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In aging, changes in body composition including a decrease in muscle mass, and the related reduced muscle
strength and the increase in adipose tissue with their ramifications are major problems of public health
worldwide. Ramifications e.g. impaired mobility, type Il diabetes and the metabolic syndrome are related to
impaired functional capacity and the quality of life. In menopause, estrogen production is greatly reduced,
which has been shown to be associated with lower muscle volume and strength. Menopausal symptoms are
commonly treated with estrogen containing hormone replacement therapy (HRT). However, specific
molecular mechanisms of estrogen on skeletal muscles are not precisely known. Fas-ligand-receptor-
complexes activate apoptosis inducing signaling pathways, however matrix metalloproteinases (MMP) can
cleave Fas-ligand-receptor-complexes from the cell surface and form soluble FasL molecules (sFasL). The
serum concentration of sFasL declines with age, and it has been shown to correlate with serum estrogen
levels. Hypothesis of this study is that MMP enzyme level is estrogen dependent and connected with the
sFasL level. The total concentrations of MMP-2, -3 and -7 were determined by the ELISA-method from the
sera of postmenopausal twin sister pairs (n=11, age 54-62 years), where one sister was current HRT user
while her co-twin had never used HRT, and from a premenopausal fertile age control group (n=15, age 30-40
years). The results showed that the concentrations of serum MMPs did not correlate with estrogen nor Fas-
ligand concentrations. However, MMP-2 correlated negatively with the fat-free lean body mass (LBM) in
premenopausal group (r=-0.550 and p=0.03). In the same group, MMP-7 correlated with MMP-3 (r=0.550
and p=0.03). MMP-3 and MMP-7 cleave FasL to its soluble form and MMP-7 acts as an activator for MMP-
3. HRT does not seem to be part of their regulation. In premenopausal women, the negative correlation of
LBM with MMP-2 is in agreement with the previous studies showing that MMP-2 stimulates mesenchymal
stem cells to differentiate into adipocytes. However, the correlation between MMP-2 and LBM was not
observed in postmenopausal groups. One limitation in this study was that the actual activities of the MMP
enzymes in circulation remained undetermined. Thus further studies are needed to figure out what role the
different levels of circulating FasL plays in HRT using and non-using postmenopausal women.
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Lyhenteet
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CRP
CT
DISC
ECM
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TIMP
TNF
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engl. Transforming growth factor beta

engl. Tissue inhibitor of metalloproteinase

engl. Tumor necrosis factor

Maailman terveysjéarjesto (engl. World Health Organization)



1. Johdanto

1.1 Kehonkoostumus

Fyysinen kunto yhdessd psyykkisen kunnon ja sosiaalisen ympariston vuorovaikutusten
kanssa luovat perustan ihmisen terveydelle (WHO, 2004). Naista tekijoisté fyysinen kunto
on suoraan yhteydessd kehonkoostumukseen ja fysiologiaan. IThmisen elimistd koostuu
monen tyyppisista kudoksista, joista kehonkoostumuksen muutoksia voidaan seurata kehon
veden, rasvakudoksen, lihaksiston ja luuston prosentuaalisten osuuksien perusteella. Nama
kudokset voidaan jakaa pehmytkudoksiin ja luustoon. Pehmytkudoksiin luokitellaan
sisaelimet, lihaksisto ja rasvakudos. Tassd tyossa rasvattomasta pehmytkudoksesta
kaytetddn englanninkielisesta termistda lean body mass muodostuvaa lyhennettd LBM.
Koska siséelinten paino on pieni suhteessa lihasten painoon, voidaan LBM:ia pitéé

indikaattorina koko kehon lihasten painosta.

1.1.1 Rasvakudos

Rasvakudos voidaan jakaa kolmeen eri tyyppiin: ruskeaan ja vaaleaan sekd ndiden
valimuotoon beigeen rasvakudokseen. Naistd ruskeaa rasvakudosta esiintyy
vastasyntyneilld lapsilla koko kehon alueella ja aikuisilla niskan alueella. Ruskea
rasvakudos toimii kehossa lammaoneristeend ja energianldhteend, kuitenkin esimerkiksi
insuliinin vaikutus siihen on voimakkaampi kuin vaaleaan rasvakudokseen (Stanford ym.,
2012). Vaalea rasvakudos puolestaan toimii endokriinisena elimend, joka rasvakudoksen
valittdjaaineiden, adipokiinien, tuotannon lisaksi toimii ruskean rasvakudoksen tavoin

elimistdn suojana, lammaoneristeena ja energianlahteend ja -varastona.

Kehon rasvakudoksen mé&ard muuttuu, jos saadun energian maard suhteessa kulutetun
energian maaraan muuttuu. Painon suhdetta kehon kokoon voidaan arvioida laskemalla
painoindeksi (engl. BMI; body mass index), joka madritetddn jakamalla paino pituuden
neliolld (kg/m?). Normaali- ja ylipaino seké lihavuus voidaan jaotella BMI-luokituksen
mukaisesti. Luokittelu on esitetty liitteessd 1. Tutkimusten perusteella pienikin muutos

BMI:ssé lisdd monien sairauksien riskid, ja vain 5 % painonpudotus voi vahent&a riskia



huomattavasti (ks. yleiskatsaus Davis ym., 2012). Lihavuuden on todettu olevan
yhteydessd muun muassa ateroskleroosiin, tyypin 2 diabetekseen ja metaboliseen
oireyhtymaan, jotka ovat paasaantoisesti elintapoihin liittyvia sairauksia (Valimaki ym.,
2009). Ylipaino ja siihen liittyva lihavuus on yksi kasvavista terveyden riskitekijoista

Suomessa ja maailmalla.

1.1.2 Lihaskudos

Ihmisen lihaskudos voidaan jakaa kolmeen eri paaryhméén: sileddn lihaskudokseen,
sydanlihaskudokseen ja poikkijuovaiseen lihaskudokseen. Siledt lihassolut ja
sydanlihassolut ovat yksitumaisia ja poikkijuovaiset lihassolut monitumaisia. Siled- ja
sydanlihaskudos ovat autonomisesti sdadeltdvia, jatkuvaan supistumiseen kykenevié
lihaskudoksia. Siledd lihaskudosta esiintyy esimerkiksi verisuonten seindmissa ja
sisdelimissd kuten suolistossa. Sydanlihaskudosta esiintyy syddmessd, ja sen séately

perustuu sinussolmukkeen kautta kulkevaan hermoratasaatelyyn.

Ihmisen elimistdon lihaskudoksista suurin osa on tahdonalaista poikkijuovaista
lihaskudosta. Poikkijuovaisen lihassolun supistuva o0sa koostuu myofibrilleista
(lihassaikeet), jotka muodostuvat peréattéisista sarkomeereista. Sarkomeeriksi luokitellaan
Z-levyjen rajaama tila, ja yksittdiset sarkomeerit koostuvat lomittaisista aktiini- ja
myosiinifilamenttirakenteista. (Alberts ym., 2008) Lihaksen supistuessa sarkomeerit
lyhenevét aktiini- ja myosiinifilamenttien liukuessa syvemmaélle vastakkaisia Z-levyja
kohti. Poikkijuovaisessa lihaskudoksessa yksittdisten hermosolujen kautta yhteydessa
olevat lihassolut muodostavat motorisia yksikoitd, joiden koordinoitu aktivoiminen
séatelee koko lihaksen toimintaa. Motoristen yksikdiden toistuvan aktivoimisen on havaittu
olevan merkittava tekija lihasten toimintakyvyn yllapitdmiselle. Ik&antymiseen liittyvan
neuronikadon yhteydessé néiden yksikdiden méaré vahenee (Tilvis ym., 2010).
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1.2 Apoptoosi

Apoptoosi eli ohjelmoitu solukuolema on elimiston menetelm&, joka uudistaa kehon
kudoksia poistamalla normaaliin toimintaan kykenemattémat ja virheelliset solut. Terveilla
ihmisilla solut jakautuvat samalla nopeudella kuin huonompia soluja poistetaan. Tama
reaktioreitti tukee elimiston normaalia homeostasiaa ja mahdollistaa elimiston jatkuvan
toiminnan. Apoptoosi aktivoituu solun ulkopuolelta tai solussa siséisesti, ja sen yhteydessa
solu tuottaa fagosytointiin eli solusyontiin liittyvia merkkimolekyyleja. Tallainen
molekyyli on esimerkiksi solun pinnalla esiintyva fosfatidyyliseriini, jonka avulla
makrofagit tunnistavat apoptoottisen, fagosytoitavan solun (Valerie ym., 1998). Tallgin
solu voidaan havittdd ilman immunologista vastetta (Alberts ym., 2008).

Ihmisen elaménkaaren aikana apoptoosin saétely vaikuttaa eri kudosten, kuten lihaksiston
ja elinten, kasvuun ja pienenemiseen. Sikion ja lapsen kehityksessé apoptoosin méaara on
pienempi suhteutettuna jakautuvien solujen madréan. Kehitysvaiheessa erilaiset kudokset
kasvavat ja niissa toimivat solut kypsyvét. Aikuisen kudoksissa apoptoosin mé&ard on
samalla tasolla solujen jakautumisen méaran kanssa. Erilaisiin toimintoihin erikoistuneet ja
rakenteellisesti kokonsa osalta kehittyneet kudokset, kuten lihaksisto, eivét kehitysvaiheen
jalkeen kasva tai pienene ilman ulkoista arsykettd. Naissa kudoksissa solujen maaré ja
kudosten koko kehittyvat tarpeen mukaan, ja apoptoosin tehtdvédna on pitdd kudokset
toimintakykyisina poistamalla vioittuneet solut (Alberts ym., 2008). lkaantyessa solujen
apoptoosin maaraa lisdantyy kuitenkaan lisadmatta uusien solujen muodostumista.
Apoptoottista solujen vahenemistd tapahtuu kaikissa parenkyymielimissd, jolloin néiden
elinten soluista, mukaan lukien lihaksiston solut, 20-40 % on vahentynyt 75-80 vuoden

idssa taysikasvuiseen nuoreen ihmiseen verrattuna (Tilvis ym., 2010).

1.2.1 Fas-reseptori ja -ligandi

Fas-molekyylit ovat osa TNF (engl. tumor necrosis factor) -proteiiniperhettd. Fas-ligandin
(FasL/CD95L) reseptoreita (Fas/CD95) esiintyy useimpien solujen solukalvolla, missé ne
toimivat ulkoisena solukuoleman (apoptoosi) kaynnistavind kuolonreseptoreina (engl. cell
death receptors). Verenkierrossa FasL esiintyy trimeerisessd muodossa sekéd liuokoisena

(sFasL) ettd immuunipuolustuksen solujen, kuten lymfosyyttien solukalvon pinnalle
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sitoutuneena. Liukoiset ja transmembraaniset FasL:t sitoutuvat Fas-reseptoriin aktivoiden
FADD-liitantaproteiinin (engl. Fas-associated death domain) ja kaspaasi 8:n. Namé
muodostavat solukuolemaa indusoivan signaalikompleksin DISC:in (engl. death inducing
signaling complex). DISC aktivoi kaspaasi-entsyymien Kketjun joko suoraan tai
mitokondrion kautta sytokromi c:n valitykselld. Kaspaasi-entsyymit taas aktivoivat
proteolyyttisen ketjun, joka hajottaa tumaa tukevan tumalevyn proteiinirakenteen:
endonukleaasia sitova proteiinirakenne poistetaan, ja endonukleaasi vapautuu pilkkoen
DNA-juosteen. Muita mekanismin vaikutuksia ovat muun muassa solujen vélisten
adheesioproteiinien pilkkominen, jolloin solu irrottautuu ympadristostd, ja mahdollistaa
fagosytoivan solun toiminnan (Alberts ym., 2008). Apoptoosin lisaksi joissakin
solutyypeissa Fas-reseptori ja (S)FasL osallistuvat sekéd sisdisen ettd ulkoisen saatelyn
vaikutuksesta solun vaihtoehtoiseen, tulehdusta voimistavan sytokiinituotannon
aktivointiin NF-«B -reitin kautta (Ponton ym., 1996; Ahn ym., 2001).

1.3 Vaihdevuodet ja hormonaaliset muutokset

Suomalaisilla naisilla kuukautisten keskimaardinen loppumisikd (menopaussi) on 51
vuotta. Menopaussia edeltdd ns. premenopausaalinen ja perimenopausalinen vaihe.
Menopaussin jélkeista aikaa seuraa postmenopaussi. Suomenkielessa siirtymévaiheesta
kaytetdan kasitettd vaihdevuodet. Premenopausaalisilla naisilla on normaali saannéllinen
kuukautiskierto ja siihen liittyvd naissukuhormonien vaihtelu. Perimenopaussi on
siirtymdvaihe premenopaussista postmenopaussiiin. Perimenopaussin kesto on hyvin
yksil6llinen ja voi kestdd 5-10 vuotta. Perimenopaussin aikana kuukautiskierto muuttuu
epasaannolliseksi, kun munasarjojen toiminta heikkenee véhitellen johtaen biologisesti
aktiivisimman estrogeenin, estradiolin, erityksen merkittavaan vahenemiseen. Estradiolin
tuotannon véhenemisen yhteydessé sen negatiivinen palautevaikutus hypotalamuksessa ja
aivolisékkeessa pienenee, jonka seurauksena follikkelia stimuloivan hormonin (FSH) ja
lutenisoivan hormonin (LH) tuotanto lisdantyy. Estradiolin maarédn vahenemisella on
todettu olevan yhteys naisilla muun muassa hikoiluun, artymiseen ja masentuneisuuteen ja
siten eldmanlaadun heikkenemiseen. Lopulta munasarjojen estradiolituotanto pysahtyy
kokonaan, jolloin munarakkulat eivat enda kypsy eik& ovulaatiota tapahdu. Ovulaation

loppumisen jélkeisid vuosia kutsutaan postmenopaussiksi. (Tilvis ym., 2010)
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1.3.1 Estrogeeni

Estrogeeni on sek& naisten ettd miesten elimistdissd muodostuva sukuhormoni, joka ohjaa
sukupuoliominaisuuksien maaraytymistd. Estrogeenit voidaan jakaa kolmeen eri ryhmaéan:
estradioliin, estroniin ja estrioliin, joista estradioli on biologisesti tehokkain. Kasvuidssa
estrogeeni osallistuu naisilla sukupuoliominaisuuksien kehittymiseen ja sukukypséssa iassa
niiden yllapitdmiseen. Estrogeenireseptoreita on lédhes kaikissa kudoksissa, ja siten sen
vaikutukset ulottuvat lisddntymisominaisuuksien saatelyn liséksi muihinkin kudosten
séatelymekanismeihin. Estrogeenin on todettu olevan yhteydessa muun muassa naisten
luuntiheyden yllapitoon (Garcia ym., 2013) seka lihasten koon ja suorituskyvyn saatelyyn
(Sipila ym., 2001; Ronkainen ym., 2009). Estrogeenilld ndyttdisi myos olevan yhteys

seerumin FasL:n pitoisuuteen (Kangas ym., 2014).

1.3.2 Hormonikorvaushoito

Vaihdevuosiin liittyvid oireita hoidetaan estrogeenia sisaltavalla hormonikorvaushoidolla
(engl. HRT; hormone replacement therapy), joka kompensoi estrogeenin véhentynytta
tuotantoa. Estrogeenihoidolle on useita erilaisia vaihtoehtoja, joista Suomessa yleisimmat
ovat erilaiset iholle laitettavat laastarit, levitettdvat geelit tai perinteiset suun kautta
otettavat tabletit. HRT:na voidaan antaa pelkkaa estrogeenivalmistetta tai estrogeenin ja
progesteronin  yhdistelmavalmistetta. Pelkkdd estrogeenia sisaltdvan valmisteen
pitkdaikainen kayton on todettu lisddvan kohdun syopariskid, ja siksi yhdistelméavalmisteet

ovat yleisimpia kaytettyja HRT:n muotoja. (V&liméki ym., 2009)

Véhentyneen estrogeenin erityksen on havaittu olevan yhteydessd moniin fysiologisiin
muutoksiin. Esimerkiksi neuropsykologisten toimintojen muutokset, kuten mielialan
vaihtelut ja mahdollisesti masennus, on yhdistetty estrogeenin mé&ardn romahtamiseen.
(valimaki ym., 2009) Estrogeenituotannon vahenemisen on myo6s todettu olevan
yhteydessa fyysisiin muutoksiin, kuten lihaksiston ja luuston heikkenemiseen (Ronkainen
ym., 2009; Mikkola ym., 2011). HRT:n on puolestaan todettu korreloivan negatiivisesti
rasvakudoksen madrén sekd positiivisesti BMI:n ja LBM:n kanssa (Sipilda ym., 2001,
Ronkainen ym., 2009; Taaffe ym., 2005).
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1.3.3 Sarkopenia

Lihasmassan vahentyminen ja siihen liittyva lihasvoiman heikkeneminen (sarkopenia) on
yksi ikédantymiseen liittyvistd ongelmista sek& Suomessa ettd maailmanlaajuisesti. Naisilla
lihasten ikaantymismuutokset kiihtyvat vaihdevuosi-idssa. Sarkopenia altistaa ik&antyvén
ithmisen liikkumiskyvyn heikkenemiselle, kaatumisille ja niihin liittyville luumurtumille,
sekd lisda riskid sairastua muun muassa tyypin Il diabetekseen ja metaboliseen
oireyhtymaan (ks. yleiskatsaus Mayer ym., 2011). Sarkopenia seurannaisvaikutuksineen on
merkittdva kansanterveydellinen uhka, ja se aiheuttaa huomattavan osan terveydenhuollon

kustannuksista.

Sarkopeniassa lihaksen rakenteessa ja solujen anabolisissa ja katabolisissa reaktioissa
tapahtuu muutoksia. Muutokset syntyvat, kun lihassolujen proteiinisynteesi ja proteiinien
hajoaminen eivét enda korreloi uusien solujen muodostumisen tai jakaantumisen kanssa
kuten nuoremmilla yksiloilla&. Tahén vaikuttavia tekijoitd ovat muun muassa
tulehdukselliset ja hormonaaliset tekijat, motoneuroninen kato ja oksidatiivinen stressi.
(Tilvis ym., 2010) Téaman hetkisen tiedon mukaan solun jakautuessa genomin
kopioitumisen yhteydessa tapahtuva telomeerien lyhentyminen véhentdd solujen
jakautumista. Estrogeenin on todettu hidastavan telomeerien lyhentymistad (Valiméki ym.,
2009).

Varhaisessa vaihdevuosi-idssa kéytetylla HRT:lla on todettu olevan lihaksiston
heikkenemistd hidastava vaikutus (Sipild ym., 2001; Ronkainen ym., 2009). Estrogeenin
kaikkia molekyylitason vaikutusmekanismeja luustolihaksen toiminnassa ei kuitenkaan
tunneta (Ronkainen ym., 2009, 2010; Péllanen ym., 2007, 2010; ks. yleiskatsaus Dawn
ym., 2010). Muita lihaksiston heikkenemiseen mahdollisesti vaikuttavia tekijoitd ovat
lihaksiston satelliittisolujen (lihasten kantasolujen) véhentynyt aktivaatio ja myostatiini,
joka estda satelliittisolujen toimintaa (Tilvis ym., 2010). Satelliittisolujen maaran

vaheneminen on suoraan verrannollinen lihasten regeneraatiokykyyn (Tilvis ym., 2010).
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1.4 MMP-entsyymit

Soluvaliaineen metalloproteinaaseja (engl. MMP; matrix metalloproteinase) tunnetaan talla
hetkelld 25. MMP:t ovat sinkkiriippuvaisia proteolyyttisia entsyymeja. MMP-entsyymien
yksi tunnetuimmista tehtdvistd on kudoksissa solujen vilitilan tayttavien soluvéliaineen
molekyylien (engl. ECM; extracellular matrix) pilkkominen ja siihen liittyvd kudosten
muokkaaminen. ECM  koostuu muun  muassa elastiinista, kollageeneistg,
proteoglykaaneista ja glykoproteiineista (Alberts ym., 2008). MMP-entsyymit voidaan
luokitella niiden toiminnan, rakenteen ja sijainnin perusteella yksiléllisiin ryhmiin, kuten
kollagenaaseihin ja gelatinaaseihin. MMP:t pilkkovat ECM:n rakenteellisia proteiineja,
mutta osallistuvat myos solujen, kuten lymfosyyttien, pintareseptorien ja -molekyylien
pilkkomiseen. Ne voivat lisdksi aktivoida muita MMP-entsyymejd muokkaamalla

entsyymin pro-muodon aktiiviseen muotoon.

1.4.1 MMP-2

MMP-2 (Gelatinase-A) pilkkoo muun muassa ECM:n fibronektiinia, gelatiinia, sdikeista
kollageenia ja elastiinia. In vitro -kokeissa MMP-2:n pitoisuuden lisdantymisen on todettu
olevan yhteydessd mesenkymaalisten kantasolujen erilaistumisessa rasvasoluiksi
(Mannello ym., 2006). Ylipainoisilla naisilla on aiemmissa tutkimuksissa havaittu olevan
pienempi systeeminen MMP-2:den kokonaispitoisuus kuin normaalipainoisilla (Kosmala
ym., 2008). Veren plasman MMP-2 -pitoisuus korreloi positiivisesti ikaantymisen kanssa

(Bonnema ym., 2007).

1.4.2 MMP-3

MMP-3 (Stromelysin-1) pilkkoo kollageeneja 11, 1V, IX, X, ja gelatiinia. Eldinkokeet ovat
osoittaneet MMP-3 entsyymin pilkkovan luuta muodostavien osteoblastien solukalvolla
olevaa FasL :a liukoiseen muotoon ja sitd kautta indusoivan luuta hajottavien osteoklastien
apoptoosia (Garcia ym., 2013). Estrogeenireseptori a:n kautta vaikuttava estradioli indusoi
in vitro luusoluviljelmissds MMP-3 -entsyymin maédran nousua (Garcia ym., 2013).
Estrogeenin on siten osoitettu olevan yhteydessd luuston yllapitoon. MMP-3:lla ja

estradiolilla on siten térked rooli luuston rakenteen yllapidossa.
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1.4.3 MMP-7

MMP-7 (Matrilysin) osallistuu FasL-Fas-reseptorikompleksin pilkkomiseen liukoiseen
muotoon, ja siten solujen ja kudosten séatelymekanismeihin. MMP-7 on yhteydessa muun
muassa endoteelisolujen erilaistumiseen, ja sitd kautta osallistuu ihmisilla angiogeneesin
séatelyyn (ks. yleiskatsaus Masanori ym., 2015). Solujen pintamolekyylien pilkkomisessa
MMP-7 stimuloi liukoisen FasL:n muodostumista (ks. yleiskatsaus Li ym., 2006). Ihmisilla
veren plasman MMP-7:n pitoisuuden on todettu MMP-2:n tavoin korreloivan positiivisesti

ikaantymisen kanssa (Bonnema ym., 2007).

1.5 MMP:t, FasL ja estrogeeni

FasL vapautuu solujen pinnalta MMP-entsyymien toiminnan seurauksena. Yleisesti MMP-
entsyymit vaikuttavat solun ulkopuoliseen kudosrakenteeseen sekd solujen ja niiden
ulkopuolisen soluvaliaineen véliseen viestintddn vapauttamalla proteiineja, jotka
aktiivisesti vaikuttavat solujen toimintaan (Alberts ym., 2008; ks. yleiskatsaus Batra ym.,
2013). Toisin sanoen vapauttamalla solukalvolta proteiineja liukoiseen muotoon, MMP-
entsyymit aktivoivat solujen ulkoisia proteiineja, mukaan lukien reseptoriin sitoutuneen
FasL:n (Garcia ym., 2013). Soluviljelyolosuhteissa FasL:n pitoisuuden on havaittu olevan
yhteydessé siihen, miten mesenkymaaliset kantasolut erilaistuvat (Rippo ym., 2013).
Korkeampi FasL:n pitoisuus stimuloi kantasoluja erilaistumaan osteoblasteiksi (luuta
rakentaviksi luusoluiksi), kun taas matalampi pitoisuus stimuloi kantasolujen
erilaistumisen adiposyyteiksi (rasvasoluiksi). lkd&ntymisen yhteydessa sFasL:n mé&ara
seerumissa véhentyy (Kavathia ym., 2009). Systeemisen sFasL-pitoisuuden on havaittu
olevan yhteydessd seerumin estradiolipitoisuuteen, ja silld nayttédisi olevan vahva

geneettinen tausta (Kangas ym., 2014).

1.6 MMP:t ja ylipaino

Kehon rasvakudos muokkautuu koko ihmisen elinidn ajan. Rasvasolujen ja -kudoksen
madran lisddntyminen edellyttdd muun muassa MMP-molekyylien toimintaa kudoksen
laajenemisen mahdollistamiseksi. Eldinkokeissa on osoitettu, ettd MMP-2:n ja sen

inhibiittorin  TIMP-1:n (engl. tissue inhibitor of metalloproteinase) -entsyymien
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puuttuminen vahentdd rasvakudoksen muodostumista in vivo, kun taas MMP-3 -
entsyymien puuttuminen liséé sitd (Lijnen, 2011). MMP-2:n osalta vastaavan kaltaisia
tuloksia on saatu myds ihmisilld (Kosmala ym., 2007). MMP-entsyymien lisaksi
rasvakudoksen laajeneminen on yhteydessa fibrinolyyttiseen systeemiin ja angiogeneesin
saatelyyn rasvasolujen toiminnan yllapitdmiseksi (Lijnen, 2011). MMP:t ovat myos
oleellisessa osassa esimerkiksi angiogeneesissé verisuonelle vaadittavan soluvalitilan
koostumuksen muokkaamisessa (Lijnen, 2011). Kokonaiskuva MMP-molekyylien

toiminnasta yhdistettyna edella kasiteltyihin osa-alueisiin on esitetty kuvassa 1.
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Kuva 1. Kaavakuva tutkimuksen muuttujiin vaikuttavista tekijoistd. Kuvassa on esitetty
yksinkertaistettu malli tutkimuksen eri osa-alueista ja niihin liittyvistd tekijoistd. Nuolet
kuvaavat kyseessd olevien solujen tai kudosten toimintaa ja vélittdvien molekyylien
todennettuja yhteyksid niihin. Luusto, rasva- ja lihaskudos maérittelevdt kehon-
koostumuksen ja siihen liittyvat suureet BMI:n ja LBM:n.
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2. Tutkimuksen tavoitteet
Tama pro gradu -tutkimus liittyy laajempaan SAWEs (Sarcopenia, Aging, Women and

Estrogen) -tutkimukseen, jossa on selvitetty estrogeenia sisaltdvan HRT:n yhteytta lihasten
ominaisuuksiin seké niitd molekulaarisia mekanismeja, joilla HRT:n vaikutukset valittyvét
vaihdevuosi-ikaisten naisten lihaksistoon (Ronkainen ym. 2009). Tutkittavina on ollut
identtisid vaihdevuosi-ikdisia kaksossisaria, jotka ovat HRT:n suhteen diskordantteja.
Toisin sanoen toinen sisar on HRT:n monivuotinen kayttdja, kun taas toinen sisar ei ole
koskaan kayttanyt HRT:a. SAWEs-tutkimuksen aikaisemmat tulokset osoittavat, ettd
verenkierrosta mitatut FasL-pitoisuudet ovat merkitsevasti matalammat HRT:a kéayttavilla
sisarilla verrattuna heiddn HRT:a kayttdmattomiin sisariinsa. Liséksi seerumin FasL-

proteiinin pitoisuudella on vahva geneettinen tausta (Kangas ym., 2014).

Taman pro gradu -tutkimuksen tarkoitus on selvittdd seerumin MMP-entsyymien
mahdollista yhteyttd verenkierrossa vapaana olevan FasL:n madrdn séatelyyn.
Tutkimuksen kysymykset voidaan esittdd tarkemmin seuraavasti:

1) Ovatko naisten systeemisten MMP-entsyymien (seerumin MMP-2, -3 ja -7)
pitoisuudet erilaiset ennen vaihdevuosi-ikad kuin vaihdevuosien jalkeen?

2) Ovatko naisten systeemisten MMP-entsyymien (seerumin MMP-2, -3 ja -7)
pitoisuudet vaihdevuosien jélkeen erilaiset estrogeenia siséltdvad HRT:a kayttavilla
kuin heidan HRT:a kayttamattomilla identtisilla kaksossisarillaan?

3) Ovatko systeemisten MMP-2, -3 ja -7 -entsyymien méaarat yhteydessd seerumin
FasL-proteiinin maaraan?

4) Ovatko systeemiset FasL-pitoisuudet ja/tai MMP-2, -3 ja -7 -entsyymien

pitoisuudet yhteydessa kehonkoostumukseen?
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3. Materiaalit ja menetelmat

3.1 Tutkimusasetelma ja tutkittavat

Tassa tutkimuksessa kaytettiin Jyvaskylan yliopiston Terveystieteiden laitoksella vuonna
2007 keratyn SAWEs-tutkimuksen tietoja ja naytteitd. SAWEs-tutkimus on
poikkileikkaus- ja tapaus-verrokkitutkimus monivuotisen, keskimaarin 7 vuoden mittaisen,
HRT:n kayton yhteydesta lihaksiston ominaisuuksiin ja toimintaan, kehonkoostumukseen
sekd niihin molekulaarisiin mekanismeihin, joilla HRT:n lihasvaikutukset vélittyvat.
Koehenkil6t rekrytoitiin Suomalaisen kaksoskohortin tutkimustietokannasta (Kaprio ym.,
1978), jonka avulla méariteltiin tutkimukseen sopivat sisarparit kutsuttavaksi tutkimuksiin.
Tutkimukseen valittujen henkiléiden valinta- ja poissulkemiskriteerit ovat esitettyina
kuvassa 2. Laboratoriokokeisiin osallistui viisitoista 54-62 -vuotiasta identtista
kaksossisarparia, jotka olivat HRT:n suhteen diskordantteja, eli toinen sisko oli HRT:n
pitkdaikainen kéyttaja, mutta toinen sisko ei ollut kayttdnyt HRT:a koskaan. Tutkittavilta
mitattiin laboratoriossa muun muassa kehonkoostumus, maksimaalinen kavelynopeus,
lihasten rakenne ja koostumus sek& suorituskykyé kuvaavia ominaisuuksia. Tutkittavilta
otettiin veri-, lihaskudos- ja rasvakudosndytteet. Koska tdmdan pro gradu -tutkielman
tarkoituksena oli selvittdd estrogeenia sisdltdvan HRT:n yhteyksia verenkieron MMP-
entsyymien maaraan, jatettiin aineistosta pois nelja kaksosparia, joilla HRT-valmisteena oli
ollut Tibolon. Tibolon-valmiste ei sisalla estrogeenia, joten sen vaikutusmekanismi
poikkeaa kahdesta muusta tutkittavien kayttdmasta estrogeeni-perusteisesta valmiste-
tyypista. Nain ollen tutkittavia kaksospareja oli tdssd pro gradu -tydssa yhteensa 11.

Premenopausaalisena ryhmana kaytettiin SAWEs-tutkimuksen yhteydessa vuonna 2007
kerdtyn Fertile” -ryhmén néytteitda ja tietoja. Kyseisen ryhman muodostivat 59
hormonaalisia ehkéisyvalmisteita kayttaméatontd 30-40 -vuotiasta naista. Taman
premenopausaalisen “Fertile”-ryhman naisilla oli normaali kuukautiskierto. Heilta otettiin
veri- ja kudosnéytteet, ja heille tehtiin antropometristen ominaisuuksien mittaukset kuten
identtisille postmenopausaalisille kaksossisarpareille. Premenopausaalisessa ryhmassa
kriteerit tutkimuksesta poissulkemiseen olivat samat kuin postmenopausaalisilla

kaksossisarpareilla. Téassa pro gradu-tutkimuksessa kaytetddn “Fertile”-ryhmésté
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osajoukkoa (n=15), joilla oli kesken&d&n samanlainen kehonkoostumus, jotta
rasvakudoksessa tapahtuvan steroidisynteesin maarééan vaihtelu tutkittavien valilla saatiin

minimoitua.

Suomen
kaksoskohortti:
13 888
sisarparia

Vastaukset
kutsuun
{n=114)

Parit, joista
toinen HRT:a
kayttava ja
toinen HRT:a
kayttamaton
[n=21)

Kutsu
laboratorio-
mittauksiin

{n=16)

Tutkimukseen
osallistuvat
kaksos-
sisarparit
{n=15)

Pro gradu —
tydn aineisto
(n=11)

Kuva 2. Tutkimukseen kutsuttujen sisarparien pois-sulkemiskriteerit. Kuvassa on
esitetty tutkimukseen kutsuttujen identtisten kaksossisarparien tutkimukseen osallistumisen
poissulkemiskriteerit.

Tutkittavilta mitattiin kehonkoostumus kéyttéen Inbody-laitteistoa (720, Biospace Co, Ltd.,
Seoul, Etela-Korea). Pituuden ja painon mittaustulosten avulla laskettiin BMI-arvot.
Premenopausaalisen ryhmén verinaytteet otettiin jonakin kuukautiskierron vuotopaivista
1-5, jolloin estradiolitasot ovat matalimmillaan ja mahdollisimman vertailukelpoiset.
Verinaytteet otettiin kaikilta yon yli kestdneen paaston jalkeen, ja nédytteenottovaiheessa
koehenkildt olivat makuuasennossa kehon nestekierron vakioimiseksi. Tutkittujen veren
estradiolipitoisuus  oli  aikaisemmin madritetty  seerumindytteistd  kayttden
radioimmunologista (RIA) -menetelmda (Spectria Estradiol RIA, Orion Diagnostica,
Finland).
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Tutkimuksella on Keski-Suomen sairaanhoitopiirin eettisen toimikunnan puoltava lausunto
(lupa no E0606/06), ja tutkimus toteutettiin Helsingin julistuksen ohjeistusten mukaisesti.
Tutkittavat allekirjoittivat tutkimuksen suorittamiseen liittyvdn suostumuksen, jossa
tiedotettiin tutkimukseen liittyvistd mahdollisista riskitekijoistd, haitoista, hyodyista,

tutkimusmenetelmista ja tutkimukseen liittyvista julkaisuista.

3.2 ELISA-menetelma

Pro gradu -tutkimuksessa kéaytettiin SAWEs-tutkimuksen seerumindytteitd, joista
madritettiin metalloproteinaasien (MMP-2, -3, ja -7) pitoisuudet. MMP-entsyymien
pitoisuuksien maarittamisessa kaytettiin kaupallisia tutkimuskéayttéon soveltuvia ELISA
(engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) -menetelmid. Valitut méaaritysmenetelmat
(Total MMP-2 Quantikine ELISA Kit, Human Total MMP-3 Quantikine ELISA Kit ja
Human Total MMP-7 Quantikine ELISA Kit, R&D Systems) perustuvat epésuoraan
”sandwich” ELISA-menetelmédén sen paremman tarkkuuden ja erottelukyvyn takia
verrattuna suoraan ELISA-menetelméédn. Kaytettyjen Kittien madaritysherkkyydet ja
naytteiden laimennoskertoimet ovat esitettyind liitteessd 2. MMP-entsyymien pitoisuudet

madritettiin seerumindytteista valmistajan ohjeiden mukaisesti.

ELISA-analyyseissa kaytettiin kaupallisia esivalmistettuja 96-kuoppalevyjé, joiden kaivot
olivat paallystetty analysoitavan MMP-entsyymin monoklonaalisella primaarivasta-
aineella. Kaytetyt reagenssit lammitettiin huoneenldampdtilaan (+22°C) ja laimennettiin
ohjeiden mukaisiin pitoisuuksiin. Tutkittavat seeruminaytteet laimennettiin kalibraattorin

laimennusliuoksella (engl. calibrator diluent) liitteen 2 mukaisesti.

Kuoppalevyn sisdisen hajonnan selvittdmiseksi kontrollindytteené kaytettiin tutkimuksesta
pois jaaneestd kaksosparista toisen sisaren seerumindytettd kuoppalevyjen alkupééssa,
keskivaiheessa ja loppupééssa. Madrityksen inkuboinnit suoritettiin huoneenldmmaossa
tasoravistelijassa (1296-001 Plateshake, LKB, Wallac) nopeudella 500 kierrosta minuutissa
valolta suojattuna lukuun ottamatta substraattiliuoksen inkubointia, jossa levyt inkuboitiin

ilman  ravistelua.  Kaivojen  peseminen  suoritettiin  manuaalisesti  kayttden
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monikanavapipettid. Kuoppalevyt kuivattiin kaatamalla nesteet pois, ja lyomalla levya
voimakkaasti kuivia kéasipapereita vasten.

Vérireaktio pysaytettiin pysaytysliuoksella, ja ndytteiden absorbanssit mitattiin valittomasti
kuoppalevynlukijalla (Multiskan Go, Thermo Scientific) aallonpituudella 450 nm.
Mittaustuloksen tarkentamiseksi kéytettiin aallonpituuden korjauksena aallonpituutta 540
nm, joka véhennettiin saaduista tuloksista. Entsyymien pitoisuudet saatiin yksikkona

pg/ml. Saaduista tuloksista vahennettiin nolla-standardin arvo taustan poistamiseksi.

3.3 Gelatiinizymografia

Gelatiinizymografisen menetelman avulla oli tarkoitus erotella MMP-2 -molekyylien
aktiivinen ja inaktiivinen pro-muoto, ja madrittdd niiden suhteelliset osuudet
seerumindytteistd mukaillen Granello-Pierno A. ja Reich E. (1978) menetelmaa.
Seeruminaytteille ei l6ytynyt Kkirjallisuudesta valmista menetelméad, silla gelatiini-
zymografisissa menetelmissd on aikaisemmin kaytetty naytteina lahinnd kudoslysaatteja.
Gelatiinizymografia perustuu SDS-PAGE -menetelméan (engl. Sodium Dodecyl Sulphate
Polyacrylamide Gel Electorphoresis, Laemmli 1970), jonka avulla tutkittavat MMP-2 -
molekyylit erotetaan muista proteiineista. Erottamisen jalkeen denaturoituneet MMP-
molekyylit renaturoitiin takaisin aktiivisesti toimivaan konformaatioon. Aktivoimisen
jalkeen MMP:t pilkkovat geeliin valamisvaiheessa lisatyn gelatiinin. MMP-aktiivisuus

havaitaan geelisté varjayksen jalkeen varjaytymatta jadneind vaaleina alueina.

Testauksessa kaytettiin itse valmistettuja 10% SDS-geeleja (30% akryyliamidi mix, 1,5M
Tris pH 88, 10% SDS, 10% ammoniumpersulfaatti ja N, N, N, N'-
tetramethylethylenediamine), joissa osa Milli-Q -vedesta korvattiin 1% gelatiini-Milli-Q -
vesiliuoksella (Gelatiini Tyyppi A, 9000-70-8, Sigma-Aldrich), jolloin gelatiinin
loppupitoisuus oli geelissd 0,1%. Kaupallisia SDS-geelejd (Criterion Precast 10%
Zymogram, #345-0080, Bio-Rad) kéytettiin valivaiheen testauksessa, ja niill& suoritettiin

my0s varsinainen naytteiden elektroforeettinen erottelu.

Kontrollindytteena kéytettiin CHO-soluissa (engl. Chinese Hamster Ovary) tuotettua
puhdistettua ihmisen pro-MMP-2 -molekyylid (PF037, Calbiochem, Merck Millipore).
Kontrollindyte laimennettiin 1:10 1X Zymogram kehityspuskurilla (10X Zymogram



22

Development buffer, #161-0766, Bio-Rad), koska kehityspuskuri vastasi alkuperdista
séilytysliuosta. Laimennettu kontrolli jaettiin 1pl sdilytyseriin toistuvien sulatus—pakastus -
syklien valttamiseksi. Jokaisen nayteajon yhteydessa kontrollit laimennettiin pitoisuuteen

1ng/ul. Kontrollina kéytettiin 1ng/kaivo pro-MMP-2 -laimennosta.

Néyteajojen testauksessa kéaytettiin SAWEs-tutkimuksessa otettua seerumindytettd, joka
laimennettiin ennen jokaista geeliajoa. Naytteiden laimennokset tehtiin kéyttden 1X
Zymogram kehityspuskuria. Testatut laimennusvélit olivat 10:1,5 - 1:500. Geelille laitetun
naytteen kokonaistilavuus yhdessa laimennusliuoksen ja 5X néaytepuskurin (0,4M Tris, pH
6,8, 5% SDS, 20% Glyseroli ja 0,03% bromofenolisininen) kanssa olivat valilla 1,25ul -
12,5ul.

Geeliajot suoritettiin jadhauteella +4°C asteessa laitteiston kuumenemisen ja proteiinien
denaturoitumisen estdmiseksi. Itse valmistetut geelit ajettiin Mini-PPROTEAN Tetra -
laitteistolla (Bio-Rad) noin puoli tuntia (80 V) ylé- ja alageelin rajan saavuttamiseen asti, ja
alageelissé noin kaksi tuntia (125V). Kaupalliset geelit ajettiin Criterion-laitteistolla (Bio-
Rad) 150 minuuttia (125V). Molemmilla geeliajomenetelmill& geelit ajettiin huomattavasti
nayterintaman yli MMP-2 -molekyylien paremman erottuvuuden varmistamiseksi.

Ajon jalkeen MMP-entsyymit aktivoitiin  renaturoimalla  proteiinikonformaatiot.
Renaturaatio suoritettiin 1X Zymogram kehityspuskurilla, johon oli lisatty Triton X- 100 -
detergenttia  (loppupitoisuus  2,5%).  Renaturaatiovaiheen  jalkeen  siirryttiin
kehitysvaiheeseen, jonka aikana aktivoidut MMP-entsyymit pilkkovat gelatiinia.
Renaturaatio- ja kehitysvaiheen inkubointiolosuhteita testattiin eri pituisilla ajoilla ja
lampdatiloilla, joista renaturaatiovaiheeseen kokeiltiin vaihtoehtoja 2x20 ja 3x20 minuuttia
+22°C ja +37°C asteessa (Hybridiser HB-1D, Techne) keinuttelussa (Compact Rocker
CR100, Finepcr). Kehitysvaiheessa ensimmainen inkubointi oli jokaisessa testissa 10
minuuttia +22°C asteessa keinuttelussa. Pidempééa inkubaatioaikaa testattiin lampdtiloissa
+4°C, +22°C ja +37°C asteessa seké aikavaleilla 2 tuntia +22°C, 18 tuntia +4°C ja +37°C
asteessa, 24 tuntia +22°C ja +37°C asteessa sekéd 42 tuntia +37°C asteessa. Inkuboinnit

suoritettiin pimeéssa valon mahdollisen vaikutuksen estamiseksi.

Kehityksen jalkeisessd geelin varjaamisessa kaytettiin alkoholipohjaista Coomassie-blue -
varjaysliuosta (0,1% Coomassie Brilliant Blue R250, 40% Etanoli, 10% Etikkahappo).

Vérinpoistoliuoksena kaytettiin vastaavaa liuosta ilman Coomassie blue -varid (40%
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Etanoli, 10% Etikkahappo). Varjays testattiin yhden tunnin ja kahden tunnin pituisilla
varjaysajoilla +22°C asteessa keinuttelussa. Vérinpoisto suoritettiin tarpeen mukaan. ltse
tehdyissa geeleissa varjays kesti 50 minuuttia, joihin 25 minuutin jalkeen vaihdettiin uusi
liuos. Kaupallisissa geeleissa vérinpoistoon riitti 20 minuuttia. Varjatyt geelit kuvattiin
LI-COR Odyssey CLx -infrapunakuvantamislaitteistolla (LI-COR Biosciences, Ltd, Iso-
Britannia). Mini-PPROTEAN Tetra -laitteistoon sopivissa itse valmistetuissa geeleissa
MMP-2 -entsyymit olivat riittdvan aktiivisia gelatiinin pilkkomisessa, mutta geelin kokoon
liittyva erottelukyky ei riittdnyt kvantitoitavaan tulokseen. Kaupallisissa Criterion Precast
10% Zymogram -geeleissé erottelukyky oli huomattavasti parempi, mutta MMP-2 -
entsyymin pilkkoman gelatiinin - ma&ara ei ollut riittdvd tulosten kvantitointiin.
Zymografisen menetelman kehitys vaatii lisdd optimointia, eikd sen tuloksia ole esitetty

tasséa tutkielmassa.

3.4 Tilastolliset analyysit

Tulosten analysointiin kadytettiin SPSS-tilasto-ohjelmaa (IBM SPSS Statistics, versio 20,
Chicago, IL). Aineiston normaalisuus testattiin kayttden Shapiro-Wilk- testid. Parametriset
arvot mitattiin kayttden riippumattoman otoksen t-testid. Ei-parametrisissd testauksissa
kaytettiin premenopausaalisen ja molempien postmenopausaalisten ryhmien vertailussa
Mann-Whitney U -testid, ja postmenopausaalisten ryhmien vélisessa vertailussa kaytettiin
Wilcoxon merkittyjen sijalukujen testid. Eri muuttujien valiset yhteydet ryhmien sisalla

analysoitiin kayttden Spearmanin jarjestyskorrelaatiokerrointa.
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4. Tulokset

4.1 Tutkittavien antropometriset ominaisuudet

Tutkittavien antropometriset ominaisuudet on esitetty taulukossa 1 ja BMI, rasva-% seké
LBM-arvojen box plot -kuvaajat kuvissa 3-5. HRT:a kayttavien ja kayttamattomien
postmenopausaalisten naisten rasvaprosentit olivat 6,2 % ja 21,8 % suuremmat kuin
premenopausaalisilla naisilla. HRT:a kayttaméattomien rasvaprosentti oli 14,7 % suurempi

kuin HRT:a kayttavien kaksossisariensa. Tama ero oli tilastollisesti merkitseva.

HRT:a kayttdvien kaksossisarten BMlI-arvo on 9,7 % suurempi kuin HRT:a
kayttdmattomien sisarten, mutta arvojen vélinen ero ei ole kuitenkaan tilastollisesti
merkitsevd. My0s premenopausaaliseen ryhméén verrattuna tulos oli samaa luokkaa:
HRT:a kayttamattdmien naisten BMI-arvo oli 10,2 % suurempi. Premenopausaalisten ja
HRT:a kayttdvien postmenopausaalisten naisten BMI-arvoissa ei mydskaan ollut
tilastollisesti merkitsevéaa eroa. Premenopausaalisten naisten ryhméssa rasvattoman massan
osuus kehon painosta (LBM) oli 2,5 % suurempi verrattuna HRT:a kayttaviin naisiin ja
2,1 % suurempi kuin HRT:a kayttaméattomilla naisilla. HRT:a kayttdmattomien
kaksossisarten LBM oli 0,2 % suurempi verrattuna HRT:a kayttaviin kaksossisariin. LBM-

arvojen eroissa ei ollut tilastollisesti merkitsevia eroja tutkittujen ryhmien valilla.

Taulukko 1. Kehon antropometristen ominaisuuksien arvot premenopausaalisten naisten
(Pre) ja postmenopausaalisten identtisten kaksossisarparien ryhmissd. Postmenopausaalisista
kaksossisarista toinen sisar kdytti HRT:a (HRT) ja toinen sisar ei kdyttédnyt (ei HRT).

Pre- vs. Pre vs. HRT vs.
Pre HRT ei HRT ei HRT HRT ei HRT
(n=15) (n=11) (n=11) p-arvo? p-arvo? p-arvo®
Iké& (vuosia) 32,1£19 576+19 57,6 +1,9 - - -
Pituus (cm) 164,0+35 162,4+4,7 161,8+ 44 - - -
Paino (kg) 68,8+ 155 67,6+8,7 73,6 + 15,3 - - -
BMI (kg/m?)  256+59 257138 28,2+6,5 0,301 0,960 0,084
Rasva (%) 289+10,3 30,7+71 352+89 0,119 0,631 0,022
LBM (kg) 446+3,7 435+33 43,7+43 0,571 0,468 0,896

BMI: body mass index, LBM: lean body mass. Arvot: keskiarvo + keskiarvon keskihajonta.
Tilastollisesti merkitsevat arvot ovat esitetty lihavoituna. Kaytetyt testit ovat merkattuina
yléaviitteilld a ja b: Mann-Whitney U -testi on merkattu a:lla ja Wilcoxon merkittyjen
sijalukujen testi b:114.
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Kuva 3. BMlI-arvojen vaihtelu pre- ja postmenopausaalisten naisten ryhmissa.
Premenopausaalisten naisten ryhmdassd on suurin hajonta muihin ryhmiin verrattuna.
Kuvassa esitetyt ryhmat eivat keskiarvoltaan eroa toisistaan tilastollisesti merkitsevasti,
mutta HRT:a kdyttaméattomien sisarten (ei HRT) BMI-arvon mediaani on arvoltaan suurempi
muihin ryhmiin verrattuna. Kuva esittdd arvot box plot -kuvaajina, joissa keskilukuna
mediaani. Mediaanin lisédksi kuvassa né&kyvét kvartaalivadlit sekd suurin ja pienin arvo.
Arvoista 1,5-3 kertaa kvartaalivalia suuremmat arvot ovat merkitty ympyroéilla ja yli 3
kertaa kvartaalivdlid suuremmat arvot tahdilla.
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Kuva 4. Rasvan % -osuuksien vaihtelu pre- ja postmenopausaalisten naisten ryhmissa.
Kuvassa HRT:a kayttdvien ja kayttdmattomien sisarten valilla on tilastollisesti merkitseva
ero (p=0,022). Premenopausaalisten ryhmdassd on nahtdvissd mediaaniltaan pienin
rasvaprosentti. T&ssd ryhmdéssd on kuitenkin suurin hajonta muihin ryhmiin verrattuna.
HRT:a kayttdmattémien sisarten rasvaprosentin mediaan on suurin ja HRT:a kayttavien
sisarten mediaani sijoittuu kahden muun ryhmén arvojen véliin. Kuva esittdé arvot box plot
-kuvaajina, joissa keskilukuna mediaani. Mediaanin lisédksi kuvassa ndkyvat kvartaalivalit
sekd suurin ja pienin arvo. Arvoista 1,5-3 kertaa kvartaalivédlid suuremmat arvot ovat
merkitty ympyrdilld ja yli 3 kertaa kvartaalivalid suuremmat arvot tdhdilla.
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Kuva 5. LBM-mééarien vaihtelu pre- ja postmenopausaalisten naisten ryhmissa. Eri
ryhmien vélilla LBM-arvoissa ei ole tilastollisesti merkitsevdd eroa. Kuva esittdd tulokset
box plot -kuvaajina, joissa keskilukuna mediaani. Mediaanin lisdksi kuvassa nakyvét
kvartaalivalit sek& suurin ja pienin arvo. Arvoista 1,5-3 kertaa kvartaalivalid suuremmat
arvot ovat merkitty ympyroilld ja yli 3 kertaa kvartaalivalid suuremmat arvot tahdilla.

4.2 Estradioli-, MMP- ja FasL-pitoisuudet
Estradioli-, MMP- ja FasL-analyysien tulokset nékyvét taulukossa 2 ja box plot -kuvaajat

kuvissa 6-10. Suurin ero tutkittujen ryhmien vélilld on odotetusti seerumista mitatussa
estradiolipitoisuudessa. Premenopausaalisen ryhmén seerumin estradiolin pitoisuuksien
keskiarvo on noin 2,6 kertaa suurempi HRT:a kayttaviin sisariin verrattuna ja 13,4
kertainen HRT:a kayttaméattomiin sisariin verrattuna. HRT:a kayttavien sisarten estradiolin

pitoisuus on 5,2 kertaa suurempi HRT:a kayttaméattomiin kaksossisariinsa verrattuna.
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Kuva 6. Estradiolipitoisuuksien vaihtelu seerumissa pre- ja postmenopausaalisten
naisten ryhmissda. Premenopausaalisessa ryhmdassd on huomattavasti korkeampi
estradiolipitoisuuksien mediaani kuin muilla ryhmilld. Samalla ryhmalld on myds suurin
hajonta. HRT:a kdyttamattomien sisarten estradiolipitoisuudet ovat hyvin alhaiset ja HRT:a
kayttdvien sisarten hieman suuremmat. Kaikkien ryhmien valilld oli tilastollisesti
merkitsevd tai erittdin merkitsevd ero. Kuva esittdd tulokset box plot -kuvaajina, joissa
keskilukuna mediaani. Mediaanin lisdksi kuvassa né&kyvat kvartaalivalit sek& suurin ja
pienin arvo. Arvoista 1,5-3 kertaa kvartaalivdlid suuremmat arvot ovat merkitty ympyroilla
ja yli 3 kertaa kvartaalivalia suuremmat arvot tahdilla.

Postmenopausaalisten sisarparien ja premenopausaalisen naisten seerumindytteisté
mitattiin estradioli- ja FasL-pitoisuudet ja MMP-2, -3 ja -7 -entsyymien pitoisuudet.
Taulukossa 2 on esitettyind tutkittujen ryhmien keskiarvot seka keskiarvojen

keskihajonnat.

Seerumista mitatussa estradiolipitoisuudessa on tilastollisesti merkitsevd ero kaikkien
ryhmien vélilld&. Premenopausaalisessa ryhméssa seerumin estradiolipitoisuudet ovat
keskiarvoisesti huomattavasti muita ryhmid suurempia, ja HRT:a kayttdvien arvot

sijoittuvat premenopausaalisten ja HRT:a kayttamattémien sisarten arvojen valiin.
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Seerumin FasL-pitoisuus on HRT:a kayttavilla sisarilla pienin muihin ryhmiin verrattuna.
HRT:a kayttamattomien sisarten mitatut pitoisuudet asettuvat premenopausaalisen ja
HRT:a kayttavien sisarten valiin. Naistd ryhmistd premenopausaalisten ja HRT:a
kayttavien valiset sekd HRT:a kayttavien ja kayttdmattomien arvojen véliset erot ovat

tilastollisesti merkitsevia.

MMP-2 -entsyymin pitoisuus oli HRT:a kayttavilla sisarilla hieman pienempi kuin
kahdella muulla ryhmalla, joiden MMP-2 pitoisuudet olivat suunnilleen samalla tasolla.
Kuitenkin HRT:a kéyttavien sisarten siséinen hajonta oli muihin ryhmiin ndhden pienempi.
MMP-2, -3, -7 -molekyylien pitoisuuksissa ei ollut tilastollisesti merkitsevad eroa eri

ryhmien valilla.

Taulukko 2. Seerumin estradiolin, MMP-2, -3 ja -7 -entsyymien ja sFasL:n pitoisuudet
premenopausaalisten naisten (Pre) ja postmenopausaalisten identtisten kaksossisarparien
ryhmissd. Postmenopausaalisista kaksossisarista toinen sisar kaytti HRT:a (HRT) ja toinen
sisar ei kayttanyt (ei HRT).

Prevs. Prevs. HRTvs.

Pre ei HRT HRT eiHRT HRT ei HRT

(n=15) (n=11) (n=11) p-arvo® p-arvo®  p-arvo®
Estradioli (pmol/l) 4455+ 302,8 33,3+274 1729+203,2 0,00 0,003 0,003
sFasL (pg/mol) 112,3 + 36,2 85,6 + 33,8 71,7+324 0,134 0,011 0,034
MMP-2 (ng/ml) 220,8+40,8 2293+50,4 204,7+265 0,640 0,265 0,088
MMP-3 (ng/ml) 12,3+£59 13,2+55 11,3+£4,0 0,646 0,838 0,182
MMP-7 (ng/ml) 30%0,6 3304 34+0,6 0,077 0,054 0,722

sFasL: seerumin Fas-ligandi, MMP: Soluvéliaineen metalloproteinaasi. Arvot: keskiarvo *
keskiarvon keskihajonta. Tilastollisesti merkitsevét arvot ovat lihavoitu. Kaytetyt testit ovat
merkattuina ylaviitteilld a ja b: Mann-Whitney U -testi on merkattu a:lla ja Wilcoxon
merkittyjen sijalukujen testi b:ll4.
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Kuva 7. sFasL-pitoisuuksien vaihtelu seerumissa pre- ja postmenopausaalisten naisten
ryhmissd. Premenopausaalisen ja HRT:a kayttdvien sisarien sekd HRT:a kayttadvien ja
kayttamattomien sisarten valilla oli tilastollisesti merkitsevd ero sFasL-pitoisuuksissa.
HRT:a k&yttamattomien sisarten sFasL-pitoisuuksien mediaani sijoittuu kahden muun
ryhman véliin, ja premenopausaalisen ryhmén arvot olivat mediaaniltaan korkeimmat. Kuva
esittdd tulokset box plot -kuvaajina, joissa keskilukuna on mediaani. Mediaanin lisaksi
kuvassa nékyvét kvartaalivédlit sekd suurin ja pienin arvo. Arvoista 1,5-3 Kkertaa
kvartaalivdlia suuremmat arvot ovat merkitty ympyroilld ja yli 3 kertaa kvartaalivélia
suuremmat arvot tahdilla.
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Kuva 8. MMP-2 -pitoisuuksien vaihtelu seerumissa pre- ja postmenopausaalisten
naisten ryhmissd. HRT:a kéyttdvien sisarten MMP-2 -pitoisuuksien hajonta on
huomattavasti pienempi kuin muilla ryhmilld. Tutkittujen ryhmien véliset erot eivat olleet
tilastollisesti merkitsevid. Kuva esittdd tulokset box plot -kuvaajina, joissa keskilukuna on
mediaani. Mediaanin lisédksi kuvassa ndkyvat kvartaalivalit sekd suurin ja pienin arvo.
Arvoista 1,5-3 kertaa kvartaalivdlid suuremmat arvot ovat merkitty ympyroilla ja yli 3
kertaa kvartaalivdlid suuremmat arvot tahdilla.
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Kuva 9. MMP-3 -pitoisuuksien vaihtelu seerumissa pre- ja postmenopausaalisten
naisten ryhmissd. HRT:a kédyttédvien sisarten MMP-3 -pitoisuuuksien hajonta on pienempi
kuin kahden muun ryhmén hajonnat. HRT:a kdyttamattdmien sisarten mediaani on hieman
korkeampi kuin muiden ryhmien, mutta erot eivat olleet eri ryhmien vélilld tilastollisesti
merkitsevid. Kuva esittdd tulokset box plot -kuvaajina, joissa keskilukuna on mediaani.
Mediaanin lisédksi kuvassa nédkyvat kvartaalivélit sekd suurin ja pienin arvo. Arvoista 1,5-3
kertaa kvartaalivédlid suuremmat arvot ovat merkitty ympyrdéilld ja yli 3 kertaa kvartaalivalia
suuremmat arvot tahdilla.
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Kuva 10. MMP-7 -pitoisuuksien vaihtelu seerumissa pre- ja postmenopausaalisten
naisten ryhmissd. Postmenopausaalisten ryhmien MMP-7 -pitoisuuksien mediaanit ovat
korkeammat kuin premenopausaalisen ryhmédn, mutta eri ryhmien vélilld ei kuitenkaan
havaittu tilastollisesti merkitsevid eroja. Kuva esittdd tulokset box plot -kuvaajina, joissa
keskilukuna on mediaani. Mediaanin lisdksi kuvassa ndkyvat kvartaalivalit sekd suurin ja
pienin arvo. Arvoista 1,5-3 kertaa kvartaalivdlid suuremmat arvot ovat merkitty ympyrdilla
ja yli 3 kertaa kvartaalivalid suuremmat arvot tdhdill.
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4.3 Estradioli-, MMP- seka FasL-pitoisuuksien ja kehonkoostumuksen
valiset yhteydet

Estradiolin, MMP-entsyymien ja sFasL:n véliset korrelaatiot pre- ja postmenopausaalisten
naisten ryhmissa muuttujien vélilla ovat esitettyina taulukossa 3. Taulukosta néhdaan, etta
MMP-3:n ja MMP-7:n valilla on premenopausaalisessa ryhmassa tilastollisesti merkitseva
yhteys (r=0,550 ja p=0,03). Muiden tutkittujen tekijoiden valiset korrelaatiot eivét olleet
tilastollisesti merkitsevia.

Taulukko 3. Seerumin estradioli-, MMP- ja FasL-pitoisuuksien valiset korrelaatiot
premenopausaalisten naisten (Pre) ja postmenopausaalisten identtisten kaksossisarparien
ryhmissd. Postmenopausaalisista kaksossisarista toinen sisar kdaytti HRT:a (HRT) ja toinen
sisar ei kayttanyt (ei HRT).

Pre HRT ei HRT
(n=15) (n=11) (n=11)
r-arvo p-arvo r-arvo p-arvo ‘ r-arvo p-arvo
Estradioli sFasL 0,125 0,657 0,118 0,73 0,223 0,509
MMP-2 -0,118 0,676 0,400 0,22 0,301 0,369
MMP-3 -0,375 0,168 -0,264 0,43 0,178 0,601
MMP-7 -0,154 0,585 -0,264 0,43 0,310 0,354
sFasL MMP-2 -0,182 0,52 0,473 0,14 0,273 0,42
MMP-3 -0,036 0,90 -0,136 0,69 0,355 0,29
MMP-7 0,182 0,52 -0,227 0,50 0,336 0,31
MMP-2 MMP-3 0,357 0,19 0,382 0,25 0,509 0,11
MMP-7 0,114 0,69 0,164 0,63 0,018 0,96
MMP-3 MMP-7 0,550 0,03 0,045 0,89 0,373 0,26

sFasL: seerumin Fas-ligandi, MMP: Soluvdliaineen metalloproteinaasi. Taulukon r- ja p-
arvot ovat laskettu ei-parametrisellda Spearmanin korrelaatiotestilla. Tilastollisesti
merkitsevdt arvot ovat lihavoitu.
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Pre- ja postmenopausaalisten ryhmien antropometristen ominaisuuksien yhteys seerumista
madritettyjen molekyylien pitoisuuksiin ndkyy taulukossa 4. LBM:n ja MMP-2 -
molekyylien vélilld on premenopausaalisessa ryhmassa tilastollisesti merkitseva

negatiivinen korrelaatio (r=-0,550 ja p=0,03).

Taulukko 4. Kehon rasvattoman massan (LBM), rasvan prosentuaalisen osuuden (rasva %),
seerumin MMP-2, -3 ja -7 -entsyymien sekd FasL-pitoisuuksien vdliset korrelaatiot
premenopausaalisten naisten (Pre) ja postmenopausaalisten identtisten kaksossisarparien
ryhmissd. Postmenopausaalisista kaksossisarista toinen sisar kdytti HRT:a (HRT) ja toinen
sisar ei kayttanyt (ei HRT).

Pre HRT ei HRT
(n=15) (n=11) (n=11)
r-arvo p-arvo ‘ r-arvo p-arvo r-arvo p-arvo
LBM FasL 0,493 0,06 0,118 0,73 -0,100 0,77
MMP-2 -0,550 0,03 0,255 0,45 0,164 0,63
MMP-3 -0,136 0,63 0,091 0,79 -0,073 0,83
MMP-7 -0,125 0,66 0,373 0,26 0,464 0,15
Rasva % FasL 0,475 0,07 -0,491 0,13 -0,473 0,14
MMP-2 -0,500 0,06 -0,364 0,27 0,255 0,45
MMP-3 -0,011 0,97 -0,509 0,11 -0,355 0,28
MMP-7 0,232 0,41 -0,055 0,87 -0,236 0,48

FasL: Fas-ligandi, MMP: Soluvéliaineen metalloproteinaasi. Taulukon r- ja p-arvot on
laskettu ei-parametrisella Spearmanin korrelaatiokertoimella. Tilastollisesti merkitsevét
arvot ovat lihavoitu.
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5. Tulosten tarkastelu

Tassd tutkimuksessa madritettiin systeemisten MMP-2, -3, -7 -entsyymien ja FasL:n -
pitoisuudet, ja selvitettiin nédiden yhteyttd kehonkoostumukseen premenopausaalisten
naisten ja postmenopausaalisten identtisten kaksossisarten ryhmissa. Postmenopausaalisten
kaksossisarten ryhmdasséd sisaret olivat estrogeenia siséltdvan HRT:n  suhteen
diskordantteja. Merkittavin tulos oli MMP-2 -entsyymin ja LBM:n valinen positiivinen
korrelaatio, mika viittaa MMP-2:n ja rasva- ja lihaskudosten maarén véliseen yhteyteen.
Postmenopausaalisen HRT:a kayttavdn ryhman suurempi seerumin estradiolin pitoisuus ei
ollut yhteydessa tutkittuinin MMP-2, -3 ja -7 -entsyymien kokonaismé&ariin verenkierrossa.
HRT:a kayttdvien kaksossisarten LBM-arvo oli kuitenkin suurempi ja rasvaprosentti
pienempi kuin HRT:a kayttaméattdmien sisarten. Rasvaprosentin ero oli ndisséd ryhmissa

tilastollisesti merkitseva.

Koska tdssa tyossd kaytetylla gelatiinizymografialla ei onnistuttu maarittdmaén
tutkimuksen kohteina olleiden MMP-entsyymien aktiivisten muotojen maaraa
verenkierrossa, tutkimustulosten tarkastelu on kohdennettu vain entsyymien
kokonaismaariin, miké selkeasti rajoittaa alkuperaisiin tutkimuskysymyksiin vastaamisen
mahdollisuutta. Zymografia-menetelman laajempi optimoiminen ei ollut mahdollista tdman

pro gradu -tyon puitteissa.

5.1 Systeemisten MMP-2, -3 ja -7 -entsyymien kokonaisméaarat ovat
samalla tasolla 30-40 ja 54-62 -vuotiailla naisilla.

Tutkittujen MMP-2, -3 ja -7 -entsyymien kokonaispitoisuuksissa ei havaittu tilastollisesti
merkitsevid eroja premenopausaalisten 30-40 -vuotiaiden ja vaihdevuosi-idn ohittaneiden
54-62 -vuotiaiden hormonikorvaushoitoa kayttdmattomien naisten vélilla. Taman
tutkimusasetelman perusteella naisten ik& ei ole suoraan yhteydessa tassé tydssa mitattujen

MMP-entsyymien kokonaisméariin verenkierrossa.

Pre- ja postmenopausaalisten ryhmien MMP-entsyymien pitoisuudet olivat
keskimadréisesti samaa tasoa, mutta premenopausaalisessa ryhmdssd systeemisen
MMP-3:n havaittiin korreloivan positiivisesti MMP-7:n kanssa. MMP-7 -entsyymeille on

ominaista muiden MMP-entsyymien pilkkominen pro-muodosta aktiiviseen muotoon,
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mika todennékoisesti selittdd tdssa tapauksessa positiivisen korrelaation. Naisilla MMP-3 -
entsyymié esiintyy kohdun limakalvon strooman alueella ja MMP-7 -entsyymia sen
epiteelikudoksessa. MMP-3 ja MMP-7 ovat osa kohdun limakalvon saatelya: ne
osallistuvat limakalvon pilkkomiseen kuukautiskierron alussa, minka jalkeen Kkierron
ensimmaisind péivinad niiden pitoisuus on korkeimmillaan (Rodgers ym., 1994). Tamén
hetkisen tutkimustiedon vahaisyyden takia avoimeksi kysymykseksi kuitenkin jad, ovatko
systeemiset pitoisuudet yhteydessa kohdun paikallisiin pitoisuuksiin, vai onko ndiden

MMP-entsyymien valinen korrelaatio riippuvainen muista tekijoista.

Postmenopausaalisten HRT:a kayttaméattomien naisten ryhméssa MMP-3 ja -7 -entsyymien
pitoisuudet eivat korreloineet toistensa kanssa, mikd voi johtua muun muassa
ikaantymiseen liittyvista hormonaalisista muutoksista. Ikaantyessa naisilla ilmenee
hormonitasojen muutosten lisdksi muitakin tyypillisia tunnusmerkkejd; muun muassa
paikallisista solu- ja kudostason muutoksista, mutta niiden esiintyvyys on yksilokohtaista.
Tallaisia tunnusmerkkeja ovat esimerkiksi ihon rakenteelliset muutokset (Varani ym.,
2006), sydamen toiminnan muutokset ja mahdolliset infarktit (ks. yleiskatsaus Thompson
ja Squire, 2002), ja joissakin tapauksissa muutokset munuaisissa, kuten jaykistyminen ja
fibroosi (Slusarz ym., 2005). Na&issad tunnusmerkeissa MMP-entsyymien toiminnan on
esitetty olevan oleellisessa osassa (Varani ym., 2006; ks. yleiskatsaus Thompson ja Squire,
2002; Slusarz ym., 2005). Esitettyjen tunnusmerkkien mekanismit sekd niihin liittyvéat
MMP-entsyymien paikallisten ja systeemisten pitoisuuksien erot nayttdvat olevan
kudoskohtaisia, eikd MMP-entsyymien tarkempaa yhteyttd ikdantymiseen ja vaihdevuosiin

tunneta.

5.2 HRT:n kayttd ei ole yhteydessd systeemisiin MMP-2, -3 tai -7 -
entsyymien kokonaisméériin postmenopausaalisilla naisilla

Verenkierrosta mitattujen MMP-2, -3 ja -7 -entsyymien kokonaispitoisuuksien erot eivat
olleet tilastollisesti merkitsevid estrogeenia sisaltdvdd HRT:a kayttdvien ja HRT:a
kayttaméattomien identtisten kaksossiskojen valill4. Estradiolin, joka on téssa tutkimuksessa
tutkittavien kayttdmén HRT:n padkomponentti, on todettu osteoblasteissa, in vitro,
stimuloivan MMP-3:n muodostumista estrogeenireseptori o:n signaloinnin vélityksell.

Seerumin estradioli-pitoisuudet olivat odotetusti merkitsevasti suuremmat HRT:a
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kayttavilla sisarilla, mutta tassa tutkimuksessa estradiolin osuus MMP-3:n stimuloinnissa

on voinut olla paikallinen tai se ei ole ollut riittdvd muihin vaikuttaviin tekijoihin ndhden.

Hormonikorvaushoidolla  pyritdédn ~ kompensoimaan  vaihdevuosien  yhteydessa
pienentyneen estradiolin ja progesteronin pitoisuuksia, mutta ndiden molekyylien tarkkoja
vaikutusmekanismeja elimistossa ei kaikilta osin tunneta. Tutkittujen MMP-entsyymien
(-2, -3 ja -7) systeemiset pitoisuudet eivat eronneet HRT:a kayttévien ja ei-kayttavien
siskojen valilla, vaikka MMP-entsyymien kohdemolekyylin, FasL:n, pitoisuuksissa oli

merkitseva ero.

5.3 Systeemisten MMP-3 ja MMP-7 -entsyymien pitoisuudet eivét olleet
yhteydessé liukoisen Fas-ligandin pitoisuuteen

Premenopausaalisessa ja HRT:a kayttdvien sisarten ryhmdassad systeemisen FasL:n
pitoisuuksien erot korreloivat ryhmien valilld merkitsevasti. MMP-3 ja MMP-7 ovat
tunnetusti entsyymejd, jotka pilkkovat FasL:n liukoiseen muotoon. Naistd MMP-
entsyymeistda MMP-7 on pilkkomisessa tehokkaampi (Vargo-Gogola ym., 2002). Taman
tutkimuksen tuloksissa MMP-3 tai MMP-7 ja sFasL eivédt kuitenkaan korreloineet

keskenaan.

Sitoutuneen FasL:n pilkkominen solujen pinnalta korostaa MMP-entsyymien osuutta
erilaisten yksittdisten solujen ja kudosten saatelymekanismeissa paikallisesti, ja toisaalta
sFasL:n kautta systeemisesti. Estrogeenin on havaittu olevan yhteydessd muun muassa
lihaksiston koon ja suorituskyvyn saatelyyn (Sipild ym., 2001; Ronkainen ym., 2009), ja
estradiolin systeemiselld pitoisuudella olevan yhteys systeemisen FasL:n pitoisuuden
kanssa (Kangas ym., 2014). Liukoinen sFasL aktivoi apoptoosia reseptoriin sitoutuneen
FasL:n tavoin, mutta huomattavasti hitaammin. Vapautetun sFasL:n on kuitenkin todettu
aktivoivan apoptoosia suurina pitoisuuksina, mutta my6s inhiboivan sitd kilpailemalla
apoptoosia tehokkaammin indusoivan FasL:n kanssa (Schneider ym., 1998). Tietyissa
solutyypeissa sFasL osallistuu apoptoosin aktivoinnin sijasta vaikuttavana komponenttina
solujen immunologiseen sd&telyyn. Vaihtoehtoisena toimintana sFasL:n on havaittu
toimivan kemotaktisena tekijand muun muassa neutrofiileilla (Seino ym., 1998) ja

indusoivan T-solujen nopeaa proliferaatiota (Alderson ym., 1993). Vaikka MMP-3 ja
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MMP-7 tunnetusti pilkkovat FasL:n liukoiseen muotoon, ei tassé tutkimusasetelmassa
saatu viitteitad tutkittujen MMP-entsyymien pitoisuuden ja FasL:n madran yhteydesta

systeemisessa kierrossa.

5.4 Systeemisten FasL:n ja MMP-entsyymien yhteys kehon-
koostumukseen

Premenopausaalisilla naisilla LBM oli yhteydessa systeemisen MMP-2 -entsyymin
maarédédn. MMP-2 ja LBM Korreloivat negatiivisesti, toisin sanoen matala seerumin MMP-2
on yhteydessd suurempaan rasvattomaan kehon painoon. Postmenopausaalisten naisten
ryhmissda MMP-2 -entsyymin yhteyttd kehonkoostumukseen ei havaittu. HRT:a kayttéavilla
postmenopausaalisilla naisilla on kuitenkin todettu olevan pienempi BMI-arvo kuin heidén

HRT:a kayttamattomilla identtisilla kaksossisarillaan.

Kosmala ym. (2007) on tutkinut MMP-2:n systeemisen pitoisuuden yhteytta
kehonkoostumukseen kahdessa eri fertiili-ikdisten naisten ryhméssd. Toinen néista
ryhmistd koostui normaalipainoisiksi (BMI 17,6-21,5) ja toinen lihaviksi luokitelluista
(BMI >30) naisista. Tutkimus osoitti, ettd plasman MMP-2 korreloi negatiivisesti BMI:n
kanssa, minkd mukaan rasvakudoksen maaran lisdantyminen olisi yhteydesséd plasman
MMP-2:n pitoisuuteen. Kosmala ym. (2007) tutkimuksessa tutkittiin myds TIMP-1:n ja
MMP-9 -entsyymin toimintaa. TIMP-1:n on osoitettu toimivan MMP-2:n inhibiittorina
sitomalla MMP-2:n pro- tai aktiivisen muodon inaktiiviseen muotoon. Tutkimuksessa
plasman MMP-9:n ja TIMP-1:n pitoisuudet suurenivat MMP-2:n pitoisuuden pienentyessa.
MMP-2 ja MMP-9 ovat muun muassa gelatiinia (denaturoitu kollageeni) ja tyypin IV
kollageenia pilkkovia entsyymeja. Kosmalan ym. (2007) esittivat, etta MMP-2, MMP-9 ja
TIMP-1 toimivat rasva- ja lihassoluja ympdardivan tyvikalvon rakenteen ja/tai
koostumuksen saatelyssdé. MMP-2:n madran vahenemisen arvioitiin avustavan ECM-
rakenteen lisd&dmistd, joka tdssé tapauksessa oli yhteydessa rasvakudoksen mééraan
saatelyyn. Toinen samankaltainen tulos saatiin eldinkokeissa Skittonen ym. (2008)
tutkimuksessa, jossa hiirten lihasmassaa kasvatettiin aktiivisella voimaharjoittelulla.
Tutkimuksessa havaittiin  MMP-2:n pitoisuuden korreloivan negatiivisesti suhteessa
lihasmassan kasvuun. My0ds Lijnen (2011) tutkimuksen el&inkokeissa havaittiin, ettd

korkearasvaisella ruokavaliolla MMP-2 -poistogeenisilld hiirilla MMP-2:den puuttuminen
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heikentdd rasvakudoksen kehittymistd villityyppisiin  kontrollihiiriin  verrattuna.
Tutkimuksen perusteella MMP-2 on mahdollisesti yksi tekijd, joka vaikuttaa kehon

pienempdaan rasvan ja suurempaan lihasmassan maaraan.

MMP-2 -entsyymien pitoisuudet elimistossa vaihtelevat erilaisten tekijoiden mukaan.
Aikaisemmissa tutkimuksissa tallaiseksi tekijdksi on havaittu muun muassa erdat
sytokiinit. Tyypillinen rasvakudoksen saatelyyn yhdistetty sytokiini on leptiini, mika
vahentdd nalantunnetta stimuloimalla hypotalamuksen hermosolujen néléntunteeseen
vaikuttavaa signalointia (Zhang ym., 1994). Leptiinin on todettu stimuloivan MMP-2 -
entsyymien muodostumista (Park ym., 2001). Bouloumién ym. (2001) tutkimuksessa
MMP-2:n  havaittiin  indusoivan  mesenkymaalisten  kantasolujen erilaistumista
adiposyyteiksi in vitro. Leptiinin tavoin my0s estrogeeni vaikuttaa nalantunteeseen sité
vahentadvana tekijand (ks. yleiskatsaus Gao ja Horvath, 2008). MMP-2 -entsyymin
pitoisuus seerumissa laskee rasvakudoksen maérdn kasvaessa elimistossd, minka pitaisi
vahentdd mesenkymaalisten kantasolujen erilaistumista adiposyyteiksi (Mannello ym.,

2006) systeemisen signaloinnin valityksella.

Systeemisten MMP-entsyymien sadtelymekanismi ei kuitenkaan ole yksiselitteinen. MMP-
entsyymeja esiintyy systeemisen kierron lisdksi kudoksissa paikallisesti tuotettuina.
MMP-2 -entsyymien paikallisen tuotannon osalta Guérinin ym. (1995) -tutkimuksessa
lihaksiston satelliittisolujen havaittiin tuottavan jatkuvasti MMP-2 -entsyymié in vitro.
Taman arveltiin olevan yhteydessa myogeneesiin liittyvadén tyvikalvon séatelyyn
lihaskudoksen kasvun yhteydessd. Samankaltainen tulos saatiin rasvakudoksen
adiposyyteistd: Bouloumién ym. (2001) tutkimuksessa havaittiin in vitro -kokeissa
adiposyyttien tuottavan MMP-2 ja MMP-9 -entsyymeja. Paikallisesti tuotettujen ja
systeemisen kierron MMP-2 ja MMP-9 -entsyymien yhteydestd ja toiminnasta rasva- ja
lihaskudosten séatelyssd on vain véhan tutkimustietoa, joten ndiden MMP-entsyymien

toiminnan ymmartdminen vaatii kattavampaa tutkimusta.
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5.5 Yhteenveto

MMP-entsyymeja on tutkittu monesta eri nékOkulmasta eri kudoksissa ja erilaisissa
tehtdvissd. Taman ja aikaisempien tutkimusten (Skittone ym., 2008; Kosmala ym., 2007)
tulosten perusteella systeemisen MMP-2 -entsyymin pitoisuus pienenee elimistén
lihasmassan mé&&rdn kasvaessa, ja puolestaan rasvakudoksen mé&&ran suurentuessa
MMP-2:n pitoisuus suurenee. Rasvakudoksen séatelyn osalta tulosta tukevat my6s muut
tekijat, kuten leptiini, jonka on havaittu osallistuvan MMP-2 -entsyymin saatelyyn (Park
ym., 2001). Huomattavan ylipainon yhteydessa kysymykseen kuitenkin tulee paikallinen
séately, eli adiposyyttien tuottamat MMP-2 -entsyymit, ja niiden vaikutus
kehonkoostumuksen s&atelyyn seerumin MMP-2 -pitoisuuden véhentyessa. SAWEs-
tutkimuksessa lihassolujen estrogeenituotannon paikallisissa pitoisuuksissa ei ole havaittu
eroa postmenopausaalisten HRT:a kayttavien ja HRT:a kayttaméattdmien identtisten
kaksossisarten valilla (P6llanen ym., 2015). Toisaalta MMP-2 -entsyymien systeemisissa
pitoisuuksissa ei myosk&an havaittu eroja pre- tai postmenopausaalisissa ryhmissg, joten
rasva- ja lihaskudoksen MMP-2 -entsyymien toiminnan séétely vaatii liséé tutkimusta.

Satelliittisoluissa paikallisesti tuotetun MMP-2 -entsyymin rooli premenopausaalisessa
ryhméssa on todennékoisesti yhteydessé lihaskudoksen kasvun séatelyyn, mink& liséksi
systeemisen pitoisuuden pieneneminen liittyy rasvasolujen véhentyvaéan erilaistumiseen.
Samoja tuloksia ei havaittu postmenopausaalisissa ryhmissa, joten vaihdevuosien
hormonaaliset muutokset, ja téssa tapauksessa todennakoisesti estrogeenin vahentynyt
systeeminen vaikutus, on yhteydessa lihaksiston heikkenemiseen ja mahdollisesti

vanhuuteen liittyvaan lihaksiston rasvoittumiseen.

MMP-2, -3 -7 -entsyymien pitoisuudet olivat samalla tasolla premenopausaalisella ja
postmenopausaalisilla ryhmilld, eikd ik&ryhmien valilla ollut eroa tutkittujen MMP-
entsyymien pitoisuuksissa. Ndiden molekyylien pitoisuuksien mediaaneissa oli kuitenkin
hieman eroa, joten pitoisuudet olisi hyva testata vield isommassa otoskoossa. MMP-3:n ja -
7:n on todettu olevan yhteydessa FasL:n pilkkomiseen liukoiseen muotoon, mutta tassa
tutkimuksessa ndiden entsyymien systeemiset pitoisuudet eivat korreloineet. Systeemisen
sFasL:n osuus apoptoosissa ja vaihtoehtoisessa aktivoinnissa sek& néiden saatelyssa vaatii

viela lisaa tutkimusta.
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MMP-entsyymien ja niiden inhibiittoreiden sadtelyn mekanismeja tunnetaan toistaiseksi
hyvin vahan. MMP-entsyymien sdatelyn mekanismeja tutkitaan suurimmalta osin
syopatutkimuksessa, missé MMP-entsyymien on havaittu olevan merkittavéssa roolissa
syopakudoksen kasvussa, kudosten l&pdisevyydessa ja metastaasien levidmisessa. MMP-
entsyymeja on myos tutkittu osana angiogeneesid, syddmen toimintaa ja ihon sairauksia,
mutta tdman hetkisen tiedon vahyyden vuoksi niiden tarkempi toiminta ja toiminnan

séately ovat vield osittain selittamatta.
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Liitteet

Liite 1.

Taulukko 5. Painoindeksin (BMI) luokittelu (V&limdaki ym., 2009).

BMI (kg/m?) Luokittelu
18.5-24.9 Normaali paino
>25 Ylipaino
25.0-29.9 Lieva lihavuus
30.0-34.9 Merkittava lihavuus
35.0-39.9 Vaikea lihavuus
40 tai enemmaén Sairaalloinen lihavuus

Liite 2.

Taulukko 6. Taulukossa on esitettynd tutkimuksessa kaytetyt ELISA-kitit, niiden
maadritysalueet ja kdytettyjen seerumindytteiden laimennussuhteet.

Maaritysalue

ELISA-kitti Naytelaimennos
(ng/ml)

Total MMP-2 Quantikine ELISA Kit 0,5-32 1:20

(R&D Systems)

Human Total MMP-3 Quantikine ELISA Kit 0,156 - 10 1:10

(R&D Systems)

Human Total MMP-7 Quantikine ELISA Kit 0,156 - 10 1:2

(R&D Systems)




