvat PLA:lla 17,0 £ 0,6 ja PROT:lla
16,9 £ 0,5 (p = 0,88). Jalkojen ojentajien maksiinaa isometrinen voima laski
merkitsevasti (p < 0,01) RE:n jalkeen. Ryhmien li&lkei ollut merkitsevaa eroa (p =
0,15). PLA:lla voima laski 2,874 + 352 N:sta 2,06868 N:iin ja PROT:lla 3,270 +
850 N:sta 2,134 + 184 N:iin.

Ruokapaivakirjojen analyysin perusteella ryhmierilldaei ollut merkitsevaa eroa
kokonaisenergiankulutuksessa tai yksittaisten eaergntoaineitten (proteiinien,
hiilihydraattien tai rasvojen) saannissa absolsun arvoina laskettuna eikd myoskaan
kehon painoon suhteutettuna (p > 0,23). Kehonpain@ohteutettu proteiinin
keskimaarainen saanti kolmelta paivaltd ennen R&it®ROT:lla 1,2 + 0,4 g/kg ja
PLA:lla 1,2 £ 0,3 g/kg. RE-paivana ja sen jalkegsgrdivana proteiinin keskimaarainen
saanti lukuun ottamatta PROT:n RE:n yhteydesséujsa&ahta 15 g:n annosta oli
PROT:lla 0,9 + 0,3 g/kg ja PLA:lla 1,0 + 0,3 g/kg.

12.2 Lihaksen mRNA-tasot

Raskas RE laski myostatiinin mRNA-tasoa PLA:lla=<9,03), mutta ei PROT:lla (p =
0,94; kuvio 6). PLA:lle tehty Post hoc analyysijpati, ettd myostatiinin post 48h
MRNA-tasot olivat merkitsevasti matalammat vernadtypre RE-tasoihin (p = 0,03) ja
post 1h:n kohdalla oli myds trendi myostatinin mMRN laskulle (p = 0,06).

Taulukossa 3 (seuraavalla sivulla) on esitetty atosin PLA:n ja PROT:n yksittaiset

muutokset seka ryhmien keskiarvot ja keskihajormjanhetkilla post 1h ja post 48h.
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Liitteessa 1 on esitettyna muiden mitattujen mRMAejen muutokset post 1h ja post
48h.

500

400 1

| | |

| | |

| | |

l l l
< | | |
3 l l l
g 3001 } } | mPLA post 1h
v } } ' OPLA post 48h
GEJ_ 200 1 ! ! | BPROT post 1h
© | | | EPROT post 48h
[=)
& 100 - | _ | |
g T l l
5 * | | |
o1 1 @_}5 ]

l l l

-100 < myostatiini ‘ FLRG ‘ Acvrlib ‘

KUVIO 6. Real-time RT-PCR tulokset myostatiinin, RG:n ja aktiviinireseptori llb:n
(Acvrllb) mRNA-ekspressioiden muutoksille RE:n jaé#n PROT- ja PLA-tilanteissa. Tulokset
on normalisoitu GAPDH:n mRNA:n suhteen ja muutokseesitetty suhteessa pre RE-arvoihin.
Arvot on laskettu Liun ja Saintin (2000) matemaatti mallin mukaan. Kaikki arvot ovat
muotoa keskiarvo + SE (keskivirhe). Tahti merkitse@m-Bonferronilla korjattua tilastollisesti
merkitsevaa eroa p < 0,05 verrattuna pre-arvooo RROT- tai PLA-tilanteessa.

TAULUKKO 3. PLA- ja PROT-ryhmien yksittaiset
mMRNA-tasojen muutosprageost 1h ja post 48h
verrattuna pre RE:heaskarvot (Ka) ja keskiha-
jonnat (SD) nakyvat ata. Tahti merkitsee Holm-
Bonferronilla korjattuaadtollisesti merkitsevaa
eroa p < 0,05 verrattuna-grvoon PLA-tilanteessa.

Myostatiinin mMRNA-tason muutos-%

Pre - post 1h Pre - post 48h
Plasebo | Proteiini | Plasebo |Proteiini
23,0 -27,4 -57,9 225,7
-60,5 46,2 -51,6 16,6
-32,7 -22,8 -71,6 6,6
-9,9 -33,8 -71,2 -39,5
-50,4 -71,5 -14,0 65,6
-14,0 -70,4 -12,3 -26,3
-77,6 190,7 71,3 -25,5
-9,8 -35,5 -57,6 -41,4
-87,9 -36,3 -45,3 -14,9
Ka -35,5 -6,8 -34,5* 18,6
SD 36,4 81,5 45,2 84,6
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FLRG:n mRNA-taso nousi puolestaan vain PROT:lla=(p,03), kun PLA:lla ei ollut
muutosta havaittavissa (p > 0,99; kuvio 6). My6skZd mRNA-taso nousi
merkitsevasti vain PROT:lla (p = 0,009), kun PLA:Ibli havaittavissa vain trendi
nousulle (p = 0,075; kuvio 7). FLRG:n ja Cdk2:n kitseva nousu PROT:lla ajoittui
post 48h kohdalle (0,02). p21:n mRNA-taso post lkamdalla oli merkitsevasti
noussut PLA:lla lahtétasoon verrattuna (p = 0,080 PROT:lla noususta oli

havaittavissa vain trendi (p = 0,08; kuvio 7).

350 -
300 -
250 1

200 1

MPLA post 1h
O PLA post 48h
B PROT post 1h
B PROT post 48h

150 1

100 1

50 1

Muutos-% pre RE-tasoon

-50 4

-100 4

-150 - Cdk2

KUVIO 7. Real-time RT-PCR tulokset p21:n, p27:rgdk2:n mRNA-tasojen muutoksille RE:n
yhteydessa. Kaikki arvot ovat muotoa keskiarvo = $Bhti merkitsee Holm-Bonferronilla
korjattua tilastollisesti merkitsevaa eroa p < Oy@brattuna pre-arvoon joko PROT- tai PLA-
tilanteessa.

RE:lla ei ollut vaikutusta Acvrllb:n, p27:n, myogamnn tai MyoD:n mRNA-tasoihin
PLA:lla tai PROT:lla (p > 0,14; kuviot 6, 7, ja 8ontrollihenkildiden 2 tunnin lepo ei
muuttanut myostatiinin, Acvrllb:n, FLRG:n, p27:nyageniinin, MyoD:n (raportoitu
Hulmi ym. 2007), p21:n (p = 0,38) tai Cdk2:n (p 8®) mRNA-tasoja. Jotta pystyttiin
nakem&an RE:n aiheuttama keskimaarainen kuormitugus Kkaikilta (n = 18)
koehenkil6iltd, heidan tuloksensa myo6s yhdistet{pooled data). Ainut merkitseva

tulos 18ytyi myogeniinin kohdalta post 48h (p = B)0Lisaksi yhdistetty data osoitti



75

nousevaa trendia p21l:lle (p = 0,090) ja MyoD:lle £p0,096). Post hoc analyysi
paikallisti p21:n vasteen erityisesti post 1h:n dalta (p = 0,01), mutta trendi oli
havaittavissa myos post 48h (p = 0,07).

250 - ‘
1
|
200 - !
1
c |
S 150 |
o T ! m PLA post 1h
W 100 T | ) O PLA post 48h
g i 8 PROT post 1h
o
s 501 | i m PROT post 48h
1 |
0 |
ERY | 1
= ] L=
|
-50 A :
1
|
-100 - myogeniini ‘ MyoD

KUVIO 8. Real-time RT-PCR tulokset myogeniinin jaydD:n mRNA-tasojen
muutoksille RE:n yhteydessa. Kaikki arvot ovat nmzokeskiarvo + SE.

12.3 Korrelaatiokertoimet tutkittujen mRNA-tasojen valilla

Tutkittujen mRNA-tasojen vélista korrelaatioanalgysarten ryhmia kasiteltiin yhdessa.
Korrelaatiot analysoitiin pre ja post 1h sekd pee gost 48h mittausten valissa
tapahtuneille muutoksille. Yhdistetyn aineiston £n18) perusteella I6ytyi useita
merkitsevia korrelaatioita (g 0,05). Esimerkiksi myostatiinin post 48h muutosr&toi
sen reseptoriproteiinin Acvrlib:n post 1h muutok&anssa (r = 0,48; p = 0,04) seka sen
sitojaproteiinin FLRG:n post 1h muutoksen (r = Q,& 0,001) ja post 48 h muutoksen
(r =0,53; p = 0,002) kanssa. Myostatiinin posirutos korreloi myos p27:n post 1h:n
muutoksen (r = 0,821; p < 0,001) ja post 48h mussakkanssa (r = 0,573; p = 0,013).

Cdk2:n post 1h muutos (r = 0,67; p = 0,002) ja pt muutos (r = 0,75: p < 0,001)

korreloivat Acvrllb:n vastaavien muutosten kans8éyogeniinin post 1h muutos
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puolestaan korreloi merkitsevasti vastaavien MyoD:& 0,49; p = 0,04), p21:n (r =
0,46; p = 0,05) ja Cdk2:n (r = 0,76, p = 0,001) nmesten kanssa, kun taas myogeniinin
post 48h muutos korreloi vastaavien Cdk2:n (r 90p/< 0,001) ja Acvrllb:n (r = 0,55;
p = 0,02) muutosten kanssa. Huomionarvoista dh, leaikki merkitsevat (g 0,05) ja
melkein merkitsevat (p < 0,20) muutokset sekd fbsth ja post 48h:n kohdalla olivat

positiivisia.

12.4 Testosteronin ja AR-proteiinin muutokset ja korelaatiokertoimet

Seerumin testosteronimuutosten ja lihaksen AR-pniteuutosten merkitsevyydet on
kasitelty Salon kandidaattitutkielmassa (2007). tiaksina saatiin, ettd PLA:n
kokonaistestosteronin ja vapaan testosteroninspiti seerumissa nousi valittdmasti
RE:n jalkeen (p < 0,01), kun taas PROT:lla ei othérkitsevaa muutosta havaittavissa.
AR-proteiinin osalta PLA:lla oli trendi nousulle €0,08) post 1h, kun taas PROT:lla ei

havaittu muutosta.

Taman tyon yhteydessa oltiin kiinnostuneita testastin (kokonaismaaran ja vapaan
maaran) ja AR-proteiinin mahdollisista yhteyksistdtattujen mRNA ekspressioiden
tasoihin ja muutoksiin ja lihaksessa (kappaleeb J2.12.6). Kuviossa 9 (seuraavalla
sivulla) on esitetty seerumin kokonaistestosterorikorjattu plasmatilavuuden

muutoksella) pitoisuudet mitatuilta ajankohdiltauwossa 10 (seuraavalla sivulla) on
esitettyna seerumin vapaan, biologisesti aktiijigesstosteronin pitoisuudet (korjattu
plasmatilavuuden muutoksella) ja kuviossa 11 (&vdl7) AR-proteiinin pitoisuudet

suhteutettuna lahtdtasoon (pre).
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Testosteroni,
korjattu plasmatilavuuden muutoksella

12 4 B PROT
10 4 OPLA

nmol/l

Pre Post Post 15' Post 30’ Post 48 h

KUVIO 9. Seerumin testosteronipitoisuudet mitatuilgjankohdilta: levossa ennen RE:ta,
valittomasti RE:n jalkeen seka 15 min, 30 min ja B8&RE:n jalkeen. Tulokset on korjattu
plasmatilavuden muutoksilla. Kaikki arvot ovat memkeskiarvo + SD.

Vapaa testosteroni,
korjattu plasmatilavuuden muutoksella

0,45 4
0,40 +

0,35 4
0,30 4 B PROT

[m}
0,25 4 PLA

0,20 4
0,15 4
0,10 4
0,05 4
0,00 -

nmol/l

Pre Post Post 15' Post 30' Post 48 h

KUVIO 10. Seerumin vapaan testosteronin pitoisuud#ttuilta ajankohdilta: levossa ennen
RE:t&, valittbmasti RE:n jalkeen seka 15 min, 3@ fai48 h RE:n jalkeen. Tulokset on korjattu
plasmatilavuden muutoksilla. Kaikki arvot ovat memkeskiarvo + SD.
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AR-proteiini

1.8
1,6
14 -
1,2 -

14 B PROT
0,8 - OPLA

06 -
04 -

Suhteessa pre RE-tasoon

0,2 A

Pre Post 1h Post 48h

KUVIO 11. AR-proteiinin mitatut tasot suhteutettuté@htotasoon (pre). Kaikki arvot ovat
muotoa keskiarvo + SE.

Tulosten pohdinnan yhteydessa tuli tarpeelliselaikistaa myds absoluuttisten
testosteronitasojen ja AR-proteiinitasojen valimeahdollinen korrelaatio. PLA:lla ei
ollut merkitsevia tai suuntaa antavia korrelaadiditavaittavissa, mutta PROT:lla ja
ryhmilla yhdessa havaittiin yksi merkitseva koredla (vapaan testosteronin post 30
min ja AR-proteiinin pre 1h valinen; r = -0,534 pa= 0,033) sek& useampi suuntaa
antava korrelaatio (taulukko 4 seuraavalla sivuliajka kaikki olivat negatiivisia.
PROT:n vapaan testosteronin post 30 min ja AR-pritepre valisen korrelaation

kuvaaja on esitettyna kuviossa 12.
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TAULUKKO 4. Kokonaistestosteronin (testo; riff)ga vapaan testosteronin (vapaa T;

nmol/l) seka AR-proteiinin absoluuttistend@s valinen korrelaatio PROT:lla ja ryh-

milla yhdessa.

Pearsonin korrelaatio Testo Vapaa T Testo Vapaa T
post 30 post 30' post 0-30' ka post 0-30' ka
PROT AR r -0,737 -0,751 -0,602 -0,642
pre p 0,059 0,052 0,153 0,120
n 7 7 7 7
AR r -0,692 -0,686 -0,554 -0,563
post 1h p 0,085 0,089 0,197 0,188
n 7 7 7 7
AR r -0,525 -0,624 -0,376 -0,525
post 48h p 0,226 0,134 0,406 0,226
n 7 7 7 7
Yhdessa AR r -0,412 -0,534 -0,284 -0,431
pre p 0,113 0,033 0,286 0,096
n 16 16 16 16
AR r -0,182 -0,283 -0,098 -0,170
post 1h p 0,501 0,289 0,717 0,529
n 16 16 16 16
AR r -0,271 -0,424 -0,165 -0,333
post 48h p 0,310 0,101 0,541 0,207
n 16 16 16 16
PROT

0,40

0,30

0,20

Vapaa testosteroni post 30 min (nmol/l)

0,10

0,00

KUVIO 12. Vapaan testosteronin post 30 min giloiden (nmol/l) ja absoluuttisen
AR-proteiinitason valineagatiivinen korrelaatio PROT:lla (r = -0,751; p H%8R).

0,40 0,60
AR-proteiinitaso pre

1,00
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12.5 Testosteronin ja AR-proteiinin korrelaatiokertoimet myostatiinin
kanssa

Yllattden testosteronin pitoisuus alussa ja valhtsti RE:n jalkeen korreloi
positiivisesti myostatiinin post 48h muutoksen lsngtaulukko 5; kuvio 13). 1Imid oli
havaittavissa molemmilla ryhmilla erikseen ja yraiesiseimmissa aikapisteissa seka

kokonais- ettd vapaan testosteronin osalta.

TAULUKKO 5. Myostatiinin mRNA:n pre - post 48h mwasgprosentin korrelaatiot kokonais
testosteronin (testo) ja vapaan testosteronina@df) absoluuttisiin pitoisuksiin (nmol/l).

Pearsonin korrelaatio Testo Testo Testo Vapaa T Vapaa T Vapaa T
Post Post

Pre Post 0’ 0-30' ka Pre Post 0’ 0-30' ka
PLA Myostatiinin r 0,875 0,857 0,848 0,843 0,895 0,882
muutos-% p 0,002 0,003 0,004 0,004 0,001 0,002

pre - post 48h n 9 9 9 9 9 9
PROT Myostatiinin r 0,556 0,825 0,884 0,140 0,481 0,624
muutos-% p 0,120 0,006 0,002 0,719 0,190 0,072

pre - post 48h n 9 9 9 9 9 9
Yhdessa | Myostatiinin r 0,695 0,802 0,874 0,390 0,556 0,694
muutos-% p 0,001 0,000 0,000 0,110 0,017 0,001

pre - post 48h n 18 18 18 18 18 18
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&
o 0,15-
S
> fo) R Sq Linear = 0,482
0,10
T T T T
-100,0000000 0,0000000 100,0000000 200,0000000

Myostatiini pre - post 48h muutos-%

KUVIO 13. Myostatiinin pre - post 48h muutosproserikorrelaatio vapaan testosteronin
post 0 min - post 30 min keskiarvopitoisuuden (nipkhnssa yhdistetylla ryhmalla (r =
0,694; p = 0,001).
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Puolestaan myostatiinin mRNA:n absoluuttinen tasst p48h:n kohdalla korreloi
negatiivisesti testosteronin (kokonaismaaran jasapmaaran) post 30 minuutin ja post
48h vadlilla tapahtuneen muutoksen kanssa (tauluikduvio 14). Korrelaatio oli

merkitseva vain PROT:lla, mutta my6s kun ryhmigkéttin yhdistettyna (taulukko 6).

TAULUKKO 6. Myostatiinin absoluigen m-RNA-tason korrelaatio
kokonaistestosteronin (testoygpaan testosteronin (vapaa T) muutos-
prosentin post 30 min - 4&imssa.

Pearsonin korrelaatio Testo muutos-% Vapaa T muutos-%
Post 30min - 48h Post 30min - 48h
PLA Myostatiinin r -0,421 -0,438
mRNA-taso p 0,259 0,238
post 48h n 9 9
PROT Myostatiinin r -0,676 -0,724
mRNA-taso p 0,046 0,027
post 48h n 9 9
Yhdessa Myostatiinin r -0,425 -0,489
mRNA-taso p 0,079 0,039
post 48h n 18 18

PROT

60,00 —

20,00 —

0,00+

20,00 -

Testosteronin muutos-% post 30 min - 48h

-40,00 =

I I | T T
010 015 0,20 025 0,30

Myostatiinin mRMNA-taso post 48h

o -
o

0,00 a,

KUVIO 14. Myostatiinin mRNA-tason post 48h ja testieronin muutosprosentin post
30 min - 48h vélinen negatietnkorrelaatio PROT:lla (r = -0,676; p = 0,046).
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Myods AR-proteiinin absoluuttisen tason (pre, pokt ja post 48h) ja myostatiinin
absoluuttisen mRNA-tason post 48h valilla oli meskvid negatiivisia korrelaatioita
PROT:lla ja ryhmilla yhdessa (taulukko 7; kuvio 15)

TAULUKKO 7. Myostatiinin absoluuttisenRNA-tason ja AR-
proteiinitason valinen korrelaatio

Pearsonin korrelaatio AR AR AR
pre post 1h post 48h
PROT Myostatiinin r -0,899 -0,839 -0,847
mRNA-taso p 0,006 0,018 0,016
post 48h n 7 7 7
PLA Myostatiinin r -0,113 -0,422 -0,533
mRNA-taso p 0,771 0,258 0,140
post 48h n 9 9 9
Yhdessa Myostatiinin r -0,665 -0,633 -0,630
mRNA-taso p 0,005 0,009 0,009
post 48h n 16 16 16

1,50

0,90—

0,60

AR-proteiinitaso post 1h

0,30

0,00

! ! ! ! ! ! ! ! !
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16

Myostatiinin mRNA-taso post 48h

KUVIO 15. Myostatiinin mRNA-tason post 48h ja ARRoteiinitason post 1h
valinen korrelaatio ryhmilla yhdessa (r = -0,683= 0,009).
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12.6 Testosteronin ja AR-proteiinin korrelaatiokertoimet solusyklin
saatelytekijoiden, FLRG:n ja Acvrllb:n kanssa

Testosteronin ja AR-proteiinin seka solusyklin saekijoitten, Acvrllib:n ja FLRG:n

valilla oli havaittavissa useita yksittaisia pdsisia ja negatiivisia korrelaatioita.
Esimerkiksi Acvrllb:n post 48h muutoksen ja vapéastosteronin alkupitoisuuden (r =
-0,90; p = 0,001) sekéa post 0—30 min keskiarvogitoden (r = -0,69; p = 0,04) valilla
oli merkitseva negatiivinen korrelaatio PROT :llaytta ei PLA:lla tai ryhmilla yhdessa.
Systemaattiset seka ryhméat yhdessa ja PROT:llai jRitA:lla havaitut korrelaatiot
olivat kuitenkin vahissa. Yksi systemaattinen hat@i oli, ettda seka

kokonaistestosteronin ettd vapaan testosteronintaksien ja MyoD:n post 48h
muutoksen valilla oli merkitsevia ja melkein meskivia positiivisia korrelaatioita
PLA:lla ja ryhmilla yhdessa (taulukko 8).

TAULUKKO 8. MyoD:n mRNA:n pre - post 48h muutosprosentin kaagio
kokonaistestosteronin (testo) ja vapaatosteronin (vapaa T) muutosprosentin
post 0—30 min keskiarvopitoisuuden - ptikanssa.

Pearsonin korrelaatio Testo muutos-% Vapaa T muutos-%
post 0—30 min ka - 48h post 0—30 min ka - 48h
PROT MyoD r 0,479 0,417
muutos-% p 0,192 0,265
pre - post 48h n 9 9
PLA MyoD r 0,728 0,657
muutos-% p 0,026 0,055
pre - post 48h n 9 9
Yhdessa MyoD r 0,663 0,603
muutos-% p 0,003 0,008
pre - post 48h n 18 18

AR-proteiinin absoluuttinen pitoisuus PROT:lla kaga mitatuissa aikapisteissa (pre
r =-0,80 ja p = 0,03; post 1h r = -0,86 ja p =10,post 48h r = -0,85 ja p = 0,01)
korreloi puolestaan negatiivisesti MyoD:n mRNA-tagmst 1h muutoksen kanssa. AR-
proteiinin absoluuttinen pitoisuus korreloi negasiesti myds p21:n post 1h muutoksen
kanssa PROT:lla (pre r =-0,94 ja p = 0,002; pbst £ -0,90 ja p = 0,006; post 48h r =
-0,89 ja p = 0,008) seka ryhmilla yhdessa postr £h-0,71 ja p = 0,002).
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13 POHDINTA

Tama oli tiettdvasti ensimmainen ihmisilla tehtykionus, joka osoitti, ettd proteiinin
nauttiminen vaikuttaa myostatiinin ja solusyklidatevien geenien ekspressioon.
Tutkimus osoitti, ettd proteiinin nauttiminen néytt estavan voimaharjoituksen
yhteydessa tapahtuvan myostatiinin mRNA:n eksppasdaskun 57-72-vuotiailla
ikdantyneilla miehilla ja vaikutus on nahtavissaerdin 48 tuntia raskaan
voimaharjoituksen (RE:n) jalkeen. Lisaksi protaiimauttiminen lisasi myostatiinin
sitojaproteiinin FLRG:n ja solusyklin saatelyyn istuvan Cdk2:n ekspressiota RE:n
jalkeen. Myostatiinin ekspressio voimaharjoitukseyhteydessa nayttaa myos
mahdollisesti olevan yhteydessa seerumin testosf@toisuuteen ja lihaksen AR-
proteiinitasoon.

Voimaharjoituksen ja heraproteiinin vaikutus myostatiinin mRNA-tasoon

Vaikka tutkimustulokset ovat olleet osittain ristaisia voimaharjoituksen
aiheuttamista akuuteista vaikutuksista myostatiinekspressioon, enemmist6
tutkimuksista on osoittanut myostatiinin mRNA-tas@gapahtuvan laskun (mm. Kim
ym. 2005; Kim ym. 2007; Raue ym. 2006; Kvorning.y2007) ja laskua tukee myds
taman tutkimuksen tulokset PLA:lla. Tutkimus ospiéitta heraproteiinin nauttiminen
valittdmasti ennen ja jalkeen RE:n ehkaisee myisitatmRNA-tasossa tapahtuvaa
laskua. Heran imeytymisnopeus on noin 8-10 g/hst®itough & Mann 2006) ja
aminohappojen proteiinisynteesia stimuloivien vailsten havaitsemiseen kuluu aikaa
oletettavasti noin 30 minuuttia proteiinisyneesinppunopeuden ajoittuessa noin 60—
90 minuutin kohdalle (Rennie ym. 2002). Etenkin emrRE:t& nautitulla proteiinilla
olisi siis jo voinut olla vaikutusta tutkittujen geien transkriptioon tunti RE:n jalkeen
mitattuna. Kuitenkin RE:ssé olleista 18 koehenkdt$5:11a myostatiinin mRNA-taso
lihaksessa laski tunti harjoituksen paattymisehke@h mitattuna. Lukuun ottamatta
koehenkildiden positiivisia muutoksia lasku plasgbmalléa (8 koehenkil6lld) oli 43 %
ja proteiiniryhmalléa (7 koehenkilolld) myos 43 %.ukban mahtui kuitenkin 3 tulosta,
joissa myostatiinin taso oli noussut (PLA:n +23 &k& PROT:n +46 % ja +190 %).
Toki ei pida unohtaa, etta tilastollinen koko ryhméskiarvo PROT:n ja PLA:n valilla

poikkesi tunti RE:n jalkeen mitattuna ja PLA:n kalld muutos melkein saavutti
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merkitsevyyden (p = 0,06; muutos -35,5 %), kun pst@lan PROT:lla ei (p = 0,94,
muutos -6,8 %). Silti katsottaessa ryhmien ykst#imuutosprosentteja nayttaa, etta
ryhmien reaktiot myostatiinin suhteen tunti RE:ndgpgmisen jalkeen ovat hyvin

samankaltaiset, eika proteiinin nauttiminen siihemi vaikuta.

Verrattaessa PLA:n ja PROT:n valisia muutoksia rntositasoissa 48 tuntia RE:n
paattymisen jalkeen on ryhmien valilla tilastolisemerkitseva ero (p = 0,03). Myds
yksittdisten muutosten profiili ryhmien valilla fgéiesi enemman kuin tunti harjoituksen
jalkeen mitattuna (post 48h: PLA:lla 1 ja PROT4apositiivista muutosta). PLA:lla
myostatiinin mMRNA-taso oli 34,5 % alhaisemmallaots lahtétasoon nahden, kun
puolestaan PROT:lla se oli 18,6 % korkeammallallsdéama ryhmien valilla havaittu
merkitseva ero oli hypoteesin vastainen. Tosinaileiltohtana on vain Pilegaardin ym.
(2006) tutkimuksen abstrakti, ja siind kasiteltyjoksia on osittain hankala verrata
tahan tutkimukseen, silla menetelmien yksityiskmh&i ole tiedossa. Esimerkiksi
ryhmien ravinnon ajoituksesta ei ollut yksityiskaista tietoa. Myos se, etta Pilegaardin
ym. (2006) tutkimuksessa koehenkilot olivat nugaagadman tutkimuksen koehenkil6t

ikdantyneita, saattaa vaikuttaa vasteisiin.

Voi olla, ettd ravinnon vaikutukset myostatiiniidlittyvat juuri proteiinin kautta, silla
Nakazaton ym. (2006) tutkimuksessa (kasitelty kiggssa 9.1) korkeaproteiinipitoinen
ravinto lisdsi myostatiinin sekd mMRNA-tasoa ettatiiaken proteiinin tasoa.
Mahdollisesti nyt havaittu myostatiinin mRNA-tastasku 48h RE:n jalkeen PLA:lla
tai paasto/alhainen proteiininsaanti aiemmissa inutksissa (Guernec ym. 2004;
Nakazato ym. 2006) toimivat suojamekanismina lidastheikkenemista vastaan
(Guernec ym. 2004). Tata mahdollista mekanismeh&a tarvita nautittaessa proteiinia,
koska proteiini, tassa tapauksessa hera, parantateiipitasapainoa lihaksessa
lisdantyneen proteiinisynteesin kautta (Tipton y2007) vaikuttamalla translaation
aloitukseen (Koopman ym. 2007). Nautittaessa sigepinia kuormituksen yhteydessa
lihaksen anabolinen ymparistd paranee, jolloina@aite mahdollisesti liiallista lihaksen
kasvua rajoitetaan myostatiinitasojen nostamisellllakazaton ym. (2006)
tutkimuksessa hyvin korkeaproteiinipitoista ravat(85 %) syoneiden rottien lihasten
poikkipinta-ala oli hieman suurempi kuin 15 % ja @b proteiinia ravinnosta saavilla

rotilla, tosin tulos ei ollut merkitseva. Kirjoifet kuitenkin pohtivat, ettd vaikka runsas



86

aminohappojen saatavuus lihaksessa stimuloi pnidgiiteesia, myostatiini minimoi

lihassolujen kasvun estamalla satelliittisolujetivaktumista ja erilaistumista.

Tarkat ylavirranpuoleiset mekanismit, joiden avyllateiinin vaikutukset myostatiiniin
valittyvat, eivat ole selvilla. Mahdollista on, &tvaikutusten vélittajina toimivat tietyt
yksittédiset aminohapot kuten glutamiini tai glutatia(Salehian ym. 2006). Toisaalta
proteiinin nauttiminen mahdollisesti vahentda vdumagoituksen aikana tapahtuvaa
proteiinien hajoamista (Tipton & Wolfe 2001) ja #aa nopeuttaa palautumista siita
vahentamalla lihasvaurion maaraa (Nosaka ym. 200@). siis olla, ettda RE:n
yhteydessad nautittu proteiini toimii suojelevanakijgma luurankolihassoluille
aiheuttamalla vahaisemman kudosvaurion ja tulelediksion (kasitellaan tarkemmin
seuraavassa kappaleessa) verrattuna PLA:han, mikauksena PROT:n myostatiinin

MRNA-tasot ovat korkeammalla 48 tuntia RE:n jalkeerrattuna PLA:han.

Yksittainen raskas voimaharjoitus aiheuttaa lihaks&udosvaurion (degeneraatio),
jonka alkuvaiheessa lihaskudosta tuhoutuu ja tuletehktiot aktivoituvat (Chargé &
Rudnicki 2004). Neutrofiiliset granulosyytit (jyvsslut) saapuvat tulehduspaikalle jo
tunnin péasta lisaantyneen lihaskuormituksen alkesta, ja niiden konsentraatio
saattaa olla koholla viela viiden paivan paastélfail 2005). Noin 48 tunnin kuluttua
vauriosta makrofagit saapuvat paikalle ja edustaxadtaosaa immunipuolustuksen
soluista. Lihasvaurion yhteydessa erittyy vauriealla useita biologisesti aktiivisia
molekyyleja, joihin kuuluu muun muassa erilaisia\kaekijoita ja sytokiineja (Chargé
& Rudnicki 2004). On siis hyvin mahdollista, ettédER aiheuttama akuutti lasku
myostatiinin - mRNA-tasossa liittyy laheisesti lihaks degeneraatio- ja
korjausprosesseihin. RE:n aiheuttama akuutti vasgestatiinin ekspressioon saattaa
my0s liittya kalsineuriinisignalointiin. Michelinrg. (2004) tutkimustulosten mukaan
kalsineuriini vahentda myostatiinin ekspressiotékkugrmituksen yhteydessa. Tosin
siirtogeenisilla hiirilla tehdyissa tutkimuksissaalineuriinin yliekspressio ei ole
aiheuttanut luurankolihasten hypertrofiaa (Dunn Y800; Naya ym. 2000) ja tuskin
siis kalsineuriinin signalointireitit yksin ovat smussa RE:n yhteydessa tapahtuvasta
myostatiinin mMRNA-tason laskusta. Myos paikallimaoutos verenvirtauksessa saattaa
vaikuttaa myostatiinitasoihin, silla verenkierrajaittaminen takaraajoissa on laskenut
myostatiinin proteiinitasoja ja aiheuttanut hypefitka luurankolihaksessa (Kwalda &
Ishii 2005).
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Vaikka transkription muutos ei aina aiheuta muw@tgstoteiinitasossa, on esimerkiksi
shRNA-tekniikalla saatu tulos nayttanyt, etté pgi@niasku myostatiinin mRNA-tasossa
on aiheuttanut kasvua rottien satelliittisolujekumaarassa ja lihaksen koossa (Magee
ym. 2006). Tosin myostatiinin sitojaproteiinien (@syatiinin propeptidin, follistatiinin,
FLRG:n ja GASP-1:n) tarkat toimintamekanismit ovala selvittdmatta, ja osittain
siitd syystd myostatinin mRNA- ja proteiinipitoistet erilaisissa fysiologisissa
ympaéristdissa tai vasteena erilaisille arsykkedigat valttamatta kerro myostatiinin
todellisesta signaloinnin tasosta. (Lee 2004.) Tamdkimuksen ulkopuolelle jaavista
tekijoista myds dekoriini (Miura ym. 2006; Kishiokan. 2008) ja furiini (Anderson ym.

2008) ovat keskeisessad asemassa myostatiinin uatemt valittajina.

Tutkimuksessa havaittujen myostatiinin - mRNA-tasojemuutokset vaihtelivat
yksilokohtaisesti ja my6ds PLA:lla tapahtui muutap@sitiivinen muutos. Myostatiinin
MRNA- ja proteiinitasojen on todettu nousseen l|okddihaksessa erilaisten tilojen
yhteydessé, jotka voidaan yhdistda lihasmassamedhiseen (Gonzalez-Cadavid ym.
1998; Reardon ym. 2001; Carlson ym. 1999). Mahskedlii kun lihaskuormitus tehdaan
anabolian kannalta epasuotuisassa tilassa taigtidesta, voi myostatiinin mRNA- ja
proteiinitaso olla yksilokohtaisesti taipuvainen usemaan akuutisti lihaksessa.
Toisaalta kun proteiinitasapaino on negatiivineaataa myostatiinin vaikutusten
lisdantyminen valittyd muutoin kuin transkriptiomi ttranslaation valityksella, eli
myostatiinin vaikutuksia edistavat muut saatelynmek@it aktivoituvat. Yksittaiset
myostatiinin mRNA-tasojen muutokset vaihtelivat ssti PROT:lla etenkin 48 tuntia
harjoituksen jalkeen mitattuna. Ehka vaihtelevataktiot RE:n aiheuttamissa
myostatiinivasteissa osittain johtuvat myds siitéinkdlainen proteiinimaara kullekin
henkilolle on sopiva/optimaalinen anabolian karmalbuuren lihasmassan omaavan
henkilon voi olettaa reagoivan myostatiinin suhteértavoin tiettyyn proteiinimaaraan

kuin pienen lihasmassan omaavan henkilon.

Voimaharjoituksen ja heraproteiinin vaikutus FLRG:h en, Acvrlib:hen seka
solunjakautumisen ja erilaistumisen saatelytekijoilin

Myostatiinin sitojaproteiinin  FLRG:n on todettu &e#n myostatiiniaktiivisuutta
konsentraatiosta riippuvaisesti (Hill ym. 2002).n¥a oli ensimmainen tutkimus, jossa
selvitettin FLRG:n mahdollista ekspressiota liessa. FLRG:n mRNA nousi RE:n

seurauksena PROT:lla, kun puolestaan PLA:la eutolinerkitsevdad muutosta
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havaittavissa. Nayttaakin siltd, ettd proteiininuttianinen saattaa lisata FLRG:n
ekspressiota. Jos vaste on havaittavissa myds iipi@atsolla, saattaa se vahentaa
myostatiiniaktiivisuutta (Hill ym. 2002) ja sitenokpensoida PROT:n kohonnutta
myostatiinin - mRNA-tasoa verrattuna PLA:han. RE:n ikwus myostatiinin
reseptoriproteiinin Acvrllb:n mRNA-tasoihin ei pa@knut PROT:n ja PLA:n valilla.
Nayttaa siis silta, ettei proteiinin nauttimiseltde vaikutusta Acvrllb:n tasoihin.
Acvrllb:n mRNA-tasoissa ei havaittu merkitsevaa mosta myodskaan yhdistetylla
ryhmalla, mika oli hypoteesin mukaista ja tukeed,siéttei voimaharjoitus aiheuta
merkitsevdd muutosta Acvrllb:n mRNA-tasoissa (Kinm.y 2007). Sen sijaan
myostatiinin post 1h muutos korreloi positiivisegtcvrllb:n post 48h muutoksen
kanssa (r = 0,48; p = 0,04), mika antaa viitteitti,settd myostatiini saattaa saadella

reseptorinsa ekspressiota RE:n seurauksena.

Cdk2:n mRNA-tasojen nousu oli hypoteesin mukainBiousu oli PROT:lla viela

merkitsevasti suurempi kuin PLA:lla. Koska Cdk2 milessoituu, kun satelliittisoluja
aktivoidaan siirtymaan solusykliin (Malumbres ym00®; McCorskery ym. 2003),

voidaan ehdottaa, ettéd proteiinin nauttiminen enjerjidlkeen RE:n saattaa lisata
satelliittisolujen aktivaatiota ja siten prolifeteda. Myos Olsenin ym. (2006) ja
Thalacker-Mercerin ym. (2007) tutkimustulokset teigvat siihen, etta proteiinin
nauttiminen lisda satelliittisolujen aktivaatiofBosin myds muut proliferoituvat solut
saattavat vaikuttaa tutkittuien mMRNA-muuttujien das. Satelliittisolujen ja

myoblastien lisdksi muun muassa fibroblastit, aktivneet immunipuolustuksen solut
tai verisuonten epiteelisolut saattavat ekspressdifissa tutkimuksessa tutkittuja
MRNA-muuttujia ja siten vaikuttaa niiden tasoonsdatutkimukset ovat siis tarpeen,

jotta voidaan varmistua, mista soluista on kyse.

PROT:n suurempi Cdk2:n nousu seka samankaltaisetakeet p21:n, myogeniinin ja
MyoD:n mRNA-tasoissa RE:n jalkeen verrattuna PLA:haittaavat siihen, ettei
proteiinin nauttiminen todennakodisesti aiheuttanuutosta myostatiinin signaloinnissa,
silla kyseiset proteiinit ovat myostatiinin ala@npuoleisia saatelytekijoita
(McCroskery ym. 2003). Toisaalta myogeenisten ¢$gatdjoiden ekspression on
todettu olevan huipussaan 4-8 tuntia voimaharjsinkjalkeen (Yang ym. 2005) ja
kyseinen ajoitus olisikin saattanut selventda tsilwkassa tutkimuksessa. Kuitenkin jos

myostatiinin signalointi olisi lisdantynyt PROT Jlalisi se aiheuttanut pikemminkin



89

alhaisemman Cdk2:n mRNA-tason verrattuna PLA:han karkeamman (McCroskery
ym. 2003). Toisaalta koska proteiinin nauttiminefiytti nostavan Cdk-tasoja, niin
vaikka myostatiinin signalointi olisikin hieman &&ntynyt, olisi vaikutus saattanut
peittyd proteiinin aiheuttaman nousun alle. Vatgeasti tutkimuksen lihasnaytteet eivat
olleet tarpeeksi korkealaatuisia, jotta niista iopgstytty analysoimaan myostatiinin

proteiinitasot.

Cdk2-inhibiittorin seka solun erilaistumista edigid p21:n (Malumbres ym. 2000)
MRNA-tasot nousivat RE:n jalkeen, mika oli hypoteesukaista ja linjassa aiempien
tutkimustulosten kanssa (Bickel ym. 2003; Adams yr99). Nousu saattaa viitata
lisdantyneeseen satelliittisolujen proliferaatioonita siis myds Cdk2-tasojen nousu
tukee. p21:n ja myogeniinin valinen positiivinenriaaatio viittaa taasen siihen, etta
RE:n aiheuttamat vasteet olisivat peraisin myogestidi soluista, kuten satelliittisoluista,
eika joistain muista soluista. Koska p21 on myo&s-agpoptoottinen (Wang & Walsh
1996), saattaa RE ehkaista satelliittisolujen apogiti lisdamalla p21:n ekspressiota.
Suuntaus myogeniinin kohonneelle mMRNA-tasolle g@t:n kohdalla (p = 0,07) antaa
viitteitd siita, ettd satelliittisolujen erilaistunen on vielda koholla RE:n seurauksena
(Rios ym. 2002). Samanaikaisesti koholla oleva Quk2RNA-taso viittaa puolestaan
siihen, ettd post 48h:n kohdalla satelliittisolujgmoliferaatio on koholla (McCroskery
ym. 2003) ainakin PROT:lla.

Suurin osa tutkittujen muuttujien MRNA-ekspressmisiousi RE:n seurauksena.
Havaittavissa oli yli 20 merkitsevaa korrelaati@e muuttujien RE:n aiheuttamien
muutosten valilla. Mielenkiintoinen havainto olité kaikki pre - post 1h ja pre - post
48h valilla saadut merkitsevat {p0,05) tai melkein merkitsevat (p < 0,20) korreilatat
olivat positiivisia. Nayttaakin silta, ettd RE tainarsykkeend, joka vaikuttaa akuutisti
tutkittujen geenien mRNA-tasoihin. Nama kaikki gedmyostatiini, FLRG, Acvrllb,
Cdk2, p21, p27, MyoD ja myogeniini) liittyvat linesssan saatelyyn ja toisiinsa
useiden in vivo ja in vitro -tutkimusten perustagBickel ym. 2003; Joulia ym. 2003;
Kim ym. 2005; Langley ym. 2002; McCroskery ym. 20830s ym. 2002; Taylor ym.
2001; Yang ym. 2007). Solujen jakautumiseen jaaistimiseen vaikuttavien mRNA-
tasojen positiivista korrelaatiota selittda todedingesti suurelta osin RE:n aiheuttama
kudosvaurio, jota kasiteltiin jo aiemminkin. Kudaswiota ja tulehdusreaktiota seuraa

korjausprosessi eli regeneraatio, jossa myogeeniselujen jakautuminen ja



90

erilaistuminen aktivoituu, ja lihaskudos pystyy utsmaan (Chargé & Rudnicki 2004).
Tidball (2005) muun muassa pohtii review-artikkgdian, ettda neutrofiiliset
granulosyytit saattavat erittdd tunnistamattomiakijdga, jotka edistavat
satelliittisolujen jakautumista ja erilaistumistaika taas saattaisi olla yhteydessa myos
myostatiiniin. Voisi siis olettaa, ettd mitd enenmriéudosvauriota on tapahtunut, sita
enemman tarvitaan myogeenisten solujen solunjak@ista ja erilaistumista.
Myostatiinin, FLRG:n ja Acvrllb:n muutosten posiinen korrelaatio solujen
proliferaatiota ja erilaistumista saatelevien tékien kanssa saattaa puolestaan liittya

johonkin tiettyyn transkriptiotekijaan tai myos mRN puoliintumisaikaan.

Testosteronin ja AR-proteiinin yhteys myostatiiniin sek& muihin tutkittuihin
MRNA-muuttujiin

Tulokset myostatiinin ja testosteronin valisestateydesta olivat ristiriitaisia.
Myostatiinin mRNA-tason post 48 h ja testosterqeit@nkin vapaan) post 30 min - post
48 h muutosprosentin valinen merkitseva negatiivikerrelaatio PROT:lla ja ryhmilla
yhdessa oli hypoteesin mukainen (PLA:llakin r 420koskien testosteronia ja r = -0,44
koskien vapaata testosteronia). Myds absoluuttigdRrproteiinitason merkitseva
negatiivinen korrelaatio myostatiinin post 48h dbatisen mRNA-tason kanssa
PROT:lla ja ryhmilla yhdessé tukee androgeenierati@gsta vaikutusta myostatiiniin.
Puolestaan myostatiinin muutosprosentin post 48thgtosteronipitoisuuden (post 0-30
min keskiarvo) merkitseva positiivinen korrelaatioyllattava ja sellaisenaan esitettyna
ristiridassa edella mainittujen tulosten kanssa.yoMatiinin ja testosteronin
mahdolliseen postiviiviseen yhteyteen tulee sul@kin hyvin varauksellisesti.
Mahdotonta ei silti ole, ettd testosteroni lisdishyostatiinin ilmentymista
voimaharjoituksen yhteydessa negatiivisen palaétebi kautta. Tulos antaa
pohtimisen aihetta sille, ettd myostatiinin geenipromoottorista 16ydetty
sitoutumiskohta androgeeneille (ARE; Ma ym. 200&jmisikin RE:n yhteydessa
myostatiinin ekspressiota lisdavana tekijana s¢marsi ettd se estaisi myostatiinin

ekspressiota (Mendler ym. 2007). Tama tuskin kikian on tilanne.

Jo edella mainittu ARE (Ma ym. 2001) seka myo6s rngjiogn ja androgeenien
vastakkaiset vaikutukset luurankolihaksen massétaavat siihen, ettd androgeeneilla
saattaa olla suora vaikutus myostatiinin ekspressiorllattavaa kuitenkin on, etta

myostatiinin mMRNA-tasoja koskevissa tutkimuksissaeyttd ei ole havaittu (Marcell
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ym. 2001; Mateescu & Thonney 2002; Kvorning ym. 20@kuun ottamatta Mendlerin
ym. (2007) tutkimusta, jossa aikuisilla rotilla laéitin testosteronin negatiivinen
vaikutus myostatiinin mRNA-tasoon. Nuorilla rotilighteyttd ei havaittu, mutta rotat
eivat olleet viela ehtineet sukukypsiksi, miké szeatelittad tulosta (Mendler ym. 2007).
Sen sijaan myostatiinin proteiinitasoon lihaksetesdosteronin on havaittu vaikuttavan
negatiivisesti (Mendler ym. 2007; Kwalda ym. 208&Mahon ym. 2003). Oletuksena
on, etta testosteronin sitoutuminen AR:iin vaikatteanslaatioon vaikuttaviin tekijéihin
ja sitéa kautta myostatiinin proteiinitasoihin. Tagdta nayttaa myos siltd, etta kun
testosteronitasoon on aiheutettu huomattava muidesdler ym. 2007; Kwalda ym.
2006) tai ero tasoissa on systemaattinen jo vasinkigten verrattaessa miehia ja naisia
(McMahon ym. 2003), on testosteronin negatiivinexikmutus myostatiinin proteiini-
/mRNA-tasoon pystytty havaitsemaan. Puolestaanintutksissa, joissa on verrattu
saman sukupuolen edustajia lepotilassa ilman testystason manipulointia (Marcell
ym. 2001; Mateescu & Thonney 2002), ei testostéason ja myostatiinin mRNA-
tason valilla ole havaittu yhteyttd, kuten ei t&$&in tutkimuksessa havaittu. Tosin
Kvorningin ym. (2007) tutkimuksessa, jossa venmttiuorten miesten normaalin ja
hyvin alhaisen testosteronipitoisuuden vaikutuksim. levossa myostatiinin mRNA-
tasoon ennen ja jalkeen kahdeksan viikkoa kestaneemaharjoittelujakson, ei

ryhmien myostatiinitasoissa havaittu eroa.

Myostatiinin ja testosteronin (androgeenien) v&ligeyhteydesta voimaharjoitukseen
littyen on niukalti tietoa saatavissa. Kvorningigm. (2007) tutkimuksessa
voimaharjoituksen aiheuttamat akuutit vasteet mgtosin mMRNA-tasossa (tasot
laskivat molemmilla) eivat poikenneet normaalin lgvin alhaisen testosteroni-
pitoisuuden omaavien ryhmien valilld 4 ja 24 tuntiarjoituksen jalkeen mitattuna.
Ryhmien valilla ei ollut merkitsevia eroja mydskadgoD:n, myogeniinin, AR:n, IGF-
IEa:n, IGF-IEb:n tai IGF-IEc:n mRNA-tasojen muutasa, mika vittaisi siihen, ettei
testosteronin konsentraatio seerumissa tai AR:n AdRIS0 lihaksessa vaikuta
kyseisten geenien ekspressioon voimaharjoitukseteyglessa. Tutkimuksessa ei
kuitenkaan selvitetty muuttujien valisia korreladtth tai ainakaan niitéa ei raportoitu.
Ryhmien valilla oli silti merkitseva ero voimahatjgksen aiheuttamassa akuutissa
testosteronin vasteessa. Normaalin testosteroispitden omaavalla ryhmalla pitoisuus
seerumissa nousi, kun puolestaan alhaisen tesingig#oisuuden omaavalla ryhmalla

se laski. Ryhmien vasteet olivat linjassa sen kanetd kahdeksan viikkoa kestanyt
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voimaharjoittelu lisdsi vahemman lihasmassaa eidinkdan isometrista voimaa
alhaisen testosteronitason omaavilla koehenkil@#&attuna korkean testosteronitason
omaaviin henkildihin. Tutkijat pohtivatkin, ettd stesteroni saattaa saadella
solunsisaisia tekijoita, jotka ovat myostatiininy®dD:n, myogeniinin, IGF-IEa:n, IGF-

IEb:n ja IGF-IEc:n alavirranpuoleisia saatelytek§o

Androgeenireseptoritasojen ja myostatiinin  mRNAejes valinen negatiivinen
korrelaatio RE:n yhteydessa oli hypoteesin mukaiméggatiivista korrelaatiota tukee
myds Marcellin ym. (2001) ikdantyneitd miehia koskeéutkimus, jossa AR:n mRNA-
tason ja myostatiinin mMRNA-tason valilla oli trengegatiiviselle korrelaatiolle (r = -
0,36; p = 0,07). Liséksi Siriettin ym. tutkimuksasg2006a) ehdotetaan, etta
myostatiinin puutteen seurauksena AR:n koaktivaiattdRA70:n ekspressio lisdantyy,
mika puolestaan lisdd AR:n aktiivisuutta. Saattda slla mahdollista, ettd RE:n
yhteydesséa tapahtuva myostatiinin lasku aktivoiiARAR-proteiinin absoluuttinen taso
nayttaakin vaikuttavan merkitsevasti siihen, mi&olla myostatiinin mRNA-taso on
48h RE:n jalkeen. Miksi myostatiinin post 48h ja ARvalinen korrelaatio oli
merkitseva ryhmilla yhdesséa ja PROT:lla kaikisskapisteissa (pre, post 1h ja post
48h), todennakoisesti johtuu siitd, ettd muutokSttasossa olivat pienid ja siten jo
alussa havaittu yhteys oli merkitseva viela lopus&R-proteiinin pitoisuus alussa
nayttaa selittdvan merkittavasti myds havaittua stgtiinin post 48h muutoksen ja
RE:n jalkeisen testosteronipitoisuuden (post 0-3AQ keskiarvo) valista positiivista
korrelaatiota, nimittdin kyseinen testosteronigitnis korreloi puolestaan negatiivisesti
AR-proteiinin alkupitoisuuden kanssa. Nahtavast kestosteronin (kokonaismaara ja
vapaa maara) taso oli heti RE:n jalkeen korkealla AR-taso puolestaan alhainen,
eivatka testosteronin vaikutukset paasseet valdem tehokkaasti korkeasta

pitoisuudesta huolimatta.

Tutkimustuloksia siitd, mitéa testosteronille taikah ottaen tapahtuu itse voima-
harjoituksen aikana, ei ole tiettavasti julkaisttleisesti ottaen voimaharjoituksen
jalkeistd kohonnutta testosteronitasoa pidetaastadinad tekijand anabolian kannalta
(mm. Kraemer & Ratamess 2005). Tutkimustulokset kiews voimaharjoituksen
yhteydessa havaittavia testosteronivasteita ik&@it§i ovat olleet osittain ristiriitaisia,
mutta ik&d&ntymisen myota voimaharjoituksen yhtegddapahtuvan akuutin nousun on

kuitenkin todettu olevan pienempaa tai sita eilwd@aittu lainkaan verrattuna nuoriin
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(mm. Baker ym. 2006). Voi siis olla, ettd tamankimuksen heti RE:n jalkeisen
testosteronipitoisuuden (post 0—30 min keskiana)AR-proteiinin alkupitoisuuden
valilla havaittu negatiivinen korrelaatio saattatyfl ikdantymisen myota tapahtuviin
muutoksiin lihaksen kasvun saatelyssa. Kyseinemstuyhdistettynd havaittuihin
testosteronin sekd AR-proteiinin ja myostatiininisién korrelaatioihin antaa aihetta
miettid, kuvastaako valitttmasti RE:n jalkeen ntitégestosteronipitoisuus ikdantyneilla
pikemminkin sitd, miten hyvin testosteroni on hégksen aikana sitoutunut
reseptoriinsa. Tosin Yyleisesti ottaen korrelaatioitperustuviin paatelmiin tulee
suhtautua hyvin varovaisesti, etenkin kun tulokseh laskettu vahaisella
koehenkilomaaralla kuten tassd tutkimuksessa. kiséiosten tulkintaa vaikeuttaa

heraproteiinin vaikutus myostatiiniin.

Testosteronin ja AR-proteiinin valiset systemaattikorrelaatiot muihin tutkittuihin
muuttujiin - myostatiinin lisdksi jaivat vahiin. Kahkin MyoD:n pre - post 48h
muutosprosentin ja testosteronin post 0-30 min ikeabpitoisuuden - post 48h
muutosprosentin valinen positiivinen korrelaati@agaan testosteronin osalta ryhmaét
yhdessa r = 0,603 ja p = 0,008) antaa viitteittd sietta testosteroni lisdsi MyoD:n
ekspressiota voimaharjoituksen yhteydessa seka sitehdollisesti aktivoituneiden
satelliitisolujen eli myoblastien erilaistumista.atélliittisolujen uskotaan olevan
androgeenien suoria vaikutuskohteita, silla ne nitaeat AR:ia (Doumit ym. 1996). On
kuitenkin  epéselvad, lisdavatkd androgeenit sHiisiilujen proliferaatiota,
erilaistumista vai molempia, ja mitkd ovat androgee tarkat vaikutusmekanismit
(Chen ym. 2005). Tutkimustulokset androgeenien joDBin valisista yhteyksista ovat
olleet ristiriitaisia. Jo aiemmin kasitellyssa Kaorgin ym. (2007) tutkimuksessa
testosteronitasolla ei nayttanyt olevan vaikutustslyoD:n mRNA-tasoon
voimaharjoituksen yhteydessa. Mydskaan MyoD:n l&pauuksiin testosteronilla ei
ole nayttanyt olevan vaikutusta Kvorningin ym. (ZD@ika Lewisin ym. tutkimuksissa
(2007). Silti in vitro -tutkimuksissa testosteronin (Singh ym. 2003) gatdsteronin
prekursorinA-4-androsteeni-3,17-dionin (Jasuja ym. 2005) orttodlisdavan MyoD:n

ekspressiota.

Tutkimustulosten tarkastelua yleisella tasolla
Yleisesti ottaen myostatiinin ja muiden tutkittujanuuttujien tasoihin vaikuttaa

monimuotoiset saatelymekanismit, jotka ovat vuorkwaiksessa keskenaan ja joita
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oheisessa Kkirjallisuuskatsauksessa seka pohdinr@asskésitelty. Lisaksi kuitenkin
vuorokausirytmilla saattaa olla osuutta tédssa nutlkisessa tarkasteltaviin muuttujiin.
Vuorokausirytmia sdadellaan hypotalamuksesta jdggeisista kudoksista kasin, ja sen
lisaksi, ettd vuorokausirytmi vaikuttaa hormonientyéseen eli tassé tapauksessa
testosteronin eritykseen, vaikuttaa se myds geedimsntymiseen luurankolihaksessa.
Vuorokausirytmia séatelevat molekyylitason mekaitsimuodostavat verkoston, joka
koostuu tiettyjen kellogeenien transkriptioon jarslaatioon liittyvista positiivisista ja
negatiivisista palautteista. Kellogeeneja on péitattu muun muassa maksasta,
munuaisista, sydamesta ja luurankolihaksesta. (MoCarthy ym. 2007.) McCarthyn
ym. tutkimuksessa (2007) luurankolihaksen geenieneritymista profiloitiin eri
vuorokaudenaikoina, jolloin tunnistettin 215 geenigotka transkriptoituvat
vuorokausirytmin  mukaan. Naméa geenit osallistuivpidasiassa transkription,
proteiinien synteesin ja hajoamisen seka rasveeawahdunnan saatelyyn, mutta
mukana oli my6s solusykliin osallistuvia geenej&sivtasistd geeneistd muun muassa
MyoD kuului naihin geeneihin. Zambonin ym. tutkinegissa (2003) ehdotetaan, etta
voimaharjoitus muuttaa luurankolihaksessa kellogaerranskriptiota 6 ja 18 tuntia
voimaharjoituksen jalkeen mitattuna ja siten vaikat suoraan lihaksen
vuorokausirytmiin. On silti vaikea sanoa, kuinkhaksen vuorokausirytmi kayttaytyy
48 tuntia RE:n paattymisen jalkeen koskien tatidiuista, ja miten suurta yksilollinen
vaihtelu koehenkildiden valilla on. Kuitenkin enndRE:td otettujen biopsioiden
MRNA-tasoihin seka luonnollisesti seerumin testastigasoihin sattaa koehenkildiden
erilaiset vuorokausirytmit vaikuttaa. Toisaalta rolaista on silti se, ettd mittausten
kellonajat olivat ryhmien valilla keskim&arin santesia samoin kuin pre ja post 48
tunnin biopsioiden kellonajat.

Muutamien tutkittujen muuttujien kohdalla joukossali yksi tai useampi
muutosprosentti, joka oli huomattavasti suurempn kauut arvot (LIITE 1). Vieraita
havaintoja (outliers) ei kuitenkaan tarkastettuastiollisesti, silla vaikka jokin
muutosprosentti olisi voitu sulkea pois analyyseidtyseessa olisi silti saattanut olla
fysiologisesti paikkansapitava havainto. Esimerkiksulmin ym. nuoria miehia
koskevassa tutkimuksessa (protokolla oli sama k#igsa tutkimuksessa) mukana oli
muutamia yli 1000 %:n muutoksia (Hulmi ym., julkamsattomia tuloksia) kuten
vahaisessa maarin myos tassa tutkimuksessa. lSgadlesta [0ytyy viela sen verran

niukalti tietoa voimaharjoituksen ja proteiiniramion aiheuttamista akuuteista vasteista
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tassa tutkimuksessa tarkasteltuihin mRNA-tasoileté vielda siind suuruusluokassa,
josta havaituissa muutoksissa on kyse, ei vargstisle perusteita poissulkea tiettyja
tuloksia. Yleisesti ottaen RE:n ja proteiinin aittamat vaikutukset nayttéavat olevan
hyvin yksilollisida ja suurempi koehenkildjoukko sili todennékoisesti selventanyt

tuloksia.

Vaihteleviin  mRNA-tasoihin saattoi vaikuttaa myotsei lihasbiopsian ottamisen
yhteydessa syntynyt kudosvaurio, joka mahdollisdiivoi vaurioituneiden lihassyiden
yhteydessa sijaitsevia satelliittisoluja siirymdéhti vauriokohtaa (Schultz ym. 1985).
Schultzin ym. (1985) tutkimustuloksissa annetunmeskkitapauksen perusteella
satelliittisolujen siirtyminen oli havaittavissa inoyhdeksan mm pitkéan lihassyyn
proksimaalisesta osasta (kolmannes koko pituudesayioituneeseen distaaliseen
osaan (kolmannekseen). Ajallisesti merkitseva eron@aaliin oli havaittavissa 15 tuntia
vaurion aiheuttamisen jalkeen {p0,05) eron ollessa suurimmillaan 25 tuntia vaurion
jalkeen (p< 0,05; seuraava mittapiste oli vasta seitsemarépdohdalla). Tosin tdssa
tutkimuksessa myos voimaharjoitus aktivoi satélidluja ja lisaksi post 48h biopsia
otettiin noin kaksi senttimetria pre naytteenottottan ylapuolelta, eika siis ole tietoa,
aktivoiko pre-naytteen ottamisen yhteydessa syntywaurio satelliittisoluja enaa
kahden senttimetrin p&déasta. Kuitenkin taméan tutkisen 48 tuntia RE:n jalkeen otetun
biopsian satelliittisolujen lukumaaraan naytteeskaihdalla saattaa olla vaikutusta
riippuen siita, miten paljon nayttenottoalueella samoja lihassyita, joita pre naytteen
ottamisen yhteydessa on osittain tuhoutunut jakeukaukana tarkalleen ottaen pre ja
post 48h naytteiden ottopaikat ovat.

Tehty tutkimus on pitkalti perustutkimusta ja vaesset kaytannon sovellutukset siihen
littyen ovat véahissa. Jos kuitenkin PROT:lla h#éwaimyostatiinin mRNA-tason
nouseminen ja merkitseva ero PLA:han ovat seuralistarpeiden nautitusta proteiinin
maarasta, voitaisiin otaksua, etta 15g ennen vanpaitusta ja 15g sen jalkeen nautittu
heraproteiinin maara on keskimaaraisesti turhajpopgh mahdollisesti pienempikin
proteiinimaara riittdisi stimuloimaan optimaalisegtoteiinisynteesia koskien ainakin
ikéd&ntyneita miehia. Onhan jo aiemmissakin tutkituleksissa todettu, ettéd alle 10g
aminohappoja on jo riittdvd maara stimuloimaan ginoisynteesid sekad levossa etta
harjoituksen yhteydessa (Rennie ym. 2004). Toigaktiehenkildiden paivittaisesta

ravinnosta saatu proteiinimaard vaikuttaa myostadeldjana, ja edella mainittuihin
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arvioihin proteiinin riittavyydesta tulee jo silléik perusteella suhtautua varovaisesti.
Toisaalta kuitenkin ryhmien péivittdinen proteiis&anti oli hyvin samankaltaista, eika
rynmien Vvalilla havaittu tilastollisesti merkitséva eroa. Tosin viimeiselta

mittauspdaivalta ei enaa taytetty ruokapaivakirjaa.

Loppuyhteenveto

Tehty tutkimus toi uutta tietoa voimaharjoituksdnigydessa nautitun proteiiniravinnon
vaikutuksista lihaksen kasvun saatelyyn osalliggeenien ilmentymiseen. Se osoitti,
ettd proteiinin nauttiminen nayttaa estavan voimaitaksen yhteydessa tapahtuvan
myostatiinin MRNA:n ekspression laskun 57-72-vulgiamiehilla ja vaikutus on
nahtavissa etenkin 48 tuntia raskaan voimaharjsénkjalkeen. Myostatiinin mRNA-
tason lasku voimaharjoituksen jalkeen toimii makigdesti suojamekanismina lihasten
heikkenemistd vastaan (Guernec ym. 2004) ja naesisa proteiinia kyseista
mekanismia ei ehk& tarvita, silla proteiini, tassd@pauksessa hera, parantaa
proteiinitasapainoa lihaksessa (Tipton ym. 2007isdalta nautittaessa proteiinia
kuormituksen yhteydessd mahdollisesti liiallistahaksen kasvua rajoitetaan
myostatiinitasojen nostamisella (Nakazato ym. 2008)i my0ds olla, ettd proteiinin
nauttimisen seurauksena voimaharjoituksen luuramkkéeen aiheuttama kudosvaurio
ja tulehdusreaktio jaavat plasebotilannetta vandnsési, mink& seurauksena
myostatiinin - mRNA-tasot ovat korkeammat kuin plasghmalla 48 tuntia
voimaharjoituksen jalkeen. Lisaksi proteiinin vaiksta myostatiinivasteeseen saattaa
selittéd se, minkalainen proteiinimaara kullekinnkille on sopiva/optimaalinen
anabolian kannalta. Voimaharjoituksen aiheuttantatuit vaikutukset myostatiiniin
saattavat  liittyd laheisesti lihakseen aiheutuneese kudosvaurioon ja
tulehdusreaktioiden aktivoitumiseen tai toisaaltayds kalsineuriinisignalointiin
(Michel ym. 2004). Nayttaa lisdksi siltd, ettd teteronin ja AR-proteiinin tasot
vaikuttavat mahdollisesti osaltaan siihen, millsolia myostatiinin mRNA-pitoisuus on
48 tuntia voimaharjoituksen jalkeen. Muiden muutoj osalta tdma tutkimus oli
ensimmainen, jossa selvitettin  voimaharjoituksenaikutuksia — myostatiinin
sitojaproteiinin  FLRG:n ekspressioon lihaksessaaséthotilanteessa merkitsevaa
muutosta ei havaittu, mutta sen sijaan proteiirotiiminen lisdsi FLRG:n sekd my6s
solusyklin saatelyyn osallistuvan Cdk2:n eksprdasié8 tuntia voimaharjoituksen
jalkeen. Cdk2:n nousu antaa viiteita siitd, ettétgimin nauttiminen ennen ja jalkeen

voimaharjoituksen saattaa lisata satelliittisoluggktivaatiota ja siten proliferaatiota.
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Kuitenkin my6s muut proliferoituvat solut saattavatikuttaa Cdk2:n ekspressioon ja
lisaksi muiden tutkittujen muuttujien ekspressio@n jatkotutkimuksissa tulisikin

selvittdd, mista soluista tarkalleen on kyse.

Johtop&atoksena voidaan todeta, etta voimahargstiakoli vaikutusta myostatiinin ja
tiettyjen solusyklia séatelevien geenien ekspressiga heraproteiinin nauttiminen
edelleen vaikutti osaan aiheutuneista vasteistaaamkukien vaikutukset myostatiinin
sitojaproteiiniin FLRG:hen. Tutkittaessa siis h#fjsen vaikutuksia lihasten kasvun
saatelyyn osallistuvien geenien ekspressioon onnmaisaannin kontrolloiminen

tarkeaa.
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LIITE 1. MITATTUJEN mRNA-TASOJEN MUUTOKSET

LITETAULUKKO 1. Mitattujen mRNA-tasojen ykdiiset muutosprosentif\%)
lukuunottamatta myostatiinia, taulukko 3) &édeskiarvot (Ka) ja keskihajonnat (SD).

p27 (A%) p21 (A%) Cdk2 (A%)
Pre - post 1h | Pre - post 48h | Pre - postlh | Pre - post 48h | Pre - post 1h | Pre - post 48h
PLA |PROT|PLA |PROT |PLA |PROT |PLA PROT | PLA | PROT |PLA |PROT
32,0| 50,8|178,6| 453| 29,5| 102,4| -688| -483| -346| 339| 66,3 4,3
76,4 19,1| -28,8| 129,5| 255]| 170,7| -53,3| -71,2| 60,2| 3145 -4,7] 1753,7
4,2 9,3| 321,7 11,91191,0| 171,2| 144,1| 133,3| 31,2| 50,6| 228,9| 181,2
-48,4| -32,6 54 -1,0] -235| 41,0| 178,7| 160,9| -51,4 27,0 11,8| 197,2
-395| -41,9| -11,1| -16,1|140,3| 662,5|1153,3| 187,6| -37,7 47| -447| 445
14,5 -88| 69,1| -776|1516| 23,7| 190,5| 121,8| 17,3| -314 90,1 47,2
-52,4| 318,7| -57,4| 194,2| 63,8| 232,9| -19,2| 328,9 52| 17,3| -29,2| 169,7
76| 231| -10,0 -1,3[486,7| 323,1| 327,0| 681,3| 98,6| -16,3| 166,2| 251,3
11,4 6,5 7,4 63,6 148,8| 55,1 29,6| 11,0 -32,7 86| 18,7 32,2
Ka 06| 382| 528| 38,7[134,8| 198,1| 209,1| 167,3| 62| 44,4| 559| 2979
SD| 417 109| 122,3| 81,8|150,3 200| 377,7 230|50,75| 104,5| 92,01| 552,9
Myogeniini ( A%) MyoD (A%)
Pre - post 1h | Pre - post 48h | Pre - post 1h | Pre - post 48h
PLA |PROT |PLA |PROT |PLA |PROT |PLA PROT
-67,1| 30,2| 188| 36,0|-218| 77,0 70,7 9,4
48,0| 115,7| -3,5| 828,0(292,4| -9,.8 -4 -15
-10,6 | -459| 59,0| 174,0| 159| -65,5| 200,4 2,3
-58,0| -25,5| 518,6 20,4| -70,9| -48,4| -52,2| -252
-443| 61,4]| 1685| 82,2 -42,5| 149,9 21| 287
-354| -86,3| 136,5| 38,6| 40,4| -92,6| 126,5| -47,0
03| -345| -26,0| 194,2| -22,4| -13,7| -38,7| 101,6
67,2| -23,1| 112,0| 119,4| -7,6| 152,5 13,6 | 120,5
-31,2| 16,5| -53| 133,5| -35,3| 44,8 43,0| 453,3
Ka | -14,6 0,9| 108,7| 180,7| 16,5| 21,6 40,51 71,3
SD| 46,2| 61,5| 168,3| 250,4|108,4| 90,1 81,2| 1534
FLRG (A%) Acvrllb (A%)
Pre - post 1h | Pre - post 48h | Pre - post 1h | Pre - post 48h
PLA | PROT|PLA |PROT |PLA |PROT |PLA PROT
-75,5| 816,0| -53,2| 107,2| -31,3| 27,6| 112,0| 254
88,3 | 164,0 50| 163,0| -53,3| 211,1| -80,8| 243,3
256,3| 175,0| 351,0| 166,6| -59,4| 130,3 -36| 455
-89,7| -58,4| -46,2 275| -141| -386| -53,1| 455
09| 5075| -51,8| 831 70| -32,8| -355| -27,6
-22,0| -99,8| -135| 134,3| 59,1| -96,0 89,5| -61,7
944| 256| -52,6| 9954 -13,6| 250 -49.8| 408
-1,2| 230,8| 252,1|1096,4| -11,7| 78,4| -43/4| 104,1
1735| -34,1| 18,0| 233,8| -556| -59,3| -72,4| 37,8
Ka | 47,2| 191,8| 454| 334,1| -19,2| 27,3| -152| 504
SD| 115 300| 149,6| 408,4|37,38| 98,5| 69,55| 86,4



