APOLIPOPROTEIINI AL ILMENTYMINEN JA OKSIDATIIVISEEN
FOSFORYLAATIOON OSALLISTUVAT PROTEIINIKOMPLEKSIT

Seerumi- ja lihaskudosanalyysit kaksosilla

Marianne Montonen

Liikuntal&dé@ketieteen pro gradu — tutkielma
Terveystieteiden laitos

Jyvéskylén yliopisto

Kevat 2016



THVISTELMA
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HDL-partikkelien merkitys rasva- ja kolesteroliyhdisteiden kuljettajana on tunnettu jo
pitk&dan, mutta viimeaikaiset tutkimustulokset ovat antaneet viitteitd niiden monenlaisista
muista tehtavista elimistossa. Esimerkiksi HDL-partikkelien pééproteiinin, apolipoproteiini
Al:in (ApoAl), on arveltu liittyvan luurankolihassolujen toimintaan ja esiintyvdn myos
muissa kudoksissa, kuin maksassa tai seerumissa. Tassé tutkielmassa tarkasteltiin ApoAl-
proteiinin  sek& oksidatiiviseen fosforylaatioon osallistuvien proteiinien ilmentymista
luurankolihaskudoksessa fyysiseltd aktiivisuudelta eroavilla kaksosilla. Lisaksi tutkittiin,
onko seerumin ApoAl-pitoisuudella yhteyttd luurankolihasten soluhengitykseen osallistuviin
proteiineihin.

TyOssd kaytettiin  Jyvaskyldn yliopiston TwinActive (2007) - tutkimukseen Kkerattya
kaksosaineistoa (n=20; aktiivisia=10 ja inaktiivisia=10) seka lihasnaytteista analysoituja DNA
geenisirutuloksia, proteiinien geenien ilmentymisen tarkasteluun. Liséksi vuosina 2014 —
2016 jaljella olevista lihasnaytteistd (n=13) tehtiin tatd tutkielmaa varten erillisia analyyseja
kvantitatiivista polymeraasiketjureaktiota sekd Western blot - menetelméda hyddyntéen.
Tulosten tilastollinen analysointi toteutettiin IBM SPSS 22 - ohjelmistolla.

Kaksosparien vapaa-ajan liikunnallinen aktiivisuus erosi 30 vuoden ajan keskimaarin 9 MET
tuntia/pdivd  (p<0,05). Mann Whitney U-testilld arvioituna, seerumin ApoAl- ja
ApoAl/ApoB-suhteessa ei havaittu eroja ryhmien valilla. Sen sijaan ApoAl-geeni ilmentyi
kaksosten lihasndytteissé mRNA-tasolla, mutta ei eronnut tilastollisesti merkitsevasti ryhmien
vélilla. Niin ikdan ApoAl- ja HDL- partikkelien toimintaan liittyvien reseptorien (ABCA,
ABCG;j, SR-B; HNFa/y) ja entsyymien geenejé (LCAT, CETP, PLPT, HL, PONj ,3) ilmentyi
kaksosten lihasnaytteissa mMRNA-tasolla.

Western blot - maarityksissa oksidatiiviseen fosforylaatioon liittyvien proteiinien tasoissa ei
havaittu eroja ryhmien valilla (n=13). Menetelma arvioi kuitenkin ainoastaan yhden proteiinin
ilmentymistd kussakin kompleksissa. Sen sijaan DNA geenisiruanalyysin perusteella 17
geenin ilmeneminen erosi tilastollisesti merkitsevisti (p<0,05) ryhmien vélilla (n=20).
Aktiivisilla kaksosilla geenien ilmentyminen néytti olevan tehokkaampaa etenkin kompleksin
1 proteiineissa kuin inaktiivisilla kaksosilla. Seerumin ApoAl- muuttujilla ei ollut yhteytta
luurankolihaskudoksen proteiinimé&arityksiin (n=13).

Tutkielma osoitti, ettd ApoAl-geenid sekd ApoAl- ja HDL-partikkelien toimintaan liittyvien
reseptorien ja entsyymien geeneja ilmentyi luurankolihaskudoksissa ihmisilla. ApoAl
ilmentymisen taso oli kuitenkin vahdistd verrattuna muiden tdssa tyossa tutkittujen geenien
ilmentymisen tasoihin. Niin ikddn ApoAl ilmentyminen proteiinitasolla sekd toiminta
luurankolihaksissa ihmisilla jdivat ratkaisematta. Fyysisen aktiivisuuden erot nayttivat
vaikuttavan luurankolihasten oksidatiiviseen fosforylaatioon osallistuvien proteiinien
ilmentymiseen mRNA-tasolla, samasta perimastd huolimatta. Fyysisell4 aktiivisuudella
saattaa olla positiivisia vaikutuksia esimerkiksi ikddntymisen mukanaan tuomiin muutoksiin
mitokondrioiden proteiinikompleksien rakenteissa. Tassé tydssa tehdyt havainnot kaipaavat
tarkennusta esimerkiksi solujen toiminnallisia mittauksia hyddyntamall.

Asiasanat: apolipoproteiini Al, oksidatiivinen fosforylaatio, fyysinen aktiivisuus



ABSTRACT

Montonen, M. 2016. Apolipoprotein Al gene expression and the protein complexes involved
in oxidative phosphorylation: serum and muscle analyses in twin pairs. Department of Health
Sciences, University of Jyviskyld, Master’s Thesis of Sport and Exercise Medicine, 54 pp, 2
appendices.

The importance of HDL particles as the key components of the reverse cholesterol transport is
well known. However recent studies have shown several other functions of HDL particles.
For instance apolipoprotein Al (ApoAl), the main protein of HDL particle has been
associated with the components of skeletal muscle. Additionally ApoAl have been shown to
exist in other tissues than liver, or serum. The aim of this study was to investigate the gene
expression of ApoAl in human skeletal muscle. Furthermore the additional purpose of this
study was to examine the expression of proteins involved in oxidative phosphorylation, and
their association with serum ApoALl in twin pairs discordant for leisure time physical activity.

The research data of TwinActive study (n=20; active=10 and inactive=10) which was
conducted in the University of Jyvaskyld in 2007 were utilized in the present study. The
participants volunteered to give muscle samples in 2007. DNA microarray results (n=20)
which had been carried out in 2008 of these samples were utilized in this study. Additionally
separate analyses of the remaining muscle samples (n=13) were carried out with quantitative
polymerase chain reaction and Western blot methods. The statistical analysis was carried out
utilizing IBM SPSS 22 - software.

Twin pairs had been discordant for physical activity on average 9 MET hours/day (p<0,05)
over 30 years. There were no difference between the groups in serum ApoAl and
ApoAl/ApoB ratio evaluated by Mann Whitney U - test. However ApoAl gene was
expressed in skeletal muscle samples of all participants at the mRNA level. The expression
did not differ significantly between the groups. Additionally specific ApoAl and HDL
receptors (ABCA;, ABCG;, SR-B;, HNFa/y) and enzymes (LCAT, CETP, PLPT, HL,
PON; »3) were expressed in skeletal muscles.

Western blot method did not reveal differences in the proteins of oxidative phosphorylation
between the groups (n=13). However the method analysed only one protein of each complex.
In contrast DNA microarray analysis showed that expression of 17 genes differed
significantly between the groups (n=20). Especially genes coding the proteins of complex 1
appeared to be upregulated in the physically active twins (n=10). Serum ApoAl variables
were not associated with proteins of oxidative phosphorylation (n=13).

This study showed that the ApoAl gene and genes involved in ApoAl and HDL particles
were expressed in human skeletal muscle. However the gene expression level of ApoAl was
low compared to the expression of other genes examined in this study. ApoAl expression at
the protein level as well as function in skeletal muscle in humans remained unresolved.
Discordance in physical activity affected the expression of proteins involved in oxidative
phosphorylation despite the identical or mainly identical genetic factors. Physical activity may
have positive effects to the structures of protein complexes and it may delay age-dependent
alterations in oxidative phosphorylation. The results of this study can be clarified for example
utilizing the functional measurements of the skeletal muscle cells.

Key words: apolipoprotein A1, oxidative phosphorylation, physical activity
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1 JOHDANTO

Vuonna 2015 maailman terveysjarjestd arvioi sydan- ja verenkiertoelimiston sairauksien
olevan merkittavin kuolinsyy koko maailmassa (World Health Organization 2015).
Saannollisen fyysisen aktiivisuuden ja aerobisen liikunnan on todettu alentavan ndiden
sairauksien sek& kuolleisuuden riskia (Kujala 2006) ja vahaisen fyysisen aktiivisuuden
puolestaan lisddvan hairidita elimiston aineenvaihdunnassa (Booth ym. 2012; Konopka &
Haber 2014). Fyysisen aktiivisuuden ohella korkean seerumin HDL-pitoisuuden (high density
lipoprotein) on havaittu suojaavan véestoa sydan- ja verenkiertoelimiston sairauksilta sek&

liittyvan korkeampaan elinajanodotteeseen (Rivanto & Landmesser 2013; Subedi ym. 2014).

HDL-partikkelien merkitys rasva- ja kolesteroliyhdisteiden kuljettajana on tunnettu jo pitké&an,
mutta viimeaikaiset tutkimustulokset ovat antaneet viitteitd niiden monenlaisista muista
tehtavisté elimistossa (Gordon ym. 2011; Mineo & Shaul 2013; Rye ym. 2016). Muun muassa
HDL-partikkelien péaaproteiinin, apolipoproteiini Al:n (ApoAl), on arveltu liittyvan
luurankolihasten energia-aineenvaihduntaan (Drew ym. 2009; Lehti ym. 2013) ja esiintyvén
my06s muissa kudoksissa, kuin maksassa tai seerumissa (Zhang ym. 2011). Vaikka havaintoja
ApoAl:n yhteydesta luurankolihaskudosten toimintaan on esitetty (Gets & Reardon 2010;
Lehti ym. 2013), nayttd naiden tekijoiden vélilld kaipaa tarkennusta. Esimerkiksi ApoAl:n
ilmentyminen luurankolihaskudoksissa ihmisilla on jaanyt selventymaéttd. Toisaalta se, miten
fyysinen aktiivisuus tai sen vastakohta vahainen fyysinen aktiivisuus vaikuttavat seerumin
ApoAl-pitoisuuteen  tai  oksidatiiviseen  fosforylaatioon  osallistuvien  proteiinien

ilmentymiseen samasta perimasta huolimatta, ovat kaivanneet tarkennusta.

Taman tyon tarkoituksena oli tutkia ApoAl-geenin ilmentymistd luurankolihaskudoksissa
sekd yhteyttd oksidatiivisen fosforylaatioon liittyviin proteiineihin vapaa-ajan fyysiselta
aktiivisuudelta eroavilla kaksosilla. Aineistona kaytettiin Jyvaskylan yliopiston TwinActive
(2007) - tutkimukseen osallistuneilta kaksospareilta (n=20) keréttya aineistoa seka tutkielmaa
varten tehtyjen lihaskudosnédyteanalyysien (n=13) tuloksia. Kiitdn liikuntaldéketieteen
professori Urho Kujalaa (Jyvéskylén yliopisto) aineiston luovuttamisesta tdman tutkielman
kayttoon. Suuri Kiitos tyoni asiantuntevasta, inspiroivasta ja luottamuksellisesta ohjaamisesta

kuuluu tutkija Maarit Lehdelle (Liikunnan ja kansanterveyden edistamisséatio, LIKES).



2 LUURANKOLIHASTEN MITOKONDRIOT

Luurankolihassolut ovat keskeisessé roolissa elimiston metabolian sdatelyssa vaikuttaen muun
muassa elimiston glukoosi- ja rasva-aineenvaihduntaan (Egan & Zierath 2013). Solut voidaan
erotella hitaiden, happea kayttavien (tyyppi 1) sekd nopeiden, glykolyyttisten (tyyppi lla, b ja
X) solujen p&éluokkiin (Picard ym. 2012). Lihaskudoksen energiantuotto-organellit,
mitokondriot, sijaitsevat solukalvojen alla tai solujen siséosissa (Hoppeler & Flick 2003). Ne
muokkautuvat metabolisten muutosten sekd erindisten saatelytekijoiden vaikutuksesta

esimerkiksi kasvaen, fuusioituen yhteen tai jakautuen erilleen (Alberts ym. 2008, 815).

Mitokondrioiden proteiinit luovat hienostuneen jarjestelmén energiamolekyylien, kuten
hiilihydraattien ja lipidien pilkkomiseen. Muuntaessaan nadiden yhdisteiden sisaltaméaa
energiaa solun kayttéon, mitokondriot hyoddyntavat soluille kuljetettuja happimolekyyleja
(Duchen 2004). Néihin prosesseihin liittyvien sekd mitokondrioiden sisékalvolla sijaitsevien

proteiinien toimintaa kutsutaan elektroninsiirtoketjuksi (Alberts ym. 2008, 817).

2.1 Elektroninsiirtoketju

Elektroninsiirtoketjun proteiinikompleksit 1-4 (NADH dehydrogenaasi-ubikinoni, sukkinaatti
dehydrogenaasi, ubikinoni-sytokromi c¢ reduktaasi ja sytokromi c¢ oksidaasi) koostuvat
kymmenistad alayksikdistd, joita syntesoidaan joko lihassolun tai sen mitokondrioiden
geneettisesta materiaalista. Kompleksi 1 on suurin ja mutaatiot sen alayksikdiden geeneissa
johtavat vakaviin, mutta toisaalta harvinaisiin sairauksiin (Mimaki ym. 2012). Kompleksit 1,
3 ja 4 osallistuvat elektronien siirtamisen liséksi vetyionien kuljettamiseen mitokondrioiden
sisdltd ulkopuolelle (Chan 2006) ja kompleksi 2 toimii osana sitruunahappokiertoa (Sun ym.
2005). Kompleksien valilla liikkuvat ubikinoni Q ja sytokromi ¢ toimivat elektroninsiirtajina
(Molyneux ym. 2008; Lenaz & Genova 2009) (Kuvio 1).

Kompleksi 1 Kompleksi 2 Kompleksi 3 Kompleksi 4 Kompleksi 5

KUVIO 1. Kompleksit 1-5 vasemmalta oikealle (Brockington ym. 2010).
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Véhdisen fyysisen aktiivisuuden, ikaantymisen ja metabolisten sairauksien on havaittu
vaikuttavan muun muassa elektroninsiirtoketjun proteiinien geenien ilmentymisen
vahentymiseen (Chanséaume & Morio 2009). Taméa nayttdisi olevan yhteydessa edelleen
luurankolihasten rasva- ja sokeriaineenvaihdunnan hairidihin (Zierath ym. 2005, 168; Thrush
ym. 2013). Epailtavaksi on kuitenkin jaanyt se, ovatko kompleksien tai niiden alayksikoiden
rakenteiden ja toimintojen hairiot syy vai seuraus metabolisten héiri6tilojen kehittymiseen
(Boushel ym. 2007; Hirst 2013).

2.2 Oksidatiivinen fosforylaatio

Luurankolihasten oksidatiivinen fosforylaatio eli soluhengitys tapahtuu mitokondrioiden
sisdkalvolla, jossa reaktion muodostavat elektroninsiirtoketju sekd ATP-kanavat (kompleksi 5,
ATP-syntaasi) (Nelson & Cox 2013, 733). Reaktio kaynnistyy, kun elektroninsiirtgjat tuovat
pilkkomisprosesseista vastaanotettuja elektroneja mitokondrioiden sisékalvolle (Sherwood
2007, 33), jossa kompleksit 1-4 seka elektroninsiirtdjat vastaanottavat ja luovuttavat
elektroneja toisilleen. Samalla kompleksit 1, 3 ja 4 siirtavat vetyioneja mitokondrioiden
sisdosista kalvojen valitilaan muodostaen kalvojénnitteen sisédpuolen ollessa positiivisesti ja

ulkopuoli negatiivisesti varautunut (Heino & Vuento 2010, 107, 109) (Kuvio 2).

Vety

»»»»»»»»»»»»»
»»»»»»»»»»»»

ADP

elektroninsiirto-

ketjuun Vetta Q—T Happi

KUVIO 2. Sisdkalvon elektroninsiirtoketju ja ATP-kanava (I-V), jossa tapahtuu oksidatiivinen
fosforylaatio (kuvio Caprette 1996 mukaan). Kompleksit I-1V ja elektroninsiirtajat kuljettavat
elektroneita luovuttaen ne hapelle. Kompleksit I, 11l ja 1V siirtdvéat vetyioneja kalvojen

valitilaan ja ATP-kanavat paastavat vedyt sisatilaan, muodostaen ATP-molekyyleja.

Tapahtumasarjan lopuksi kompleksi 4 luovuttaa elektronit happimolekyyleille. ATPaasit
kayttavat puolestaan kalvojannitettd hyvéakseen tuottaessaan ATP-energiamolekyyleja solun
ké&yttoon vetyionien virratessa takaisin kanavien lapi mitokondrioiden sisapuolelle (Heino &
Vuento 2010, 107, 109).



3 PROTEIINIEN ILMENTYMISEN MAARITTAMINEN LUURANKOLIHAKSISTA

Solujen geenit ovat kaksijuosteisissa DNA-molekyyleissa (Jorde ym. 2006, 6) ja geenien
ilmentymiseksi kutsutaan tapahtumaa, jossa DNA-juosteesta kopioidaan l&hetti-RNA
(mMRNA) -ketjuja. Lahetti-RNA-juosteista kopioidaan edelleen proteiineja solun kayttoon.
Geenien ilmentymista séatelevat kuitenkin monet tekijat, kuten fyysisen aktiivisuuden maara
(Leskinen ym. 2010). Joissakin olosuhteissa DNA-molekyylista saatetaan kopioida mRNA-
juosteita prosessin etenematta proteiinitasolle ja téllaista tapahtumaa kutsutaan mRNA- tai

molekulaaritason geenien ilmentymiseksi (Hwang ym. 2010).

Ihmisilla lahes kaikki DNA-jaksot on tunnistettu ja ne ovat selattavissa tietokannoista.
Useimpien geenien merkitys soluissa ymmarretadn kuitenkin edelleen huonosti ja haasteeseen
on pyritty vastaamaan geenitekniikan avulla (Monni ym. 2002). Kéytetyin menetelmé& geenien
ilmentymisen tarkasteluun on kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio (QPCR, Q-RTPCR)
(Barber ym. 2005). Menetelmén aluksi néaytteestd eroteltu mMRNA k&annetdéan
komplementaariseksi DNA:ksi (cCDNA), jonka jélkeen téllaista, jotakin tiettya proteiinia
koodittavaa mRNA-kopiota voidaan monistaa. Tulosten perusteella arvioidaan, ilmentyyko
naytteessd proteiinia koodittavaa mRNA:ta ja, millaisina pitoisuuksina sitd ilmentyy
(Stahlberg ym. 2004). DNA geenisiruilla voidaan puolestaan tarkastella tuhansien geenien
ilmentymista néytteissa samanaikaisesti (Mahoney ym. 2005; Rankinen & Bouchard 2005,
43). Tekniikassa mikroskooppilaseille asetettuihin koettimiin (probet) hybridisoidaan naytteen
cDNA:ta ja leimataan se fluorensoivalla leimalla tulosten tarkastelemiseksi (Monni ym.
2002).

Geenien ilmentymisté proteiinitasolla voidaan puolestaan tarkastella esimerkiksi Western blot
-menetelmén avulla, jossa proteiineja erotellaan molekyylipainonsa mukaan geelilld ja
siirretdén kalvolle. Kun kalvoa kasitelladn vasta-aineilla, analyysiin valitut proteiinit saadaan
esiin tulosten tarkastelua varten (Mahmood & Yang 2012). Mahdollisia vaihteluita naytteen
MRNA- tai proteiinitasoissa voidaan puolestaan normalisoida housekeeping geeneilla (Barber
ym. 2005). Talléin tuloksia verrataan geeniin, joka ilmentyy tasaisesti solussa sen sisdisista tai
ulkoisista muutoksista huolimatta (Zhu ym. 2008). Lihasndytteissa kaytetyimpia
housekeeping geeneja ovat glyseraldehydi-3-fosfaattti dehydrogenaasi (GAPDH) (Barber ym.
2005) seka B - tubuliini (Li & Shen 2013).



4 HDL-PARTIKKELI

Seerumin korkean HDL-pitoisuuden (high density lipoprotein) on todettu suojaavan véestoa
sydan- ja verenkiertoelimiston sairauksilta sekd alentavan kuolleisuuden riskida (Rivanto &
Landmesser 2013; Subedi ym. 2014). HDL-partikkelien tunnetuin toimintamuoto on osallistua
kolesteroli- ja rasvayhdisteiden kuljetusketjuun seerumissa vieden nditd yhdisteitd
perifeerisistd kudoksista kohti maksaa, LDL-partikkelien (low density lipoprotein) siirtdessa
niitd puolestaan kohti perifeerisia kudoksia (Uehara & Saku 2014). HDL-partikkeleilla seka
niiden rakenneosilla on kuitenkin havaittu olevan my6s monia muita tehtdvia elimistossa
(Mineo & Shaul 2013), kuten anti-inflammatorisia ja anti-oksidatiivisia ominaisuuksia
seerumissa (Fito ym. 2009; Gordon ym. 2011; Kotosai ym. 2013). Eraat tutkijaryhmat ovatkin
esittdneet HDL-partikkelien laadulla olevan merkittavampi yhteys terveyteen kuin HDL-
kolesterolipitoisuudella (Rothblat & Phillips 2010).

Seerumissa taysikokoisen HDL-partikkelin pinnan muodostavat apolipoproteiinit (Apo) ja
vapaat kolesteroli- ja lipidiyhdisteet, kuten fosfolipidit. Hiukkasen pinnan apolipoproteiineista
noin 70% on ApoAl:td ja 20% -A2:ta. Lisdksi joukko muita apolipoproteiineja osallistuu
HDL-partikkelien toimintaan (Scanu & Edelstein 2008). Partikkelin sisdosiin pakkautuvat
neutraalit lipidit, kuten triglyseridit seké esterimuotoon muokatut kolesteroliyhdisteet (Movva
& Rader 2008; Asztalos ym. 2014, 39). Naiden yhdisteiden aineenvaihdunta poikkeaa
partikkelin pintarakenteiden aineenvaihdunnasta siten, ettd esimerkiksi kolesteroliyhdisteiden
pilkkoutuessa maksassa, apolipoproteiinit pilkkoutuvat munuaisissa (Kovanen & Viikari
2000, 629). HDL-partikkeleille onkin ominaista jatkuva muutos seerumissa ja selkeyttaékseen
naita rakenteellisia seka toiminnallisia eroja, tutkijaryhmét ovat luokitelleet niita alaluokkiin
(Rothblat & Phillips 2010) (Taulukko 1).

TAULUKKO 1. Seerumin HDL-partikkelit. Mukailtu Rothblat & Phillips (2010) mukaan.

Partikkelin nimi Partikkelin koko Muu nimitys Alaluokat
ApoAl-proteiini 31 kDa Diskoidaalinen ApoAl

(kaksi ApoAl yhdessd)
HDL-pre-p 5,4-7,0 nm Esiaste-HDL Pre-B;, Pre-B3,, Pre-Bs
HDL, 7,2-8,8 nm Suuri HDL-partikkeli HDL3,, HDL 3, HDL 5,
HDL, 8,8-12,9 nm Erittdin suuri HDL-partikkeli HDL ,,, HDL

kDa = kilodaltonia; nm = nanometrid; ApoAl = Apolipoproteiini Al; HDL = high density lipoprotein



4.1 HDL-partikkelin rakenteen muovautuminen

Seerumissa HDL-partikkelien rakenne muovautuu erindisten entsyymien toiminnan
vaikutuksesta (Asztalos ym. 2014, 42-45). Nama entsyymit muokkaavat muun muassa
seerumin vapaita rasvayhdisteitd ja HDL-partikkeliin siirrettavid kolesteroliyhdisteitd (Scanu
& Edelstein 2008; Wroblewska 2011). Taulukossa 2 on esitelty keskeisimpia entsyymejé,

jotka vaikuttavat HDL-partikkelin rakenteeseen ja toimintaan.

TAULUKKO 2. Keskeisimmét HDL-partikkelia muokkaavat entsyymit seerumissa (Deakin
& James 2004; Mackness & Mackness 2014, 274-275; Villard & Guerin 2014, 71-74).

Entsyymin nimi ja lyhenne, Toiminta

Lecithin cholesterol acyltransferase  Seerumin vapaan kolesterolin esterdiminen. HDL-pre-f-partikkelin

(LCAT) muokkaaminen HDL,. jaHDL; -partikkeliksi.

Phospholipid trasfer protein HDL -partikkelin muokkaaminen suuremmaksi tai pienemmaksi.

(PLTP)

Cholesteryl ester transfer protein Kolesteryyliestereiden ja triglyseridien kuljettaminen seerumissa HDL -

(CETP) ja apolipoproteiini B:ta sisaltavien partikkelien (LDL) valilla. CETP
pitoisuus on suoraan verrannollinen HDL, -pitoisuuteen plasmassa.

Hepatic lipase Lipolyyttinen entsyymi. HDL . ja s-partikkelien muokkaaminen

(HL) pienemmiksi partikkeleiksi. Kéénteisesti verrannollinen seerumin HDL ,-
pitoisuuteen.

Paraoxonase (PON) PON; ja PON;: HDL-partikkelin muokkaaminen seerumissa. Saattavat

(PONy, PON;, ja PONj3) vaikuttaa HDL -partikkelien antioksidatiivisiin ominaisuuksiin.

PON,: saattaa vaikuttaa HDL-partikkelien toimintoihin sekundaarisesti
HDL -reseptorien valityksella, sill& sijaitsee solujen siséosissa.

a Ei suomenkielista vastinetta; HDL = high density lipoprotein; LDL = low density lipoprotein

HDL-hiukkasen rakenneosat vaikuttavat sen kykyyn sitoutua perifeeristen kudosten
solukalvoille ja erityisiin HDL-reseptoreihin (Luo ym. 2010). Esimerkiksi lihassolujen
solukalvoilla ilmentyvd ABCA;-reseptori (ATP-binding cassette transporter A class 1)
kykenee luovuttamaan kolesteroli- ja rasvayhdisteitd ainoastaan ApoAl- tai pre-p-HDL-
partikkeleille. Sen sijaan péaasiassa maksasolujen solukalvoilla ilmentyva SR-B;-reseptori
(scavenger receptor B class 1) kykenee vastaanottamaan néitd yhdisteitd ainoastaan
taysikokoisilta HDL,- ja s-partikkeleilta (Ramasamy 2014) (Taulukko 3).



TAULUKKO 3. Keskeisimméat HDL-reseptorit (Ramasamy ym. 2014; Zannis ym. 2015, 57-
58, 76, 83).

Reseptorin nimi ja lyhenne, IImentyminen Toiminta
ATP-binding cassette Solukalvoilla sek& solun sisdisissa Solun sisdisten fosfolipidien ja
transporter class Al vesikkeleissa maksa-, munuais-, aivo- ja kolesterolin luovuttaminen ApoAl-
(ABCA)) lihaskudoksissa, makrofageissa. tai HDL-pre-B-partikkeleille.
ATP-binding cassette Solukalvoilla, Golgin laitteessa ja solun  Solun siséisten fosfolipidien ja
transporter G class 1 sisaisissa vesikkeleissa keuhko- ja kolesterolin luovuttaminen HDL ,-
(ABCG,) aivokudoksissa seka pernassa. ja HDLs-partikkeleille.

Scavenger receptor B class 1 Solukalvoilla ja solun siséisissa Rasva- ja kolesteroliyhdisteiden
(SR-B,) vesikkeleissd maksa- ja endoteelisissa  vastaanottaminen HDL,- ja 3-
kudoksissa. partikkeleilta.

a Ei suomenkielisté vastinetta; HDL = high density lipoprotein; ApoAl = apolipoproteiini Al

4.2 Apolipoproteiini Al

HDL-partikkelien synteesin ja toiminnan kannalta merkittdvimpéana proteiinirakenteena
pidetadn apolipoproteiini Al:td (ApoAl) (Asztalos ym. 2014, 39), silld sen ilmentymis- ja
poistumisnopeudet seerumissa nayttaisivat olevan keskeinen HDL-pitoisuuden sééatelija
(Kovanen & Viikari 2000, 629). ApoAl:n péaatehtdvdna on vastaanottaa kolesteroli- ja
rasvayhdisteitd, joka puolestaan johtaa HDL-pre-p-partikkelien syntymiseen (Luo ym. 2010).

Ihmisilla yksittaiset ApoAl molekyylit ndyttéisivat syntesoituvan maksassa ja ohutsuolistossa
(Asztalos ym. 2014, 39-41), joista ne kuljetetaan nopeasti solujen ulkopuoliseen tilaan (Rye &
Barter 2014). Kaksi ApoAl molekyylia sitoutuu vélittdmaésti toisiinsa muodostaen levymaéisen
ApoAl-partikkelin, joka puolestaan sitoo herkasti fosfolipideja ja kolesteroliyhdisteitd
(Gangani ym. 2008) joko suoraan plasmasta (Asztalos ym. 2014, 40-41) tai sellaisten
kudosten solukalvoilta, jotka ilmentdvat kalvoreseptori ABCA;:td (Shao 2012).
Vastaanotettuaan tarpeeksi ndita yhdisteitd, ApoAl jad muodostuneen HDL-pre-B-partikkelin
pinnalle, toimien pintaproteiinina ja osana partikkelin rakennetta (Wréblewska 2011) (Kuvio
3). Solujen ulkopuoliseen tilaan jadneet yksittaiset ApoAl molekyylit kuljetetaan nopeasti
pilkottaviksi munuaisiin (Rye & Barter 2014).
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KUVIO 3. Yhdistynyt ApoAl-partikkeli vastaanottaa lipidi- ja kolesteroliyhdisteitd joko

suoraan seerumista tai ABCA;-reseptorin kautta perifeerisistd kudoksista. Lopulta ApoAl-

proteiinit jadvat muodostuneiden HDL-partikkeleiden pinnalle.

Osa tutkijaryhmistd on todennut seerumin ApoAl-pitoisuuden olevan laadukkaampi
terveyden maéarittdja kuin karkeammin mitatun HDL-kolesterolipitoisuuden (Florvall ym.
2006; Boekhold ym. 2013). Toiset tutkijaryhmat ovat puolestaan esittdneet apolipoproteiini B
(ApoB) ja ApoAl-suhteen méérittamisen olevan selkein arviointimenetelmd ennustamaan
esimerkiksi syddn- ja verisuonisairauksien riskiad (McQueen ym. 2008). Seerumin ApoB-
pitoisuuden on todettu olevan yhteydessd LDL-hiukkasten méardan (Kujala ym. 2013) ja
ApoAl-pitoisuuden on korreloivan HDL-kolesterolipitoisuuden kanssa (Kovanen & Viikari
2000, 629).

ApoAl-proteiineilla on kuitenkin arvioitu olevan myds muita kuin HDL-partikkelien
syntesoitumiseen liittyvia tehtévia elimistossa (Drew ym. 2009; Gets & Reardon 2010; Lehti
ym. 2013). ApoAl:n on arveltu vaikuttavan muun muassa insuliini- ja
sokeriaineenvaihduntaan joko primaarisesti (Drew ym. 2009; Rye ym. 2016) tai ABCA;-
reseptorinsa kautta (Gets & Reardon 2010). Lisaksi ApoAl:n on havaittu ilmentyvdn myos
muissa kudoksissa, kuin maksassa tai seerumissa. Zhang ym. (2011) totesivat hiirien
luurankolihassolujen ilmentdvdn ApoAl-proteiinia ja liittyvan luurankolihassolujen
sisaltdmien lipididroplettien toimintaan, mutta havaintoja ApoAl-proteiinin ilmentymisesta
ihmisten lihaskudoksissa ei toistaiseksi ole tehty. Lisdksi ApoAl:n merkitys laajemmin

luurankolihasten terveyteen on jaényt selventymatta.



5 AEROBINEN KUNTO JAFYYSINEN AKTIHVISUUS

Aerobinen kunto voidaan maééritelld useiden fysiologisten tekijoiden kertyména, joita
fyysisesti aktiivinen elaméntapa ja saannollinen liikuntaharjoittelu yllapitavat seké kehittavat
(Konopka & Harber 2014). Fyysinen aktiivisuus kuuluu osaksi aerobisen liikunnan kasitett,
tarkoittaen kaikkea vapaaehtoista liikkumista, sisdltaméattda suunniteltua ja saannollista
harjoittelua (Vuori 2011, 19-20). Heikentyneen aerobisen kunnon ja véhéisen fyysisen
aktiivisuuden on todettu olevan yhteydessa useisiin verenkiertoelimiston sairauksiin seka
kuolleisuuteen (Kujala 2006) ja yleisten liikuntasuositusten mukaan, aikuisten tulisikin
toteuttaa fyysistd aktiivisuutta mahdollisimman usein padivittdin. Suositusten mukaan
kohtuukuormitteista aerobista liikuntaa (55-70% VOomax) tulisi toteuttaa vahintaan kaksi ja
puoli tuntia tai raskasta liikuntaa (>80% VO2max) tunti ja 15 minuuttia viikoittain (Liikunta
2012).

Saannollisen fyysisen aktiivisuuden ja aerobisen harjoittelun seurauksena hengitys- ja
verenkiertoelimistd sekd hermosto adaptoituvat lisdéntyneisiin hapen- ja energiantarpeisiin
(Kenney ym. 2012, 248, 260). Niin ik&an luurankolihassolut adaptoituvat sé&&nndlliseen
aktivointiin niiden mé&arén ja poikkipinta-alan kasvaessa (Konopka & Haber ym. 2014; Zhen
ym. 2010), glykogeeni- ja rasvavarastojen lisdantyessd (Holloszy ym. 1998) seka

aineenvaihdunnan kehittyessa (Keskinen ym. 2010, 51).

5.1 Aerobisen kunnon, fyysisen aktiivisuuden ja liikunnan maaréan arvioiminen

Elimiston aerobista kuntoa voidaan arvioida hapenottokyvyn (VO,) mittausmenetelmin,
joiden on todettu olevan yhteydessd hengityselimistdn suoritustehoisuuteen ja
luurankolihasten  aineenvaihduntaan  (Keskinen ym. 2010, 51). Maksimaalisen
hapenottokyvyn menetelma (VOzmax) arvioi elimiston suurinta tehoa kuljettaa happea ja
tuottaa energiaa fyysisen kuormituksen aikana (Levine 2008). Normaalivdeston aerobisen
kunnon arvioimiseen riittdd usein kuitenkin vahemmé&n kuormittava, submaksimaalisen
hapenottokyvyn (VOzpea) testi (Keskinen ym. 2010, 112).

Submaksimaalista hapenottokykya arvioidaan suorittamalla progressiivisesti kehittyva
polkupydréergometri- tai juoksumattotesti (McArdle ym. 2015, 237-238). Laboratorio-
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olosuhteissa mittauksiin voidaan liittdd syddmen sykkeen tai veren laktaattipitoisuuden
seurantamenetelmid (Keskinen ym. 2010, 110-111). Tulos ilmoitetaan hengitysilman
absoluuttisena tilavuutena minuutissa suhteutettuna kehonpainoon (ml*kg**min™) ja siihen
vaikuttavat muun muassa henkilon ikéd ja sukupuoli (Nummela ym. 2010, 53). Fyysisen
aktiivisuuden ja liikunnan maarad, useutta seka intensiteettia voidaan puolestaan arvioida
kyselyin sekd objektiivisin mittarein (Fogelholm ym. 2011, 79). Kyselyt ovat kaytannollisia
laajojen henkilémadarien fyysisen aktiivisuuden arvioimiseen (Dishman ym. 2013, 39), mutta
objektiivisin mittarein (syke-, aktiivisuus- tai askelmittarit) saatetaan saada tarkempi arvio
aktiivisuuden méaérasta ja intensiteetistd, mikéli arviointijakso on riittavén pitkd (Fogelholm
ym. 2011, 79). Vaikka molempien menetelmien validiteettia ja reliabiliteettia on kritisoitu, ne
ovat olleet edelleen yhta kéytettyja terveystutkimuksissa (van Poppel ym. 2010; Hearst ym.
2012).

Mittareista kerédtyt tulokset voidaan muuntaa MET-yksikoiksi (metabolic equivalent,
lepoaineenvaihdunnan kerroin), jotka kuvaavat fyysisen kuormituksen ja energiankulutuksen
tasoa suhteutettuina kehonpainoon (Fogelholm ym. 2011, 78). MET-yksikkd vastaa
energiankulutuksena yhta kilokaloria painokiloa kohden (1 kcal*kg™) tunnissa ja
hapenkulutuksena noin 3,5 ml*kg™*min™. Nain ollen 1-3 MET kasittaa matalan, 3-6 MET
kohtuullisen ja yli 6 MET raskaan intensiteetin kuormitusta (McArdle ym. 2015, 200).
Toisaalta vahemmaén fyysisesti aktiivisille tai idkkéille henkildille, matalan intensiteetin
kuormitus saattaa vastata kohtuukuormitteista liikuntaa (Jette ym. 1990). Henkilon
aktiivisuutta saatetaan kuvata myos liikuntakertojen useuden, MET-yksikoilla méaritetyn
intensiteetin ja ajan tulona (MET tunnit/MET minuutit) (Fogelholm 2011, 78).

5.2 Aerobisen liikunnan vaikutukset oksidatiiviseen fosforylaatioon

Aerobisen kunnon on todettu olevan yhteydessa mitokondrioiden muokkautumiseen niiden
adaptoituessa aerobiseen kuormitukseen kasvaen ja lisaantyen maaréllisesti (Kenney ym.
2012, 263; Boyd ym. 2013). Lisaksi mitokondrioiden sisdosien entsyymien maara lisaantyy
(McArdle ym. 2015, 466) ja -elektroninsiirtoketjun proteiineja koodaavien geenien
aktivoituminen tehostuu (Leskinen ym. 2010). T&mén seurauksena oksidatiivisen
fosforylaation kapasiteetti kasvaa (Coggan & Williams 1995, 195-196) ja energiamolekyylien
pilkkominen seka ATP-molekyylien tuottaminen tehostuvat (Goto & Radak 2005, 66-67).
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Néayttaisi silta, ettd lihassolujen oksidatiivisen fosforylaation kapasiteettia voidaan kehittaa
lapi elamén (Konopka ym. 2013). Etenkin matalatehoinen aerobinen harjoittelu (<50%
VO,max) Sekd runsas fyysinen aktiivisuus ndyttdisivat lisddvan vapaiden rasvahappojen
kuljettumista lihassoluihin ja mitokondrioiden sisdosiin (Spriet 2014), jolloin ndiden
molekyylien hyoddyntdminen energianldhteend kehittyy (McArdle 2015, 466). Vaikka
aerobisen kapasiteetin (VOzmaxpeak) Kehittymistéa nayttaisivat edistdvan voimakkaasti hengitys-
ja verenkiertoelimiston adaptoituminen kuormitukseen (Keskinen ym. 2010, 51), on
saannollisen  fyysinen  aktiivisuuden  todettu  vaikuttavan  positiivisesti  moniin
terveysmuuttujiin, vaikka silla ei olisi merkittdvia vaikutuksia mitattuihin  VOaomaxipeak -
arvoihin (Haskell ym. 1985; Chanséaume & Morio 2009).

5.3 Aerobisen liikunnan vaikutukset ApoAl:teen

Aerobisen liikunnan ja seerumin HDL-kolesterolipitoisuuden yhteytta on tarkasteltu useissa
interventioissa (Kelley ym. 2004; Kelley ym. 2011; Kelley ym. 2012). Eraét tutkijaryhmat
ovat painottaneet ainoastaan kohtuu- tai kovatehoisen aerobisen harjoittelun kohottavan HDL-
pitoisuutta tehokkaasti (Leon & Sanchez 2001; Kodama ym. 2007). Téllaisen harjoittelun on
todettu vaikuttavan ennen kaikkea positiivisemmin HDL-tasojen nousuun kuin LDL-tasojen
laskuun (Vaisberg ym. 2012). Toisaalta fyysisesti aktiivisen eldméntavan on havaittu
vaikuttavan positiivisesti etenkin HDL-partikkelien rakenteen muokkautumiseen (Kraus ym.
2002; Aadland ym. 2013; Kujala ym. 2013).

Seerumin ApoAl-vasteita aerobiseen kuormitukseen on tutkittu verrattain vahemman.
Olchawa ym. (2004) todensivat aerobisen kunnon (VOzmax) Olevan yhteydessd seerumin
ApoAl- ja HDL-pre-p-partikkelien pitoisuuteen, jonka seurauksena myds HDL-
kolesterolipitoisuus oli keskimadrin 21% korkeampi kestavyysurheilijoilla, kuin muutoin
fyysisesti aktiivisilla henkil6illa. He arvelivat urheilijoiden suuremman lihasvolyymin
liittyvan ainakin korkeampiin HDL-pre-B-tasoihin (Olchawa ym. 2004). Sen sijaan ApoAl-
tai HDL-pre-B-partikkelien havaittiin lisadntyvdn myods muilla kuin urheilijoilla aerobisen
litkunnan seurauksena (Jafari ym. 2003; Sviridov ym. 2003; Tofighi ym. 2015). Jafari ym.
(2003) ja Sviridov ym. (2003) havaitsivat HDL-pre-p-partikkelien lisd&ntyvén seerumissa
aerobisen liikuntasuorituksen seurauksena seké terveillg, ettd tyypin 2 diabetesta sairastavilla
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henkil6illa. ApoAl ilmentymisen havaittiin niin ik&an lisdéntyvan seerumissa ylipainoisilla,
vahan liikkuvilla naisilla 12 viikkoa kestaneen aerobisen liikuntaintervention seurauksena
(Tofighi ym. 2015). Toisaalta fyysisesti aktiivisen elamantavan merkitykset ApoAl-tasoon

ovat jadneet selventymatta.

Tofighi ym. (2015) havaitsivat myds ApoAl-reseptori ABCA; ilmentymisen lisdantyneen
seerumissa liikuntaintervention johdosta, mik& viittasi ApoAl-proteiinin lisdéntyneeseen
tarpeeseen fyysisen kuormituksen seurauksena. Sviridov ym. (2003) tarkensivat puolestaan
ApoAl-pitoisuuden kohonneen merkitsevasti vain laskimo-, mutta ei valtimoverenkierrossa

tutkituilla rynmilld, mika jatti epéilyn tyoskentelevien lihasten roolista ilmentymisen tasoon.

5.4 Aerobisen liikunnan vaikutukset oksidatiivisen fosforylaation ja ApoAl yhteyteen

Havaintoja HDL-partikkelien tai ApoAl-proteiinin yhteydestd luurankolihassolujen
toimintaan on esitetty (Drew ym. 2009; Leskinen ym. 2010; Lehti ym. 2013). Leskinen ym.
(2010) havaitsivat kaksostutkimuksessaan kohonneen seerumin HDL-kolesterolipitoisuuden
olevan yhteydessd mitokondrioiden oksidatiiviseen kapasiteettiin liittyvien geenisarjojen
ilmentymiseen (Gene Set Enrichment Analysis, GSEA). He havaitsivat fyysisesti
aktiivisempien kaksosten oksidatiiviseen fosforylaatioon liittyvien geenien ilmentymisen
olevan tehokkaampaa kuin inaktiivisten kaksosten ja arvelivat, ettd mitokondrioiden
kapasiteetti kayttdad rasvahappoja energianldhteend oli kehittynyt, jonka seurauksena HDL-
partikkelien tarve kuljettaa rasvahappoja seerumissa oli lisdantynyt (Leskinen ym. 2010).

ApoALl:n havaittiin puolestaan liittyvan luurankolihasten mitokondrioiden toimintaan hiiri- ja
in vitro - tutkimuksin (Lehti ym. 2013). Lehti ym. (2013) todensivat ApoAl-proteiinia yli-
ilmentévien hiirien olevan paremmassa fyysisessd kunnossa ja séilyttdvan paremmin
mitokondriaalisen kapasiteetin ikadntyesséan, kuin villityypin tai ApoAl:td vdhemmén
ilmentévien hiirien. Liséksi luurankolihassolujen altistus ApoAl:lle in vitro tehosti solujen
oksidatiivista kapasiteettia, mika jatti epdilyn proteiinin roolista oksidatiivisen kapasiteetin
séatelyssa (Lehti ym. 2013). Vaikka havaintoja seerumin ApoAl:n yhteydesta
mitokondrioiden oksidatiivisen fosforylaatioon onkin tehty, mekanismit ndiden tekijéiden
taustalla ovat jadneet selventyméttd. Niin ikdan ApoAl-proteiinin yhteys luurankolihasten
toimintoihin thmisilld on jadnyt tarkentumatta.
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6 KAKSOSAINEISTO LIIKUNTA- JATERVEYSMUUTTUJIEN TARKASTELUSSA

Perintttekijoilld on todettu olevan vaikutusta useisiin terveysmuuttujiin, kuten seerumin
lipoproteiineihin (Kovanen & Viikari 2000, 629) sekd aerobisen kunnon kehittymiseen
litkuntaharjoittelun seurauksena (Rankinen & Bouchard 2005, 46). Arviot perintttekijéiden
vaikutuksista naihin terveysmuuttujiin vaihtelevat ja esimerkiksi fyysisen aktiivisuuden
periytyvyyden on todettu vaihtelevan 20-70% vaélilla (Dishman ym. 2013, 521-522).
Arvioiden laajuus saattaa johtua siitd, ettd terveysmuuttujien periytyvyys ei ole ainoastaan
yhden geenin s&atelemda vaan niihin vaikuttavat useat geneettiset tekijat (Jorde ym. 2006,
255). Toisaalta viimeaikaisissa tutkimuksissa on osoitettu, ettd esimerkiksi vasteet aerobiseen
harjoitteluun ovat yksilollisid ja geneettisten tekijéiden vaikutusten tarkastelu on selventanyt
edelleen sitd, miksi toiset hyotyvat liikunnasta enemmaén kuin toiset (Rankinen & Bouchard
2005, 46-48)

Perinndllisistd  tekijoistd huolimatta, moniin terveysmuuttujiin  voidaan vaikuttaa
ymparistotekijoilla (Rottensteiner ym. 2015) ja kaksostutkimusasetelma sopii tamén ilmion
tarkasteluun (Bouchard ym. 2011). Kaksospareilla voidaan luoda tutkimusasetelmia, joissa
parit jakavat saman tai lahes saman geneettisen aineiston (Rankinen & Bouchard 2005, 46).
Monotsygootit (MZ) parit ovat syntyneet samasta munasolusta, jakaen lahes saman
geneettisen aineiston (DNA sekvenssin), kun puolestaan ditsygootit (DZ) parit ovat syntyneet
erillisistd munasoluista, jakaen noin puolet geneettisestd materiaalistaan (Bouchard ym. 2011).
Kaksospari on saattanut el&d& lapsuutensa samassa elinymparistossa tai erilladn (Elder ym.
2012), mika saattaa vaikuttaa tulosten tarkasteluun (Jorde ym. 2006, 257-258).

Luotettavin tutkimusasetelma saadaan silloin, kun kaksosparit jakavat saman geneettisen
periman (MZ), saman elinympériston ja ovat samaa sukupuolta, jolloin vahéisetkin erot parien
vélilla kertovat ympéristotekijoiden vaikutuksista tarkasteltavaan muuttujaan (Dishman ym.
2013, 521-522). Toisaalta monien ymparistd- ja terveysmuuttujien tutkimiseen riittdd usein
DZ-asetelma tai sen yhdistiminen MZ-asetelmaan, silld kaksoset ovat geneettisilta

ominaisuuksiltaan hyvin lahella toisiaan (Jorde ym. 2006, 256).
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7 TUTKIMUSKYSYMYKSET

Tassa  tutkielmassa  selvitettiin ~ ApoAl-proteiinin  esiintymista ~ seerumi-  ja
luurankolihaskudoksissa sekd oksidatiiviseen fosforylaatioon liittyvien proteiinien eroja
vapaa-ajan fyysiseltd aktiivisuudelta eroavilla kaksosilla. Tutkimusongelmien selvittdmiseksi
muodostettiin viisi tutkimuskysymystd, jotka jaettiin kahteen aihealueeseen (Kuvio 4).

Aihealue 1
1) Onko fyysisella aktiivisuudella vaikutusta seerumin ApoAl-pitoisuuteen tutkittavilla kaksosilla?

HO: Fyysisella aktiivisuudella ei ole vaikutusta seerumin ApoAl-pitoisuuteen

H1: Fyysiselld aktiivisuudella on vaikutusta seerumin ApoAl-pitoisuuteen

Fyysiseltd aktiivisuudelta eroava elaméntapa néytti vaikuttavan HDL-pitoisuuteen ja -partikkelien
muokkautumiseen kaksosilla (Kujala ym. 2013)

2) Onko fyysisella aktiivisuudella vaikutusta oksidatiiviseen fosforylaatioon liittyvien proteiinien
ilmentymiseen tutkittavilla kaksosilla?

HO: Fyysisella aktiivisuudella ei ole vaikutusta ndiden proteiinien ilmentymiseen
H1: Fyysisella aktiivisuudella on vaikutusta ndiden proteiinien ilmentymiseen
Kaksospareilla havaittiin eroja geenien ilmentymisessé geenisarjatutkimuksin (GSEA) (Leskinen ym. 2013)

3) Onko seerumin ApoALl-pitoisuus yhteydessa oksidatiiviseen fosforylaatioon liittyvien proteiinien
ilmentymiseen tutkittavilla kaksosilla?

HO: Seerumin ApoAl-pitoisuudella ja oksidatiivisen fosforylaation proteiineilla ei ole yhteyttd tutkittavilla

kaksosilla

H1: Seerumin ApoAl-pitoisuudella ja oksidatiivisen fosforylaation proteiineilla on yhteyttd tutkittavilla

kaksosilla

ApoA1l:ta yli-ilmentévat hiiret sailyttivat paremmin mitokondrioiden kapasiteetin ikaéntyessaan, kuin villityypin

hiiret ja lihassolujen altistus ApoAl:lle in vitro kohotti solujen oksidatiivista kapasiteettia (Lehti ym. 2013)
Aihealue 2

4) llmentyyko apolipoproteiini Al luurankolihaskudoksessa tutkittavilla kaksosilla?
HO: ApoAl ei ilmenny luurankolihaskudoksessa kaksosilla

H1: ApoAl ilmentyy luurankolihaskudoksessa kaksosilla
ApoAL:n havaittiin ilmentyvan luurankolihaskudoksissa hiirilla (Zhang ym. 2011)

5) limentyykd ApoAl:n tai HDL-partikkelien rakenteeseen tai toimintaan liittyvia proteiineja
luurankolihaskudoksessa tutkittavilla kaksosilla?

HO: Muita valittuja proteiineja ei ilmenny luurankolihaskudoksessa kaksosilla
H1: Muita valittuja partikkelien proteiineja ilmentyy luurankolihaskudoksessa kaksosilla

KUVIO 4. Pro gradu - tyon tutkimusongelmien selvittdmiseksi laaditut kysymykset.
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8 MENETELMAT

8.1 Tutkimusaineisto

Tutkielmassa kasiteltiin  Jyvaskyldn yliopiston toteuttaman TwinActive - tutkimuksen
aineistoa, joka kuului osaksi terveystieteen tiedekunnan laajempaa kaksosseurantatutkimusta.
Laajemmassa seurannassa kaksospareja ja heidéan liikunnallista aktiivisuuttaan oli tarkasteltu
suhteessa useisiin terveysmuuttujiin 30 vuoden ajan (1975 - 2005). TwinActive -
tutkimukseen vuonna 2007 valikoitui 16 vapaaehtoista kaksosparia (n=32 henkil0d), joista
kumpikin osapuoli oli elossa eika heilla ollut merkittavia toimintakykyéa haittaavia sairauksia.
Tutkittavien vapaa-ajan liikunnallisen aktiivisuuden maarad, intensiteettia ja useutta oli
tarkasteltu takautuvin haastattelukyselyin seitseméné eri ajankohtana vuodesta 1980 vuoteen
2007 asti. Muunnettaessa haastattelukyselyiden fyysista aktiivisuutta kuvaavat vastaukset
MET tunneiksi havaittiin, ettd kaksosparien (n=32) vapaa-ajan fyysisen aktiivisuuden ero oli
keskimaarin 9,4 MET tuntia/paiva (p=0,005) (Kujala ym. 1998; Leskinen ym. 2010) (Kuvio
5).

[0 Inaktiivinen
| Aktiivinen

7 =0 005 :
P=0.005 0007 p=0007 p=0.005 ]

Keskimaaraiset MET-tunnit/ paiva

;
1980 1985 1990 1995 2000 2005 2007
Seurantavuodet
KUVIO 5. TwinActive - tutkimukseen osallistuneiden kaksosparien (n=32) keskimaaréisen
vapaa-ajan fyysisen aktiivisuuden ero (MET tuntia/pdiva) seitseménd ajanjaksona mitattuna
(1980 - 2007). Kuvio Leskinen ym. (2010) mukaan.
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TwinActive - tutkimuksen lihasndytteiden keruuvaiheeseen valikoitui puolestaan kymmenen
vapaaehtoista kaksosparia (n=20 henkil6d), joilta kyseltiin viimeisen 12 kuukauden aikaisen
vapaa-ajan lilkunnan maaréa, useutta ja intensiteettia vield kerran. Haastattelukyselyn pohjana
kaytettiin  Kuopion  yliopiston  sovellettua  sydan-  ja  verenkiertosairauksien
riskianalyysilomaketta (Liite 1). Lihasndytteiden keruun liséksi tutkittavilta keréattiin
seerumindytteet, mitattiin  kehonkoostumusta ja he suorittivat pyoréergometrilla

submaksimaalisen hapenottokyvyn (VOapeax) testin.

Vuoteen 2015 mennessé osa tutkittavilta keratyista lihasnéytteistd oli hyddynnetty loppuun.
Sen vuoksi tatd tyota varten toteutettuihin lihasanalyyseihin valikoitui lopulta 13 naytetta.
Né&in ollen osassa tuloksia voitiin vertailla ainoastaan nédiden analyysien tuloksia aiemmin

keréttyyn muuhun aineistoon (Kuvio 6).

TWINACTIVE-tutkimus
(n=26 paria, 12 MZ- ja 14 DZ-paria)
Vapaa-ajan fyysisen aktiivisuuden ero
30 vuoden ajan vahintaan 2 METh/péiva Kieltaytyivat tutkimukseen osallistumisesta (n=7 paria)
Toista kaksosta ei tavoitettu (n=2 paria)
v Fyysisen aktiivisuuden ero tasoittunut (n=1 pari)
TWINACTIVE — tutkimus [yfiteensdn=10 paria)
(n=16 paria, 7 MZ- ja 9 DZ-paria)
Fyysisen aktiivisuuden ero
30 vuoden ajan keskimaarin 9,4 METh/paiva Kieltaytyivat tutkimukseen osallistumisesta (n=3 paria)
Toisella/kummallakin kaksosella tyypin 2 diabetes yli 15
J, vuoden ajan (n=2 paria)
Toisella/kummallakin kaksosella lihasatrofia (n=1 pari)
TWINACTIVE-tutkimus (yhteensa n=6 paria)
lihashiopsiat
(n=10 paria, 3 MZ- ja 7 DZ-paria) \

Lihas-biopsiat poistuneet tutkimuskaytosta

\L (yhteensa n=3 paria ja yksi pariton nayte)
DNA geenisiru analyysit
2008 (n=10 paria, 3 MZ-ja 7 DZ-paria)
(Turun biotekniikan keskus)

v

PCR-analyysit lihasnaytteiden cDNAsta
(n=6 paria ja yksi pariton nayte,
6 MZ-ja 7 DZ-naytettd)

v
. Western Blot-analyysit lihasnaytteista

(n=6 paria ja yksi pariton nayte,
6 MZ- ja 7 DZ-ndytetta)

KUVIO 6. Tutkittavien valikoituminen. Vasemmalla on esitetty aika (vuosina), keskella

tutkittavien mééra ja oikealla tutkittavat, jotka valikoituivat pois vuoteen 2007 mennessa.
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8.2 Tutkimusaineistosta valitut muuttujat

TwinActive - tutkimukseen osallistuneiden kaksosparien fyysisen aktiivisuuden eroja,
aerobista kapasiteettia (VOgpeak) Seka seerumi-, rasva- ja lihaskudosmuuttujia oli tarkasteltu
aiemmissa tutkimusjulkaisuissa (Leskinen ym. 2009; Leskinen ym. 2010; Kujala ym. 2013;
Leskinen ym. 2013). Naité julkaisuja varten kerattya ja valmiiksi SPSS tilasto-ohjelmistoon
Kirjattua aineistoa voitiin hyédyntdd myos tassa tutkielmassa. Aiemmin kerétysta aineistosta
tarkasteltiin tutkittavien sukupuolijakaumaa seké perinnollisyyttd mono- ja ditsygoottisuuden
osalta. Lisaksi tutkittavien ik&&, pituutta, painoa seka painoindeksia vertailtiin

taustamuuttujina.

Tutkittavien kehon rasvaprosenttia oli analysoitu InBody — menetelmalla (InBody-laite 2005-
00215720, Biospace, Europe) ja mittauksista saatuja tuloksia voitiin hyddyntdd tdman
tutkielman taustamuuttujavertailussa. Kaksosten liikunnallisen aktiivisuuden maaraa
vertailtiin sekd 12 kuukauden takautuvan haastattelun (2007), ettd koko seurantajakson (1980
- 2007) keskimaardisina MET tunteina ja aerobisen kunnon tasoa submaksimaalisen
hapenottokyvyn testituloksina. Seerumimuuttujista lahempdan tarkasteluun valittiin
tutkittavien ApoAl-pitoisuutta sek& ApoAl/ApoB-suhdetta kuvaavat arvot.

8.3 Tilastolliset menetelmat

Aineiston tilastollinen analysointi toteutettiin IBM SPSS Statistics 22 -ohjelmiston avulla.
Osassa tilastollisia analyyseja voitiin hyodyntda kaikkien lihasnaytteen luovuttaneiden
kaksosten aineistoa (n=20) ja osassa ainoastaan tahdn tydhon toteutettujen
lihasndyteanalyysien tuloksia (n=13). Tutkielmaan valittujen muuttujien normaalijakaumaa
testattiin Shapiro-Wilk-testilla (n=20) ja testin perusteella suurin osa valituista muuttujista ei
noudattanut normaalijakaumaa. Niin ik&an tutkittavien maara oli pieni, jonka wvuoksi
taustamuuttujien tarkasteluun sopi parametriton Mann-Whitney U-testi, jossa kaytettiin
Monte Carlon tarkkaa arvoa (100 000).

Tutkittava kaksosaineisto jaettiin aktiivisten ja inaktiivisten (joko n=10/10 tai n=6/7)

henkil6iden ryhmiin. Mann-Whitney U-testin avulla valittujen muuttujien keskimaaréiset

arvot (mediaanit) asetettiin suuruusjarjestykseen ja havainnoille annettiin jarjestysluvut.
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Tilastollisen merkitsevyyden raja-arvoksi asetettiin 0,05 (p<0,05), Metsamuurosen (2009,
441) mukaan. Testin maaritelmédn mukaan valittujen ryhmien valilla ei ollut tilastollisesti
merkitsevadd (p<0,05) eroa, jos havaintojen keskikohdat (mediaanit) jakautuivat tasaisesti
ryhmien vélille. Ryhmien valilla puolestaan oli eroa, jos havainnot jakautuivat epatasaisesti
ryhmien valilla (Metsamuuronen 2009, 386-387). Toisin sanoen, jos aktiiviset saivat
suurempia keskilukuja ja inaktiiviset pienempid, ryhmien valilla oli tilastollisesti merkitsevaa
eroa (p<0,05).

Tilastollisia menetelmid hyoddynnettiin my0s tarkasteltaessa sit4, oliko seerumin ApoAl-
proteiinilla yhteytta oksidatiiviseen fosforylaatioon osallistuvien proteiinien pitoisuuteen
tutkittavilla kaksospareilla (n=13) (tutkimusongelma 3). Tilastolliseksi menetelmaksi valittiin
Spearmanin korrelaatiokerroin (rho), silla se sopi pienten ja normaalisti jakautumattomien
aineistojen analysoimiseen (Metsdmuuronen 2009, 366). Tilastollisen merkitsevyyden raja-
arvoksi asetettiin 0,05 (p<0,05).

8.4 Laboratoriomenetelmat

Vuonna 2008 lihasnaytteista eristetty komplementaarinen DNA (cDNA) ldhetettiin Turun
biotekniikan keskuksen DNA geenisiruanalyysiin (DNA microarray). Naistd analyyseista
kerétyista tuloksista lahempéaan tarkasteluun valittiin oksidatiiviseen fosforylaatioon liittyvien
proteiinien geenejd (Liite 2) sekd ApoAl- ja HDL-partikkelien toimintaan liittyvien
proteiinien geenejd. Tarkemmat tiedot yksittaisten proteiinien geeneistd haettiin kirjallisuutta
ja HUGO Gene Nomenclature Committee - tietokantaa hyoddyntdmalla ennen DNA
geenisirutulosten tarkastelua.  Yksityiskohdat ApoAl- ja HDL-partikkelien toimintaan
liittyvien proteiinien geeneistd haettiin puolestaan Kirjallisuutta sekd National Center for

Biotechnology Information (NCBI) Gene - tietokantaa selaamalla.

Tutkielmaa varten tehtiin lisaksi erillisia analyyseja jéljella olevista lihasndytteista (n=13).
Néaissa analyyseissa tutkittiin ApoAl ilmentymistda mRNA-tasolla seka oksidatiiviseen
fosforylaatioon liittyvien geenien ilmentymisté proteiinitasolla. Pro gradu-tyon tekijé suoritti
analyysit vuonna 2007 kerdtyilld ja vuoteen 2014 asti séilotyilla naytteilld. Analyyseista

saadut muuttujat lisattiin SPSS-ohjelmistoon tulosten tarkastelua varten.
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8.4.1 DNA geenisiruanalyysi

TwinActive - tutkimukseen keratyista lihasnaytteista (n=20) oli tehty komplementaarisia DNA
(cDNA) — naytteitd vuonna 2007. Lyhyesti kuvattuna homogenoiduista lihasndytteista
(FastPrep FP120 laite, MP Biomedicals, IllIkirch, Ranska) erotettiin totaali-RNA k&yttden
trizol-reagenssimenetelmaé kayttaen (Invitrogen, Carlsbad, CA), jonka jalkeen RNA:n
puhtaus ja laatu tarkistettiin (Experion laite, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Puhtaan
RNA:n raja-arvoksi hyvéksyttiin OD2s0/280 (Suhteella 1.8). 500 nanogrammasta totaali-RNA:ta
kaannettiin cDNA:ksi (Illumina RNA amplification kit, Ambion, Austin, TX), jonka jalkeen
cDNA:n puhtaus ja laatu jalleen tarkistettiin (Experion laite, Bio-Rad Laboratories, USA).

Vuonna 2008 osa néistd cDNA — néytteista (n=20) lahetettiin DNA geenisiruanalyysiin Turun
biotekniikan keskukseen (Turun yliopisto). Ennen analyysida cDNA:n puhtaus tarkastettiin
biotekniikan laitoksen toimesta uudelleen. Geenisiruanalyysit toteutettiin kayttaen kaupallisia
Illumina HumanWG-6 v3.0 v3.0 Expression BeadChips (lllumina Inc., San Diego, USA) -
siruja, jotka sisalsivat alukkeet (probe) 48 803 mRNA-kopiolle. Analyysissa jokaiselle
probelle tehtiin noin 30-50 mittausta yht4 néytettd kohti, jonka jalkeen kunkin néytteen
kullekin mRNA-kopiolle mitattiin ilmentymisen tasoa kuvaava signaali-intensiteettiarvo.
Toisin sanoen prosessin tuloksena saatiin numeerinen arvo, joka oli suoraan verrannollinen

MRNA-maaraan naytteessa.

Mittauksen jalkeen arvot normalisoitiin Quantile normalization - metodilla ei-biologisista
syista johtuvan vaihtelun véhentamiseksi aineistossa. Tama menetelma oli yleisesti kéytetty
mikrosirudatan yhteydessa. Lisaksi tuloksille laskettiin Pearsonin (r?) korrelaatioarvot,
analysoitujen mittausten samankaltaisuuden varmentamiseksi. Samankaltaisuutta kuvaavalla
asteikolla (0-1), arvo 0 merkitsi taydellistd epékorrelaatiota nadytteiden valilla ja arvo 1
puolestaan tdydellistd korrelaatiota. Nailtd biologisilta naytteiltd odotettiin véhintdan 0,95
korrelaatiota. Tutkittavien ryhmien véliseen vertailuun kaytettiin puolestaan R-ohjelmiston t-
testid. Tulokset oli raportoitu valmiiksi Turun biotekniikan keskuksessa, mutta tulosten
analysoiminen ja johtopaétosten tekeminen jaivét pro gradu-tyon tekijalle. Tassa tutkielmassa
ryhmien vélisen, tilastollisesti merkitsevan eron raja-arvoksi asetettiin 0,05 (p<0,05).
Toisaalta Laiho ym. (2008) mukaan tutkimusyksikoiden siséiseen kayttoon voitiin asettaa
suuntaa-antavia, 10ysempid raja-arvoja (p<0,10), jolloin hyvéksyttiin suurempi virheellisten
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positiivisten [0ydosten lukumé&&ra tuloksissa, mika otettiin  huomioon tydn tulosten
pohdinnassa.

Geenisiruanalyysin tuloksista l&hempéén tarkasteluun valittiin yhteensa 96 geenid, jotka
liittyivat oksidatiivisen fosforylaation proteiineihin ja komplekseihin 1-5. Haettaessa geenien
tarkempia tietoja NCBI Gene - tietokannasta havaittiin, ettd geenisirutulosten selailuun taytyi
poimia myods yksittaisten geenikopoiden vaihtoehtoiset muodot (transcript variant). Liséksi
DNA-tuloksista lahempaén tarkasteluun valittiin ApoAl-proteiinia koodittava geeni seka
HDL- ja ApoAl-partikkelien toimintaan liittyvien kalvoreseptorien (ABCA;, ABCG; ja SR-
B1) sek& tumareseptorien (HNF4o ja HNF4y) geenit ja niiden vaihtoehtoiset muodot. Lopuksi
tarkasteltiin ApoAl- ja HDL-partikkelin rakenteen muokkautumiseen liittyvien entsyymien
geenien (LCAT, CETP, PLTP, PON31, PON,, PON3ja HL) esiintymista ndytteissa.

8.4.2 Proteiinimuuttujien maarittaminen luurankolihasnaytteista

Kaksosten (n=20) lihasnédytteet Kkeréttiin m. vastus lateralis lihaksista yon yli kestaneen
paaston jalkeen. Proteiinianalyyseja varten sdilotyt ndytteet puhdistettiin, jaadytettiin ja
homogenoitiin nestetypessa (-160°C). Sen jalkeen ndytteet asetettiin puskuriliuokseen (20
mM HEPES (pH 7,4), 1 mM EDTA, 5 mM EGTA, 10 mM MgCl,, 100 mM B-
glycerofosfaatti, 1 mM NasVO, 2 mM DTT, 1% NP-40, 0,2% sodium deoxucholate ja 3%
proteaasi ja fosfataasi inhibiittori coctail (P 78443; Pierce, Rockford, IL). Sen jélkeen
lihashomogenaatit sentrifugoitiin 10 000g (10min) ja niiden kokonaisproteiinipitoisuudet
madritettiin (KoneLab laite, Thermo Scientific, Suomi). Naméa naytteet sdilottiin -80°C

vuonna 2007 ja tata tutkielmaa tyostettdessa naytteita oli jaljella enad 13 kappaletta.

Oksidatiivisen fosforylaation proteiineja méaaritettiin Western blot - menetelmalld. Kutakin
naytettd lammitettiin +50°C (10 minuuttia) ja ladattiin geeliin (Criterion TGX, 4-20%
(cat#567-1094) Precast Gels, Bio-Rad), jota ajettiin 150V (voltin) s&hkdvirrassa (45
minuuttia). Ajopuskuriliuoksena kaytettiin EF liuosta (Trizma Base 25 mM, glycine, SDS).
Ajon jalkeen geelid tasapainotettiin siirrostuspuskurissa (CAPS-puskuri, metanoli).
Siirrostuskalvona  kaytettiin  kaupallista kalvoa (Nitrocellulose Blotting Membrane,
Amersham™; Protram™ (cat# G9925577), Bio-Rad). Siirrostuslaite kasattiin niin, etta

proteiinien oli mahdollista siirtyd kalvolle. Siirrostus suoritettiin 300mA (milliampeeri)

20



séhkdvirrassa (2,5 tuntia), jonka jalkeen kalvoa blokattiin (Odyssey blocking buffer, LI-COR
Biosciences, USA) tunnin ajan vapaiden hydrofobisten pintojen peittdmiseksi. Sen jalkeen
yliméardinen blokkausliuos pestiin (Tris base, NaCl). Priméé&rivasta-aineina kaytettiin
MitoProfile (Total OXPHOS rodent WB antibody coctail ab110413, AbCam, USA),
laimennoksella 1:500 ja GAPDH (antibody rabbit polyclonal 600-401-A33, Rockland),
laimennoksella 1:20 000. MitoProfile tunnisti komplekseissa yleisimmin esiintyvét proteiinit
(Kuvio 7).

Kompleksi 5. g-alayksikko 1. transcript variant 2 (NM_004046.4)

Kompleksi 3, kuoriproteiini I (NM_003366.2)

(mitokondriaalinen DNA)

~mm———

—— Kompleksi 4. sytokromi ¢ oxidaasi alavksikkd I
WSS Kompleksi 2, alayksikks B (“iron sulfur”) (NM_003000.2)
| —

Kompleksi 1, B-alakompleksi 8 (NM_005004.2)

KUVIO 7. MitoProfile-vasta-aine tunnisti kuviossa osoitetut proteiinit (AbCam 2016).

Kalvoa pidettiin vasta-ainelaimennoksissa 12 tuntia, jolloin ne ehtivat tarttua tutkittaviin
proteiineihin. Sen jalkeen ylimééardiset vasta-aineet pestiin (TBS+tween 0,2%) ja kalvoa
kasiteltiin fluorensoivan leiman siséltavilla sekundadrivasta-aineilla (IRDye 800CW Donkey
Anti-Mouse, Odyssey LI-COR, laimennos 1:20 000 ja IRDye 680LT Donkey Anti-Rabbit,
Odyssey LI-COR, laimennos 1:20 000). Kalvoa pidettiin sekundaarivasta-ainelaimennoksissa
tunnin ajan, jotta ne ehtivat tarttua priméaarisiin vasta-aineisiin, jonka jalkeen yliméaaraiset
sekundaarivasta-aineet pestiin (TBS+Tween 0,2%). Lopuksi kalvo kuvattiin ja tulokset
analysoitiin (Odyssey kuvantamislaite, CLx-ohjelma, LI-COR). Analyysissdé madritettiin
fluorensoivan vasta-aineen signaali-intensiteettiarvoja, jotka kertoivat tarkasteltavan

proteiinin pitoisuudesta ndytteessa.
8.4.3 ApoAl ilmentymisen maarittdminen luurankolihasnaytteist&

ApoAl-geenin ilmentymista luurankolihaksissa tarkasteltiin DNA geenisiruanalyysin liséksi
gPCR - menetelmda hyddyntéden. Vuonna 2007 kaannettyja cDNA — naytteitd oli kuitenkin
hyédynnetty jo merkittdvd maara aiempiin tutkimuksiin. Sen vuoksi niita oli jéljella enaa

vahan vuoteen 2014 mennessd. qPCR-analyysi (7300 real-time PCR system, Applied
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Biosystems, Foster City, USA) toteutettiinkin kaikista naytteistd (n=13) valmistetulla
yhteisliuoksella.

Analyyseissa hyddynnettiin - ApoAl (Hs00163641_ml) ja housekeeping GAPDH
(Hs99999905_m1) geenien valmistajien mukaisia ilmenemisanalyysejd. Lyhyesti kuvattuna
cDNA néytteistd tehtiin laimennossarja, jonka ApoAl-geeniméérityksilla voitiin arvioida
ApoAl-geenin ilmentymistda mRNA-tasolla naytteissd ja GAPDH-geeniméarityksilla
puolestaan cDNA:n sdilymista ja ndytteiden eheyttd pakastamisen johdosta. gPCR-analyysin
reaktiolaimennoksessa kaytettiin fluorensoivan leiman siséltavdd TagMan - liuosta (Gene
Expression Mastermix, Applied Sciences).
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9 TULOKSET
9.1 Tutkittavien taustatiedot

TwinActive - tutkimuksen lihasndytteiden keruuvaiheeseen valikoitui kymmenen vapaa-ajan
fyysiseltd aktiivisuudeltaan eroavaa kaksosparia (n=20 henkil6d). Tutkittavista kolme oli
mono- (MZ) ja seitseméan dizygootteja (DZ) pareja. Nelja paria (n=8 henkil6a) olivat naisia ja
kuusi paria (n=12 henkil6d) miehid. Tutkittavat jaettiin ryhmiin vapaa-ajan liikunnallisen
aktiivisuuden mukaan, jolloin seka aktiivisten, ettd inaktiivisten henkil6iden ryhmassa oli 10
tutkittavaa henkil6d. Vuoteen 2016 mennessé lihasnéytteitéd oli jaljella 13 kappaletta, jolloin
osaan tutkimusongelmien tarkasteluun jai kuuden aktiivisen ja seitsemén inaktiivisen
tutkittavan ryhmat. Naista naytteistd kuusi oli keratty MZ- ja kuusi DZ- kaksospareilta ja
lisdksi analyyseihin hyvaksyttiin yksi pariton DZ-ndyte. Naista tutkittavista kuusi henkil6a oli

miehid ja seitseman naisia.

Kaksoset olivat keskimaarin 60-vuotiaita eikd heidan keskiméaardinen pituus tai kehon paino
eronneet tilastollisesti merkitsevasti aktiivisen ja inaktiivisen ryhmén vélilla. Tutkittavien
keskimaarainen painoindeksi asettui normaalipainon (18-25kg/m?) ylérajalle eika ryhmien
valilla ollut eroa painoindeksin suhteen. Kehon rasvaprosentissa havaittiin tilastollisesti
merkitseva ero ryhmien vililla (p<0,05), kun tutkittavien méadrd oli suurempi (n=20), mutta
madran pienentyessd (n=13) eroa ei havaittu ryhmien valilld. Sen sijaan vapaa-ajan
liikunnallisen aktiivisuuden mé&ard erosi merkittdvasti ryhmien valilla niin takautuvan
haastattelun perusteella (p<0,001), kuin 30 vuoden seurantajakson keskimé&ardisid arvoja

tarkasteltaessa (p<0,001).

Submaksimaalisen hapenottokyvyn (VOapea) tuloksia vertailtaessa, tutkittavien sukupuolella
ei nayttanyt olevan merkittavad vaikutusta tulosten vertailuun eika niitd sen vuoksi tarkasteltu
erikseen. Nain ollen suuremmassa tutkittavien joukossa (n=20) ryhmien Vélilld oli
tilastollisesti merkitsevdd eroa (p<0.05), aktiivisten kaksosten saadessa korkeampia tuloksia
verrattuna inaktiivisiin. Sen sijaan eroa ei havaittu tutkittavien mééran vahentyessa (n=13)
(Taulukko 4).
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TAULUKKO 4. Tutkittavien taustamuuttujat TwinActive - tutkimuksen (n=20) ja vuonna
2014 — 2016 jéljelld olevien lihasnaytteiden (n=13) osalta.

TwinActive — tutkimus Jaljella olevat naytteet tutkittavilta
vuonna 2007 henkil6iltéd vuonna 2014 - 2016
(n=20) (n=13)
Aktiiviset Inaktiiviset p-arvo, Aktiiviset Inaktiiviset  p-arvo,
(n=10) (n=10) (n=6) (n=7)
med (kh) med (kh) med (kh) med (kh)
1ké& (v) 60 (5) 60 (5) 59 (5) 59 (5)

Pituus (cm) 169 (9) 171 (10) 166 (8) 166 (6)

Paino (kg) 69 (12) 78 (23) 0,52 70 (12) 69 (6) 0,95
Painoindeksi (BMI) 24 (3) 26 (4) 0,08 25 (3) 25 (1) 0,73
Rasvaprosentti (%) 20 (6) 25 (6) 0,05* 22 (6) 25 (6) 0,63
Keskiarvoinen MET 8 (4) 2(2) <0,001*** 9 (4) 2(2) 0,002**

12 kk ajalta
(METh/pdiva)
Keskiarvoinen MET 11 (3) 2(2) <0,001*** 12 (3) 2(2) 0,001***
30 vuoden ajalta
(METh/péiva)
VOspeak 33 (5) 28 (4) 0,04* 31 (5) 28 (3) 0,24

(ml*kg™*ml™)

v = vuotta, kk = kuukautta, cm = senttimetrid, kg = kilogrammaa, ml = millilitraa

BMI = painoindeksi, MET = metabolic equivalent, lepoaineenvaihdunnan kerroin, METh = MET tuntia
a Ryhmien véliset erot testattiin Mann-Whitney U-testilla, med = mediaani, kh = keskihajonta

*p-arvo <0,05, tilastollisesti merkitsevé ero ryhmien valilla

**p-arvo<0,01, tilastollisesti hyvin merkitsevé ero ryhmien vélilla

**p-arvo <0,001, tilastollisesti erittdin merkitsevé ero ryhmien valilla

9.2 Seerumin ApoAl-pitoisuus

Suomalaiseen FINRISKI - tutkimukseen perustuen, seerumin ApoAl-pitoisuuden viitearvot
madriteltiin erikseen miehille 1,1-2,0g/l (grammaa litrassa) ja naisille 1,2-2,3g/l (Leiviska
ym. 2011). T&h&n ty6hon valikoitujen tutkittavien (n=20) seerumin keskimaéaraisia
apolipoproteiinimuuttujia ei kuitenkaan arvioitu erikseen miesten ja naisten suhteen, silla
sukupuoli ei vaikuttanut merkittavasti tulosten vertailuun. Né&in ollen kaksosten seerumin
keskimaarainen ApoAl-pitoisuus asettui FINRISKI — tutkimuksen viitearvoihin eika ryhmien
valilla havaittu tilastollisesti merkitsevid eroja. Liséksi tarkasteltiin tutkittavien seerumin
ApoB/ApoAl-suhdetta, jonka tuli asettua 0,3-1,0mmol/l (millimoolia litrassa) (HusLab
2014). Kaksosilla ApoB/ApoAl-suhde asettui ndihin viitearvoihin eikd ryhmien valilla

havaittu tilastollisesti merkitsevié eroja (Taulukko 5).
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Taulukko 5. Tutkittavien seerumin ApoAl-muuttujien keskimadraiset arvot.

TwinActive — tutkimus vuonna 2007 p-arvo,  Jaljellé olevat naytteet vuonna 2014 - 2016 p-arvo,

(n=20) (n=13)
med (kh) med (kh)

ApoA1l (g/l) ApoAl (g/l)

Aktiiviset (n=10) 1,9 (0,2) Aktiiviset (n=6) 2(0,2)

Inaktiiviset (n=10) 1,8 (0,2) 0,74  Inaktiiviset (n=7) 1,9 (0,2) 0,63
Kaikki tutkittavat (n=20) 1,9 (0,2) Kaikki tutkittavat (n=13) 1,9 (0,2)
ApoB/ApoAl (mmol/l) ApoB/ApoAl (mmol/l)
Aktiiviset (n=10) 0,5(0,1) Aktiiviset (n=6) 0,5(0,1)

Inaktiiviset (n=10) 0,6 (0,1) 0,25 Inaktiiviset (n=7) 0,5(0,1) 0,53
Kaikki tutkittavat (n=20) 0,5(0,1) Kaikki tutkittavat (n=13) 0,5(0,1)

g/l = grammaa litrassa; mmol/l = millimoolia litrassa; med = mediaani; kh = keskihajonta
a Tutkittavien ryhmien keskikohtien valiset erot testattiin Mann-Whitney U-testilla.
*p-arvo <0,05, tilastollisesti merkitsevé ero ryhmien valilla

**p-arvo <0,01, tilastollisesti hyvin merkitseva ero ryhmien vélilla

***p-arvo <0,001, tilastollisesti erittdin merkitseva ero ryhmien vélilla

9.3 Soluhengitykseen liittyvien proteiinien ilmentyminen lihasnaytteissa

Tarkasteltaessa DNA geenisiruanalyysin tuloksia, kaikki oksidatiiviseen fosforylaatioon
liittyvien proteiinien geenit ilmentyivat kaksosparien lihasnédytteisséa (Taulukko 6, Liite 2).
Mikrosirukokeessa naytteesta analysoidulle geenille mitattiin sen ilmentymisen tasoa kuvaava
signaali-intensiteettiarvo, joka oli verrannollinen geenin ilmentymiseen mRNA-tasolla.
Oksidatiiviseen fosforylaatioon liittyvistd ja proteiinikomplekseja koodaavista geeneistd
yhteensa 17 kappaletta erosi tilastollisesti merkitsevisti (p<0,05) ryhmien vililld. Eniten

eroavia geeneja l1oytyi kompleksin 1 proteiineista.

Yhteensa 15 alayksikossd geenien ilmentyminen oli aktiivisilla tehokkaampaa kuin
inaktiivisilla (p<0,05). Sen sijaan kahden geenin kohdalla ilmentyminen oli runsaampaa
puolestaan inaktiivisilla kuin aktiivisilla (p<0,05), mika lisasi ristiriitaisuutta havaittuihin
tuloksiin. Néité geeneja olivat kompleksin 1 proteiinia Fe-S 1 (NM_005006.5) ja kompleksin
3 erasta proteiinialayksikkdéa (NM_006830.2) koodittavat geenit (Taulukko 6).
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TAULUKKO 6. Tilastollisesti merkitsevasti (p<0,05) eroavat geenit ryhmien valilla, jotka

liittyivat oksidatiiviseen fosforylaatioon.

Proteiini, jota geeni koodittaa Aktiiviset Inaktiiviset  p-arvo,
(Sekvenssikoodi) (n=10) (n=10)
ka (kh), ka (kh),
Kompleksi 1 a-subkompleksit 3, 10, 10, 11, 13
NADH (NM_004542.2) 8841347 ((169101)) 7753501((15:1745)) 0,003**
A i - NM_004544.2 0,01**
dehydrogenaasi /ubiquinoni ENM:004544.2; 574 (93) 512 (60) 0.03*
(NM_175614.2) 2357 (291) 2163 (224) 0,03*
(NM_015965.4) 2381 (246) 2231 (176) 0,05*
B-subkompleksit 2, 11
(NM_004546.2) 6108 (686) 5636 (631) 0,01**
(NM_019056.3) 6486 (608) 6094 (472) 0,04*
a/B-subkompleksi 1
(NM_005003.2) 7036 (788) 6513 (633) 0,01**
Fe-S proteiini 1
(NM_005006.5) 406 (59) 481 (59) 0,006%**
Subkompleksi maarittdaméaton
(NM_002494.2) 1431 (84) 1333 (138) 0,03*
Kompleksi 2 Alayksikkd A, flavoproteiini
Sukkinaatti dehydrogenaasi (NM_004168.1) 2062 (199) 1874 (218) 0,01**
Kompleksi 3 Alayksikkd 137 (14) 149 (14) 0,02*
Ubiquinoni-sytokromi c (NM_006830.2)
reduktaasi
Kompleksi 4 Alayksikkd 6a polypeptidi 1
Sytokromi ¢ oxidaasi (NM_005205.2) 11802 (1158) 11018 (716) 0,05*
Alayksikkd 6b polypeptidi 1
(NM_001863.3) 9311 (1162) 8706 (660) 0,05*
Alayksikko 8
(NM_004074.2) 12642 (1211) 11755 (604) 0,04*
Kompleksi 5 AlayksikkoF2, transcript variant 3 2705 (384) 2441 (210) 0,01**
ATP syntaasi (NM_001003714.1)
ATP5S-kaltainen (‘like’) 1009 (124) 942 (131) 0,05*
(NM_018035.1)
ka = keskiarvo; kh = keskihajonta;
transcript variant = proteiinia koodaavan lahetti-RNA:n vaihtoehtoinen muoto
a DNA geenisiruanalyysin signaali-intensiteettiarvo
b Ryhmien viliset erot testattiin R-ohjelmiston t-testilla
*p-arvo <0,05, tilastollisesti merkitsevé ero ryhmien valilla
**p-arvo <0,01, tilastollisesti hyvin merkitseva ero ryhmien valilla
***p-arvo <0,001, tilastollisesti erittdin merkitseva ero ryhmien vélilla
Oksidatiiviseen fosforylaatioon osallistuvien kompleksien ilmentymista tarkasteltiin

proteiinitasolla, Western blot - menetelmda hyoddyntden. Menetelmédssa kéytetty
priméaarivasta-aine (MitoProfile) havaitsi kussakin kompleksissa esiintyvien proteiinien
signaali-intensiteettiarvoja, joiden tarkemmat tiedot esitettiin kuviossa 7. Naméa proteiinit
esiintyvat kaikkien tutkittavien (n=13) lihasndytteissa (Kuvio 8), mutta tilastollisesti
merkitsevid (p<0,05) eroja ei havaittu ryhmien valilld (Kuvio 9). Tdma ilmid nakyi myos

DNA geenisiruanalyysissa mMRNA-tasolla ndiden proteiinien osalta (Liite 2).
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KUVIO 8. Oksidatiiviseen fosforylaatioon liittyvat proteiinit esiintyivat tutkittavien
lihasnéytteissa (n=13).
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KUVIO 9. Oksidatiivisen fosforylaatioon liittyvien proteiinien ilmentymisessé ei havaittu

eroja ryhmien valilla (n=13). Ryhmien vilisia eroja tutkittiin Mann Whitney U-testin avulla.
9.4 Seerumin ApoAl-pitoisuuden yhteys lihasndytteiden proteiinimaarityksiin

Tutkielmassa selvitettiin  lisdksi seerumin ApoAl-pitoisuuden yhteyttd maaritettyihin
lihasproteiineihin kaksosilla. Tydssa aiemmin esitetyissa kappaleissa todettiin, ettei ryhmien
valilla havaittu tilastollisesti merkitsevié eroa valittujen seerumimuuttujien (n=20/n=13) tai
oksidatiiviseen fosforylaatioon osallistuvien proteiinien (Western blot) tasoissa (n=13).
Tarkasteltaessa kaikkia tutkittavia yhtend ryhméana (n=13), seerumin ApoAl-pitoisuudella tai
ApoB/ApoAl-suhteella ei ollut tilastollisesti merkitsevdd yhteyttd lihaskudoksen
proteiinimaarityksiin (p>0,05).
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9.5 ApoAl-geenin ilmentyminen lihasnaytteissa

Tutkielman toisen aihealueen tarkoituksena oli selvittdd, ilmentyikd ApoAl-proteiini
kaksosten luurankolihasnaytteissd. qPCR-analyysin tulosten perusteella havaittiin, etta
ApoAl-geeni ilmentyi mRNA-tasolla kaksosten luurankolihasndytteistd tehdyssé
yhteisliuoksessa. Tdéma havaittiin niin, ettd ndytteiden mRNA:sta k&annetystd cDNA:sta
voitiin tunnistaa ApoAl-geenialue, johon menetelméssa kaytetty aluke tarttui. N&in ollen
lihasten ApoAl-geenialueesta oli kopioitu mMRNA-juosteita, jotka havaittiin néytteessa.
Erillinen gPCR-analyysi housekeeping geenilld sen sijaan osoitti, ettd vuonna 2007 kaannetyt
cDNA-néytteet olivat edelleen eheité.

gPCR-analyysin perusteella ei kuitenkaan voitu erotella sitd, oliko fyysisesti aktiivisella
elaméntavalla merkitystd ApoAl-geenin ilmentymisen tasoon, silld analyysissd késiteltiin
kaikilta tutkittavien néaytteitd yhdesséd eikd erikseen. Sen sijaan ApoAl-geeni néytti
ilmentyvan lihaskudoksessa myo6s kaksosten (n=20) DNA geenisiruanalyysissd ja nama
tulokset osoittivat, etté tutkittavien ryhmien valilla ei havaittu tilastollisesti merkitsevéa eroa

geenin ilmentymisen tasoissa (p>0,05) (Taulukko 7).

TAULUKKO 7. Geenisiruanalyysissa havaittu ApoAl ilmentyminen lihasnédytteissa (n=20).

Proteiini, jota geeni koodittaa Aktiiviset Inaktiiviset p-arvo,
(Sekvenssikoodi) ka (kh), ka (kh),
(n=10) (n=10)
ApoAl (NM_000039.1) 41 (3) 40 (2) 0,58
ApoAlbinding protein (NM_144772.1) 603 (60) 563 (78) 0,12

ka = keskiarvo, kh = keskihajonta

a Ryhmien valiset erot testattiin R-ohjelmiston t-testilla

b DNA geenisiruanalyysin signaali-intensiteettiarvo
*p-arvo <0,05, tilastollisesti merkitseva ero ryhmien valilla

9.6 ApoAl- ja HDL-partikkeleihin liittyvien geenien ilmentyminen lihasnaytteissa

DNA geenisiruanalyysin tulosten perusteella havaittiin, ettd ApoAl- ja HDL-partikkelien
toimintaan  liittyvien  reseptorien ja  entsyymien geenejd ilmentyi  kaksosten
luurankolihasnéaytteissa mMRNA-tasolla. Néista esimerkiksi kalvoreseptori SR-B;1:n oli havaittu
aiempien tutkielmien mukaan ilmentyvdn muun muassa maksakudoksessa. Alla olevaan

taulukkoon on listattu DNA geenisiruanalyysissa havaitut tulokset (Taulukko 8).
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TAULUKKO 8. DNA geenisiruanalyysissa (n=20) havaittujen ApoA1l- tai HDL-partikkelien

toimintaan liittyvien reseptorien seké entsyymien geenit.

Proteiini, jota geeni koodittaa Aktiiviset Inaktiiviset p-arvo,
(Sekvenssikoodi) ka (kh), ka (kh),
(n=10) (n=10)
Kalvoreseptorit ABCA; (NM_005502.2) 746 (239) 709 (140) 0,80
ABCG;, transcript variant 1, 2, 3, 5ja 7
(NM_207630.1) 48 (3) 50 (4) 0,12
(NM_016818.2) 185 (51) 181 (50) 0,69
(NM_207174.1) 50 (4) 51 (5) 0,72
(NM_207627.1) 48 (4) 48 (3) 0,89
(NM_207629.1) 90 (26) 76 (9) 0,05*
SR-B; (NM_005505.3) 136 (20) 136 (15) 0,97
Tumareseptorit HNF4a, transcript variant 3 ja 6
(NM_178850.1) 45 (3) 46 (3) 0,66
(NM_001030004.1) 45 (1) 45 (3) 0,67
HNF4y (NM_004133.3) 44 (3) 45 (2) 0,61
Entsyymit CETP (NM_000078.1) 56 (4) 59 (5) 0,19
LCAT (NM_000229.1) 55 (6) 54 (3) 0,67
PLTP, transcript variant 1 ja 2
(NM_006227.2) 49 (3) 48 (4) 0,42
(NM_182676.1) 148 (22) 137 (21) 0,29
PON; (NM_000446.3) 51 (10) 47 (5) 0,10
PON, (NM_000305.2) 383 (54) 387 (57) 0,77
PON; (NM_000940.1) 59 (6) 58 (4) 0,57
HL (NM_000236.1) 39 (1) 40 (4) 0,36

ka = keskiarvo, kh = keskihajonta

a Ryhmien véliset erot testattiin R-ohjelmiston t-testilla

b DNA geenisiruanalyysin signaali-intensiteettiarvo
*p-arvo <0,05, tilastollisesti merkitsevé ero ryhmien valilla
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10 POHDINTA

Tutkielmaan valikoituneiden kaksosten vapaa-ajan fyysinen aktiivisuus oli eronnut
merkittavasti yli 30 vuoden ajan. Kaksosista MZ-parit jakoivat l&hes saman ja DZ-parit noin
50% saman geneettisen aineiston, jonka vuoksi aineisto oli ainutlaatuinen fyysisen
aktiivisuuden erojen tarkasteluun. Jyvaskyldn vyliopiston pitk&aikainen kaksosseuranta
mahdollisti sen, ettd vuonna 2007 TwinActive - tutkimukseen valikoituivat vain sellaiset
kaksosparit, joiden fyysinen aktiivisuus oli eronnut eniten. Sen liséksi tutkittavilta keratty

laaja aineisto mahdollisti erilaisten kudosmuuttujien vertailun.

TwinActive - tutkimus oli Helsingin yliopiston kansanterveystieteen laitoksen eettisen
toimikunnan hyvéksyma ja siind noudatettiin hyvia tieteellisia kaytantdja. Kaksosparit olivat
vapaaehtoisia ja antoivat kirjallisen suostumuksen tutkimuksen erivaiheisiin osallistumisesta.
Taman tyon tekijé ei osallistunut aineiston keruuseen vaan kasitteli muuttujia ID-tunnisteiden
avulla, jolloin tutkittavien henkil6tiedot, kuten nimi tai asuinpaikkakunta pysyivat

tunnistamattomina.

10.1 Tutkittavien erot vapaa-ajan fyysisessa aktiivisuudessa

Kaksosten vapaa-ajan fyysistd aktiivisuutta oli arvioitu 12 kuukauden takautuvan kyselyn
avulla (Liite 1), joka toteutettiin teemahaastatteluin, mik& saattoi lisatd vastausten
luotettavuutta. Toisaalta takautuva ajanjakso oli pitka ja sisélsi esimerkiksi eri vuodenaikojen
muistelua. Nain ollen tulokset olivat saattaneet sisaltdd ali- tai yliraportointia esimerkiksi
fyysisen aktiivisuuden maarastd. Muun muassa Hearst ym. (2012) epaéilivat
kyselylomakkeiden validiteettia ja reliabiliteettia edelld mainittujen syiden takia. Toisaalta
edeltdvissa julkaisuissa oli havaittu, ettd kaksoset olivat eronneet esimerkiksi
kehonkoostumukseltaan (Leskinen ym. 2009; Waller ym. 2010; Leskinen ym. 2013) ja
kaksosten rasvaprosentti sekd submaksimaalinen hapenottokyky erosivat ryhmien valilla
(n=20). Nain ollen pitkaaikainen fyysisen aktiivisuuden ero oli luultavasti ollut todellinen ja

vaikuttanut kaksosten fenotyyppeihin.

Ryhmat nimettiin “aktiivisiksi” (engl. active) ja “inaktiivisiksi” (engl. inactive) vapaa-ajan
fyysisen aktiivisuuden maarédn (METh) ja edeltdvien julkaisujen mukaan (Leskinen ym. 2010;
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Waller ym. 2010; Kujala ym. 2013). Ryhmia vertailtiin nédin ollen kesken&an eika arvioitu sita,
olivatko henkilot keskiméaréistd aktiivisempia vai inaktiivisempia verrattuna samaa
sukupuolta tai ikaluokkaa oleviin henkildihin. Kaksostutkimusta varten ei kuitenkaan
toteutettu erillistd interventiota, jossa toinen ryhma olisi ollut aktiivisempi ja toinen
esimerkiksi vuodelevossa. Sen vuoksi todenmukaisemmin ryhmét olisi voitu nimeté

“aktiivisiksi” (engl. active) ja ”vdhemman aktiivisiksi” (engl. sedentary).

10.2 Menetelmien luotettavuus

Tutkielmassa analysoitujen lihasndytteiden mRNA oli eristetty vuonna 2007, jolloin
naytteiden puhtaus oli tarkistettu ja ainoastaan puhdas cDNA hyvéksytty sailottavéksi.
Néytteista tehdyista analyyseista oli julkaistu tutkimusartikkeleita (Leskinen ym. 2010; Kujala
ym. 2013), mutta vuosiin 2014 - 2016 mennessa naytteitd oli sailytetty pitk&an, mika saattoi
heikentdd tdman tyon tulosten luotettavuutta. Tdssé tyossd kaytetyt analysointimenetelmat
olivat monivaiheisia ja edellyttivat tekniikoiden hyvaa hallintaa. Tyon tekija harjoitteli
tekniikoita ennen varsinaisten naytteiden késittelyd, mutta menetelmissd mahdollisesti
sattuneet virheet saattoivat vaikuttaa tuloksiin. gPCR- ja Western blot - analyyseissa
naytteiden (n=13) eheys tarkistettiin, jonka liséksi tulokset normalisoitiin housekeeping

geenin avulla, mika saattoi puolestaan vahvistaa tulosten luotettavuutta.

Vuonna 2008 naytteistd kerdtyt cDNA - naytteet l&hetettiin DNA geenisiruanalyysiin (Turun
yliopisto), jossa niiden puhtaus tarkistettiin uudelleen. Kokeessa kaytettiin yleisesti
hyvaksyttyja menetelmid sekd kaupallista geenisirua, joka sisalsi alukkeet huomattavalle
maaréalle mRNA-kopioita (48 803). Kaupallisesti tuotettu siru oli luotettavampi kuin itsetehty,
silla sirujen valmistajat pyrkivat vahentamaan cDNA:han liittyvid ongelmia ja tuottamaan
tasalaatuisia tuotteita (lllumina 2010). Sirutuloksia kasiteltiin tilastollisin menetelmin ei-
biologisten tekijoiden vahentymiseksi (Laiho 2008), mik& saattoi lisitd tulosten

luotettavuutta.

Kaksosparit olivat ialtddn noin 60-vuotiaita, joten mahdollisia ik&&ntymisesta johtuvia

muutoksia oli ehtinyt tapahtua tutkittavissa kudoksissa. Kaksosten vapaa-ajan fyysisen

kuormituksen maaréd4 tai laatua ei kontrolloitu, mikd olisi saattanut lisatd fyysisen

aktiivisuuden vaikuttavuuden arvioimista tutkittaviin muuttujiin. Lisaksi tutkittavia oli
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vahainen maard, mika vaikutti tulosten yleistettdvyyteen. Tarkasteltu aineisto oli kuitenkin
ainutlaatuinen pitkdaikaisen fyysisen aktiivisuuden ja vahdisemman fyysisen aktiivisuuden
aikaansaamien rakenteellisten ominaisuuksien tutkimiseen. Saatuja tuloksia voidaankin
hyodyntédéd suuntaa-antavina ilmidina elinikdisen fyysisen aktiivisuuden erojen vaikutuksista

valittuihin kudosmuuttujiin.

10.3 Periméan merkitys seerumin HDL- ja ApoAl-pitoisuuteen

Seerumin  HDL-kolesterolipitoisuuden on  epéilty olevan yhteydessd elimiston
suoritustehoisuuteen ja saannollisen, kohtuu- tai kovatehoisen aerobisen liikunnan kehittavan
HDL-tasoja tehokkaasti (Olchawa ym. 2004; Kodama ym. 2007). Kaksostutkimukset ovat sen
sijaan osoittaneet perimédn vaikuttavan seerumin HDL-kolesteroliin liikuntaharjoittelusta
huolimatta (Williams ym. 2005). Niin ikdan yksilollisen HDL-kolesterolin “l&htdtason” on
havaittu vaikuttavan HDL-tasojen kehittymisen ja liikuntakapasiteetin yhteyteen, silla
esimerkiksi Williams ym. (1994) mukaan sellaiset henkil6t, joilla oli korkeampi HDL-
pitoisuuden l&htotaso, jaksoivat juosta pidempid matkoja viikossa kuin ne, joilla oli

alhaisempi lahtétaso.

Tassa tydssa selvitettiin fyysiseltd aktiivisuudelta eroavien elintapojen merkitysta valittuihin
apolipoproteiinimuuttujiin  samasta geeniperimasta huolimatta. Seerumin ApoAl- tai
ApoB/ApoAl-suhteessa ei havaittu eroja ryhmien vélilld (n=20), mika saattoi johtua
perimastd tai tutkittavien madréstd. Aiemmissa julkaisuissa on kuitenkin havaittu, ettd
kaksosparien aktiivisella ryhmalla seerumin HDL-kolesterolipitoisuus ja suurempien HDL-
partikkelien maaré olivat korkeampia kuin inaktiivisella ryhmaélla (Leskinen ym. 2010; Kujala
ym. 2013). Edeltavissd julkaisuissa kaksosaineiston tuloksia yhdistettiin laajempaan
aineistoon (Kujala ym. 2013) tai niissd hyodynnettiin erilaisia tilastollisia menetelmia kuin
tassa tyossa (Leskinen ym. 2010). Téssa tutkielmassa tilastomenetelména kaytettiin pienille
aineistoille soveltuvaa testia (Mann Whitney U-testi), jossa vertailtiin kahden ryhman arvoja

keskenddn. Sen sijaan testi saattoi jattdd huomioimatta kaksosaineistolle erityisia piirteita.

Vastavuoroisesti véhaisen fyysisen aktiivisuuden ja metabolisten sairauksien on todettu

liittyvan seerumin alhaiseen HDL-kolesterolipitoisuuteen (Zhang ym. 2013). Ahmadzadeh &

Azizi (2014) listasivat artikkelissaan ryhmén geenejd, jotka liittyivat sek& seerumin alhaiseen
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HDL-pitoisuuteen, ettd yleisimpiin metabolisiin sairauksiin, kuten insuliiniresistenssiin
(Kuvio 10).
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Lipoproteiineihin liittyvid geenej3, ~ i
APoA1 APoAz 7 ~
APOC3 APOC4 APOD V4 INSR AN
APOE APOF  APOL1 APOAS phed \
APOM ABCA7 ABCB4 / ABCA1 \
2232351 353036 gf\;’: I oeeemmmemmenn Insuliiniresistenssiin \‘
ABCG8 LCAT  LIPG1""" ApiPOQ LIPE "**h.. liittyvid geeneja
?:’;gg;ff gggm ~° | PPARG PPARA | ', :
NPO1LA \ ANGPLT3 LEPR !
SCARB1 :." v NR1H2 NR1H3 ‘..‘ /
LPL e CcLU . NR1H4 RXRA °,‘- /
PLTP p RE g : -
SAA4 > C
NOS3 PON3
SELE SELP
*+,, Tulehdukseen liittyvid geeneja .-

. .
‘e -
e .
‘e .
--------
----------------

KUVIO 10. Eraita insuliiniresistensiin tai tulehdustekijoihin liittyvi& geenejd, jotka ovat joko

suoraan tai epasuoraan yhteydessa seerumin lipoproteiineihin (Ahmadzadeh & Azizi 2014).

HDL-partikkelien rakenneproteiinien monien roolien tarkasteluun onkin heratty vasta
hiljattain ja tutkimuskentta laajenee analyysimenetelmien tarkentuessa. Muun muassa Surakka
ym. (2012) havaitsivat erddn geenilokaation variaation (geenilokus rs2483058, introni
SRGAP2) vaikuttavan seerumin HDL-kolesterolipitoisuuteen MZ-kaksospareilla. Sellaiset
henkil6t, jotka kantoivat geenin C-alleelia, nayttivat olevan herkempid ymparistdtekijoiden
vaikutuksille samasta perimastd huolimatta. Aiemmin geenin oli havaittu liittyvéan erilaisiin
syopiin, mutta sen yhteyttd lipoproteiinimuuttujiin ei ollut tutkittu (Surakka ym. 2012).
Liikuntaharjoittelun ~ ja  toisaalta  véhdisen aktiivisuuden vaikutukset téllaisten
geenivariaatioiden kantajille saattaisivat olla merkityksellisid ja selittad sitd, miksi joillakin

henkil@illa seerumin HDL-Kkolesteroli pysyy alhaisena liikuntaharjoittelusta huolimatta.

Niin ik&&n ApoAl-proteiinia muistuttavia l&dakeyhdisteitd on kehitelty niin ihmis- kuin
elaintutkimuksin ~ (Reddy ym. 2014; White ym. 2014). Parhaimmillaan ndiden
ladkeyhdisteiden  positiiviset ~ vaikutukset  saattaisivat ratkaista alhaisen HDL-

kolesterolipitoisuuden kohentumisen dilemman erinéisistd geneettisista taustoista huolimatta.
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Toistaiseksi ladkeinterventioiden positiiviset vaikutukset ovat jaaneet kuitenkin lyhytaikaisiksi
eivatkda ole korvanneet liikunnallisen aktiivisuuden merkitystd ensisijaisena hoitomuotona
(Zhang ym. 2013; White ym. 2014).

Lahitulevaisuudessa Ahmadzadeh & Azizin (2014) listaus laajentunee edelleen, silla
tarkennusta erilaisten kandidaattigeenien seka geenisaatelijoiden, kuten microRNA-juosteiden
yhteyksista lipidimuuttujiin kerétédén lisaa (Butler ym. 2015; Flowers ym. 2015). Naiden
séatelytekijoiden tunnistaminen saattaisi tarkentaa geneettisid tekijoitd sekd selventaa sita,
miksi ainoastaan kohtuu- tai kovatehoinen aerobinen harjoittelu vaikuttaa tehokkaimmin
HDL-kolesterolin kehittymiseen. Toisaalta tarkennusta kaivattaisiin edelleen siita, mitka
tekijat vaikuttavat ApoAl-proteiinin ilmentymiseen sekd sen vallitsevaan pitoisuuteen ja
nopeisiin poistamistapahtumiin seerumissa. Niin ikain alustavat havainnot HDL-pre-B-
partikkelien ilmentymisen tehostumisesta akuutin fyysisen kuormituksen seurauksena (Jafari
ym. 2003; Sviridov ym. 2003) kaipaisivat lisd4 nayttoa.

10.4 Fyysisen aktiivisuuden erojen merkitys luurankolihasten soluhengitysproteiineihin

Kompleksi 1 (NADH dehydrogenaasi-ubikinoni) aloittaa oksidatiivisen fosforylaation
tapahtumaketjun, ollen keskeisin tekijad mitokondrioiden soluhengitys- ja energiametaboliassa
(Sharma ym. 2009). Kompleksin 1 onkin todettu olevan suurin ja monimutkaisin
proteiinikompleksi sen useiden tehtévien sek& alayksikdidensd ansiosta (Gorman ym. 2015),
ja elainkokeissa sen toimintah&irididen on epdilty olevan suoraan verrannollinen
oksidatiivisen fosforylaation hairiéihin  (Irwin ym. 2013). Téman tydn kaksosten
lihaskudoksessa ilmentyneitd geeneja oli aiemmin arvioitu GSEA menetelman avulla
(Leskinen ym. 2010), jossa geeneja oli Klusteroitu toiminnallisiin ryhmiin, Kkuten
oksidatiivisen fosforylaatioon liittyviin geenisarjoihin sekd arvioitu nait4 geenisarjoja ryhmien
valilla (Leskinen ym. 2010). Tassa tyossa tutkittiin puolestaan oksidatiiviseen fosforylaatioon
liittyvia geeneja tarkemmin, jolloin pystyttiin arvioimaan yksittéisten proteiinialayksikdiden
ilmentymistd kokonaisten geenisarjojen sijaan. Tydssa havaittiinkin 17 proteiinialayksikon
geenien ilmentymisen eroavan tilastollisesti merkitsevasti (p<0,05) ryhmien valilld ja néistad
10 geenid liittyi kompleksin 1 proteiineihin. Muita tilastollisesti merkitsevia eroja l0ytyi
yhdestd tai korkeintaan muutamista alayksikoistd kunkin kompleksin kohdalla. Eroavissa
geeneissa padasiassa aktiivisilla havaittiin korkeampia arvoja kuin inaktiivisilla henkil6ill&.
34



Mitokondrioiden véhentyneen mé&érdn ja rakenteellisten muutosten on osoitettu liittyvan
vahdiseen liikuntaan, metabolisiin sairauksiin seka ik&antymiseen (Chanséaume & Morio
2009). Toisaalta aerobisen harjoittelun on todettu vaikuttavan positiivisesti edellda mainittuihin
muuttujiin (McPhee ym. 2011; Konopka ym. 2013). Yksittdisten proteiinialayksikoiden
geenien ilmentymisté erilaisten metabolisten tai fyysisten kuormitustekijoiden seurauksena on
tutkittu verrattain vahan. Ling ym. (2007) ja Ritov ym. (2010) havaitsivat kompleksien
geenien ilmentymisen ja etenkin kompleksin 1 proteiinipitoisuuden vahentyneen
insuliiniresistenssia ja tyypin 2 diabetesta sairastavilla ihmisilla. Lisaksi Ling ym. (2007)
epéilivat erddn kompleksin 1 alayksikon (NDUFB6) ilmentymisen vahentyvan ikdantymisen
seurauksena (Ling ym. 2007).

Taman tyon lihasnaytteissa (n=13) oli ehtinyt tapahtua ikdantymisestd johtuvia muutoksia.
Lisédksi ryhmien valisten erojen tarkasteluun valittiin tiukat raja-arvot (p<0,05), jolloin
havaintojen ulkopuolelle saattoi jaada useita positiivisia 10ydoksia, jotka kertoivat biologisista
muutoksista komplekseissa (Laiho ym. 2008). Havaitut geenien ilmentymisen erot ryhmien
valilla saattoivat johtua muista tekijoistd, kuin ainoastaan fyysisen aktiivisuuden
vaikutuksista. Toisaalta I0yhempid raja-arvoja kaytettaessa (p<0,1) havaittiin, ettd yhteensa 25
geenin ilmentymisessa oli eroja niin, etta aktiivisilla ilmentymisen taso oli voimakkaampaa
kuin inaktiivisilla, mika saattoi viitata siihen, ettd fyysisesti aktiivisella eldmantavalla oli
merkitysta geenien tehokkaampaan ilmentymiseen samasta perimasta huolimatta. Epéailtavéksi

jai, olisiko naita havaintoja voitu vahvistaa hyodyntdmalla suurempaa tutkittavien maaraa.

Sen sijaan yksittaisten alayksikdiden geenien ilmentymisen vaikutukset laajemmin
mitokondrioiden toimintaan tai esimerkiksi metabolisiin sairauksiin on huonosti tunnettu
(Sharma ym. 2009). Té&ssa tyossd ei havaittu eroja kompleksien ilmentymisen tasoissa
proteiinitasolla. Western blot - menetelméssd kaytetyt vasta-aineet analysoivat kuitenkin
ainoastaan yhden proteiinin ilmentymistd kussakin kompleksissa. Valmistajan mukaan
esimerkiksi liikuntaharjoittelun aikaansaamat fysiologiset ja patologiset muutokset vaikuttivat
valittujen proteiinien ilmentymiseen ja ilman néitd proteiineja tiettyjd kompleksejakaan (1-5)
ei olisi havaittu naytteessd (AbCam 2016). Toisaalta DNA geenisiruanalyysissd havaitut
tulokset olivat yhtenevid Western blot - tulosten kanssa, silld tutkituissa proteiineissa el
havaittu eroa ryhmien valilla myoskadn mRNA-tasolla. Saatujen tulosten perusteella ei voitu
35



kuitenkaan arvioida, miten yksittaisten alayksikoiden ilmentyminen tai niissd havaitut erot
ryhmien valilla mRNA-tasolla olisivat ndkyneet proteiinitasolla. Liséksi naytteiden

toiminnalliset mittaukset jaivat uupumaan.

10.5 Seerumin ApoALl yhteys soluhengitykseen osallistuviin proteiineihin

Seerumin HDL-kolesterolipitoisuuden on epdilty kohoavan fyysisen aktiivisuuden
seurauksena muun muassa sen vuoksi, ettd sen toiminta voisi liittyd tehostuneisiin
rasvahappojen kuljetustapahtumiin tydskenteleville soluille (Leskinen ym. 2010). HDL-
partikkelien herkkyys sitoa seerumin rasvayhdisteitd (Gangani ym. 2008) on saattanut
vaikuttaa téllaisten johtopéatdsten kehittymiseen. Toisaalta luurankolihasten, HDL-muuttujien
ja liikkunnan yhteyksia on pohdittu aiemminkin muun muassa niin, ettd seerumin suurten
HDL-partikkelien on havaittu lisd&ntyneen saannollisen fyysisen aktiivisuuden johdosta
(Kujala ym 2013) ja pienten partikkelien maéardn kohoavan puolestaan lihavuuden
seurauksena (Pietildinen ym. 2009). Eraat tutkijaryhmét ovat esittdneet seerumin HDL-
kolesterolipitoisuuden kohoamisen liittyvan lihasmassan kehittymiseen (Olchawa ym. 2004)
ja toiset tietynlaiseen lihassolutyyppijakaumaan (pé&éasiassa tyypin | solut) (Tikkanen ym.
1996).

Samanaikaiset muutokset elimiston metaboliassa liikuntaharjoittelun seurauksena saattaisivat
johtaa samanaikaisiin  muutoksiin  sekd seerumin lipidiaineenvaihdunnassa, etta
tyoskentelevien lihasten mitokondrioissa (Leaf ym. 2003). Sen sijaan ApoAl-proteiinin
edistamat vaikutukset mitokondrioiden aerobisessa kapasiteetissa in vivo- ja koe-
eldintutkimuksin (Lehti ym. 2013) herattivéat epéilyn néiden tekijoiden yhteydesta. Viitteet
naiden muuttujien vélisesta yhteydesta jaivat kuitenkin tassa tutkielmassa ratkaisematta, silla
yhteyttd muuttujien valilla ei havaittu. Kontrolloidumpi liikuntainterventio ja siihen liittyva
tutkimusasetelma olisivat saattaneet sopia paremmin ndiden tekijoiden yhteyden tarkasteluun.

10.6 ApoAl ilmentyminen kaksosten luurankolihaskudoksissa

Aiemmissa  julkaisuissa ~ ApoAl-geenin oli havaittu ilmentyvén hiirien

luurankolihaskudoksissa ja sijaitsevan solun sisdisissa lipididropleteissa (Zhang ym. 2011).

Taman tutkielman analyyseissé havaittiin, ettd ApoAl-geeni ilmentyi lihasnéytteissd (n=13)
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myos ihmisilla. gPCR-analyysissa kaksosten lihasnaytteistd voitiin tunnistaa geenid koodaava
alue. DNA geenisiruanalyysi puolestaan vahvisti havaitun tuloksen ja selvensi, ettei
tutkittavien fyysisesti aktiivisilla eldmantapojen eroilla ndyttdnyt olevan merkitysta
ilmentymiseen tasoon. \errattaessa ApoAl-geenin ilmentymisen tasoa oksidatiiviseen
fosforylaatioon liittyvien proteinien ilmentymisen tasoihin, ApoAl-geenin signaali-
intensiteettiarvo ndytti olevan verrattain vahaistda molemmissa tutkittavissa ryhmissa. Niin
ikddn  Zhang ym. (2011) havaitsivat ilmentymisen tason olevan hiirilla
luurankolihaskudoksissa vahaisempaa kuin esimerkiksi maksa- tai ohutsuoliston kudoksissa.
He epailivét, ettei proteiinin ilmentymiseen lihaksissa oltu sen vuoksi kiinnitetty aiemmin
huomiota (Zhang ym. 2011). Varsinaisia viitearvoja ilmentymisen tasolle ei kuitenkaan
laadittu ja sen vuoksi tdmén ja Zhang ym. (2011) tutkielmien havaintojen tueksi kaivataan

edelleen vahvistavaa nayttoa.

Niin ikadn ApoAl-toimintaan ja muokkautumiseen liittyvien entsyymien geenien havaittiin
ilmentyvan lihasnaytteissa. Seerumikudoksissa ~ ApoAl- ja  HDL-partikkelin
muokkaustapahtumat ovat nopeita (Aztalos ym. 2014, 39-45) ja tdmén tyon tulosten
perusteella epailtavéksi jai, olisiko ApoAl-partikkelilla ja sen muokkaamiseen osallistuvilla
entsyymeilla samankaltaisia rooleja niin lihas- kuin seerumikudoksissa. Arvioit siit4,
millaisessa solunsisdisessd tai -ulkoisessa tarpeessa ApoAl-proteiinia tai sitdi muokkaavia
entsyymeja syntesoitaisiin luurankolihassoluissa, jaivat kuitenkin téssa tutkielmassa

ratkaisematta.

Kalvoreseptori ABCA;:n oli osoitettu syntesoituvan lihaskudoksessa ja sijaitsevan solujen
ulkokalvoilla seka solun sisaisten vesikkelien kalvopinnoilla (Neufeld ym. 2001). Aiempien
julkaisujen mukaan niiden oli havaittu luovuttavan lipidi- ja kolesteroliyhdisteitd ainoastaan
ApoAl- tai HDL-pre-p-partikkeleille. Reseptorin ja ApoAl-partikkelien yhteistyon
sujuvuuden oli niin ik&an todettu olevan ensisijaista elimiston kolesterolitasapainon saatelylle,
silld seerumin HDL-pitoisuus naytti olevan suoraan verrannollinen ABCA;-pitoisuuteen
solukalvoilla (Wang & Smith ym. 2014). Vastavuoroisesti seerumin ApoAl-partikkelien
maarén oli todettu sdatelevdn ABCA;-tarvetta ja toimivan ulkopuolisena inhibiittorina
reseptorin nopeille hajotustapahtumille solun sisalla (Lu ym. 2008). Tamén tutkielman
perusteella ABCA;-reseptorin ilmentymisessa ei havaittu eroja ryhmien Valilla, joten
proteiinin ilmentymiseen vaikuttivat néilla tutkittavilla luultavasti muut tekijat, kuin vapaa-
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ajan fyysisen aktiivisuuden maara. Tamé saattoi kuitenkin vahvistaa havaintoa siité, etteivat

my0oskaan valittujen seerumimuuttujien tasot eronneet ryhmien valilla.

Mekanismit ApoAl- ja ABCA;-proteiinien yhteistyosta tarkentunevat edelleen. Toistaiseksi
tutkimusalue on  keskittynyt  kolesteroliaineenvaihduntaan  l&hinnd  seerumi-  ja
makrofagikudoksissa, joissa erilaisia signalointireittejd ApoAl- ja ABCA;-proteiinien véalilla
on tunnistettu (Luu ym. 2013). Suuntaa-antavia viitteitd on keratty myds siita, ettd ABCA;
kykenisi kuljettamaan ApoAl-partikkeleita endosytoosin avulla solun ulkopuolelta siséisiin
vesikkeleinin  (Zhao ym. 2012). Mikali ApoAl syntesoituisi proteiinitasolle
luurankolihaskudoksissa, sen proteiinituote saatettaisiin kuljettaa valittomasti kudosten
ulkopuoliseen tilaan. Toisaalta Zhang ym. (2011) havainto hiirill& saattaisi viitata siihen, etta
ApoALl jaisi solujen sisapuolelle. Nain ollen solussa syntesoitunut ApoAl-partikkeli saattaisi
sitoutua nopeasti ABCA;-reseptoriin ja kulkeutua solun ulkopuolelle eksosytoosin avulla
(Kuvio 11).

Solun ulkopuoli

Solun sisipuoli

Vesikkeli

HDL = high density lipoprotein, FC = vapaa kolesteroli, PL = fosfolipidi

KUVIO 11. Zhao ym. 2012 listaamat hypoteesit ApoAl- ja ABCA;-proteiinien yhteistydsta.
A:Kalvoreseptori ABCA; luovuttaa solunsisdiset lipidi- ja kolesteroli yhdisteet ApoAl:lle. B:
ABCA; kuljettaa ApoAl-partikkelin soluun endosytoosin kautta ja luovuttaa lipidi- ja
kolesteroliyhdisteet vesikkeleissa, jonka jalkeen HDL-partikkelit vapautuvat solusta

eksosytoosin kautta.
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Vaikka téssa tydssé lihasnéytteiden cDNA:n puhtaus tarkistettiin useaan otteeseen, analyysien
perusteella ei voitu olla tadydellisen varmoja siit4, sisélsivatkd nédytteet ainoastaan lihassolujen
mRNA:ta. Mahdollista on, ettd néytteet sisalsivat pienia maarid lihaskudokseen kuuluvien
verisuonien geneettista aineistoa, joten tuloksia ei voida kasitella tdysin soluspesifisesti.
Tarkentavat ja useaan otteeseen havaitut tulokset saattaisivat kumota tai vahvistaa tdman
analyysimenetelmista johtuneen virheldhteen merkityksid. Niin ikddn ApoAl-ilmentymisen
tarkastelu proteiinitasolla jai uupumaan, mika olisi edelleen vahvistanut kasitysta siitd, etta

ApoALl:lla olisi aktiivisia rooleja lihassolujen sisdosissa.

10.7 Muiden valittujen proteiinien ilmentyminen luurankolihaskudoksissa

Tutkielmassa havaittiin myés muiden kalvoreseptorien kuin ApoAl toimintaan keskeisesti
liittyvien ABCA::n ilmentyvén lihasndytteissd. Muun muassa SR-B; - kalvoreseptorigeeni
(NM_005505.3), jonka aiempien julkaisujen mukaan on arveltu ilmentyvan padasiassa
maksakudoksissa ja vastaanottavan suuremmilta HDL-partikkeleilta kolesteroli- ja
rasvayhdisteitd (Ramasamy ym. 2014), naytti ilmentyvdn mRNA-tasolla myods kaksosten
luurankolihaskudoksissa. Fyysisen aktiivisuuden erot nayttivat vaikuttaneen nailla tutkittavilla
ainoastaan ABCG; (trascript variant 7) ilmentymisen tasoihin siten, ettd aktiivisilla geenin
ilmentyminen oli tehokkaampaa kuin vahemman aktiivisilla. Aiempien julkaisujen mukaan,
reseptorigeenin oli havaittu ilmentyvan makrofageissa ja adiposyyteissd ja luovuttavan

suuremmille HDL-partikkeleille lipidi- sek& kolesteroliyhdisteitd (Ramasamy ym. 2014).

Havaittujen reseptorien merkitys erilaisissa kudoksissa on edelleen huonosti tunnettu. Frisdal
& Le Goff (2015) arvelivat, ettd ABCG; liittyi triglyseridien kertymiseen ja lihavuuden
kehittymiseen rasvasoluissa hiirilla sekd ihmisilla. Tassa tutkielmassa havaittu transcript
variant - muoto saattoi osallistua muihin kuin ApoAl-partikkeleihin liittyviin tehtaviin.
Toisaalta silla saattoi olla Frisdal & Le Goff. (2015) mukaisesti rasva-aineenvaihduntaan,
kuten solun lipididroplettien séatelyyn liittyvia tehtavia yhdessa ApoAl-partikkelin kanssa.
Kuviossa 11 on esitelty ABC-reseptorien tunnetuimpia tehtdvia soluissa Tarling ym. (2013)

mukaan.
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10.7 Jatkotutkimusaiheet

Tutkittavien fyysisen aktiivisuuden erot néyttivat vaikuttaneen erdiden oksidatiiviseen
fosforylaatioon osallistuvien proteiinien ilmentymiseen. Menetelmien kehittyessé yksittaisten
kompleksien ja niiden alayksikoiden yhteydesta lihassolujen terveyteen saataneen tarkentavaa
tietoa. Fyysisen ja toisaalta vahaisen fyysisen aktiivisuuden merkitysten tarkastelua
yksittéisten proteiinialayksikdiden ilmentymiseen ja toimintaan voitaisiin edelleen jatkaa.

Esimerkiksi kokoavia kirjallisuuskatsauksia voitaisiin luoda tutkimustiedon kertyessa.

DNA geenisirutekniikka mahdollisti tdmén tutkielman useiden yksittaisten proteiinien
analysoimisen geenitasolla ja néiden tulosten hyddyntdmistd voitaneen edelleen jatkaa.
Esimerkiksi muiden apolipoproteiiniluokkien ja ABC-reseptoriperheen geenien sekéa
lipidiaineenvaihduntaan liittyvien muiden tekijoiden selvittdminen lihaskudoksissa avaisi
metabolisia ilmidit4 geenitasolla sek& tarkentaisi fyysisen aktiivisuuden tai inaktiivisuuden

merkityksid samasta perimastd huolimatta. Toisaalta kaksosilta kerattyja lipidikudosten
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geenisiruanalyysituloksia voitaisiin vertailla lihasndytetuloksiin nédiden proteiinien geenien

osalta.

Valittujen kudosnéytteiden toiminnalliset mittaukset jaivat uupumaan, silla tyéssa kasiteltiin
ainoastaan pitkdan sailottyjd ja metabolisilta toiminnoiltaan passiivisia soluja. Tallgin
kudosnéytteestd  voitiin  tutkia ainoastaan  rakenteellisia ~ ominaisuuksia tiettyna
mittausajankohtana. Vaikka joitakin suuntaa-antavia eroja kudosten rakenteellisissa
ominaisuuksissa havaittiin, naitd tuloksia voitaisiin vahvistaa jatkotutkimuksin esimerkiksi

uusien kudosnéaytteiden toiminnallisilla testauksilla ja toistomittausasetelmilla.

Toisaalta kaksoset eivat suorittaneet erillistd liikuntainterventioita, joten sellaisten
yhdistaminen valittujen muuttujien tarkasteluun saattaisi tuoda lisdhavaintoja fyysisen
aktiivisuuden vaikutuksista lihas- ja lipoproteiinimuuttujiin tai niiden yhteyteen. Lisaksi
pohdinnassa mainittu lihassolutyyppien vertailu ja yhteys valittuihin seerumimuuttujiin jaivéat
tasta tutkielmasta uupumaan. Esimerkiksi kestavyys- ja voimalajien edustajien vertailu tai
akuutin ja saannéllisen liikuntaharjoittelun vaikutukset ApoAl syntesoitumisen tasoon
saattaisivat selventdd partikkelien rooleja tietynlaisen elimistén kuormituksen seurauksena.
Lisdksi HDL-partikkelien muokkautumiseen ja luurankolihassolujen proteiinimuuttujien
yhteyteen liittyvid havaintoja voitaisiin edelleen tarkentaa erilaisia liikuntainterventioita

hyodyntamalla.

Tutkielmassa havaittu ApoAl-geenin ilmentyminen luurankolihaskudoksissa ihmisilla kaipaa
vahvistusta. Suurempi tutkittavien maaré ja havainnot geenin ilmentymisesta proteiinitasolla
jaivat uupumaan. Lisaksi tarkempi maaritys ApoAl:n roolista luurankolihaskudoksessa jdi
ratkaisematta. Niin ikdan ApoAl-proteiinin ilmentymisen vasteita liikuntaharjoitteluun on
tutkittu edelleen verrattain vahan. Tutkielman erindisid proteiinianalyysien tuloksia voidaan
jatkossa soveltaa geenien yhteyksien tarkasteluun téssa tyossa kasittelemattomien muuttujien

osalta.
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LITKUNTA-AKTIHVISUUSHAASTATTELU (TwinActive - tutkimus 2007)

Tutkittavan numero
Paivamaara

Mité seuraavista olet tehnyt viimeisen 12 kuukauden aikana?
Arvioi tavallisin rasittavuusaste kussakin kohdassa valitsemalla seuraavista rasitustasoista:

Taso  Aktiivisuustaso Hengéstymistd Hikoilua
1 ulkoilu ei ei

2 kevyt kuntoliikunta kylla ei

3 reipas kuntoliikunta kylla hiukan

4 kilpailunomainen, kylla runsaasti

rasittava liikunta
Kuinka monta kertaa kuukaudessa?

Tammi  Helmi Maalis ~ Huhti Touko Kesd  Heina Elo Syys Loka Marras
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Muu
pyoraily

Uinti

Golf

Voimistelut
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Aerobic

Kuntosali
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Metséastys
marjastus
sienestys

Kalastus
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rakennus
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Metsatyot
halon-
hakkuu

Muu, mika:




TAULUKKO 9. Kaksosten lihasnaytteissé (n=20) ilmentyneiden proteiinien geenit, jotka liittyivat oksidatiiviseen fosforylaatioon

Kompleksi 1
a-alayksikko

B-alayksikko

Flavoproteiini

Madarittaméatdn alakompleksi

Fe-S proteiinit

Proteiini, jota geeni koodittaa
(Sekvenssikoodi)

Alakompleksit 1, 4,5, 7, 8,9, 12
(NM_004541.2)

(NM_002489.2)

(NM_005000.2)

(NM_005001.2)

(NM_014222.2)

(NM_005002.3)

(NM_018838.3)

4-kaltainen (like") 2 (NM_020142.3)
Kokoavat tekijat (‘'assembly factors') 1, 2
(NM_016013.2)

(NM_174889.3)

Alakompleksit 1, 3, 4, 4c, 5, 6 transcript variant 1, alakompleksit 7, 8, 10
(NM_004545.3)

(NM_002491.1)

(NM_004547.4)

(NM_004547.4)

(NM_002492.2)

(NM_002493.3)

(NM_004146.4)

(NM_005004.2)

(NM_004548.1)

PREDICTED: samanlainen kuin alakompleksi 4 transcript variant 2 (XM_001125915.1)
Flavoproteiini 1, 2, 3, 3c, transcript variant 1
(NM_007103.2)

(NM_021074.1)

(NM_001001503.1)

(NM_021075.3)

Alakompleksi 2 (NM_004549.3)
PREDICTED: samanlainen kuin alayksikkd 5 (XM_926402.1)
Fe-S proteiinit 2, 3,4, 5,6, 7, 8
(NM_004550.3)

(NM_004551.1)

(NM_002495.1)

(NM_004552.1)

(NM_004553.2)

(NM_024407.3)

(NM_002496.1)

Aktiiviset
ka (kh),
(n=10)

15868 (1101)
17669 (1094)
57 (4)
1629 (102)
4594 (569)
2341 (231)
5431 (466)
247 (44)

495 (161)
1105 (108)

137 (30)
7956 (1082)
40 (3)
66 (5)
6049 (766)
1077 (157)
5642 (503)
7676 (936)
5863 (871)
67 (6)

2081 (236)
6582 (381)
79 (12)
178 (50)
59 (6)
12262 (2884)

173 (34)
5980 (275)
5687 (661)
8103 (469)

47 (3)
4709 (713)
5664 (568)

Inaktiiviset
ka (kh),
(n=10)

15402 (805)
17905 (1043)
59 (5)
1651 (112)
4507 (356)
2238 (265)
5190 (287)
231 (44)

518 (131)
1090 (65)

126 (20)
7513 (650)
39 (2)
66 (4)
6033 (677)
1017 (107)
5330 (161)
7321 (731)
5890 (843)
65 (4)

1726 (102)
6550 (435)
75 (13)
178 (40)
57 (3)
11837 (2300)

167 (32)
5830 (439)
5575 (569)
7637 (500)

47 (4)
4404 (577)
5297 (610)

p-arvo,

0,27
0,66
0,35
0,68
0,63
0,16
0,13
0,20

0,38
0,72

0,25
0,50
0,10
0,87
0,97
0,28
0,07
0,17
0,84
0,29

0,53
0,85
0,10
0,69
0,27
0,70

0,58
0,29
0,60
0,07
0,91
0,12
0,06

Liite 2



Kompleksi 2

Kompleksi 3

Sytokromi ¢

Kompleksi 4

Alayksikkd A, flavoproteiini (NM_004168.1)

Alayksikko B (‘iron sulfur’) (NM_003000.2)

Alayksikko C, integraalinen kalvoproteiini ja transcript variant 4
(NM_003001.2)

(NM_001035513.1)

Alayksikko D, integraalinen kalvoproteiini (NM_003002.1)
Sidosproteiinit ('binding’)

(NM_006294.2)

(NM_006294.2)

Liitosproteiinit (‘hinge")

(NM_006004.2)

(NM_006004.1)

Alayksikko VI, (NM_014402.4)

Kuoriproteiinit I, 11

(NM_003365.2)

(NM_003366.2)

Sytokromi c-1 (NM_001916.3)

Sytokromi c, somaattinen ja somaattisen kaltainen (‘like") 1, kromosomissa 6

(NM_018947.4)

(NR_001561.1)

Alayksikké Va (NM_004255.2)
Alayksikké Vb polypeptidi 2 ja Vic
(NM_144613.3)

(NM_144613.4)

(NM_004374.2)

Alayksikko Vlla polypeptidit 1 ja 2
(NM_001864.2)

(NM_001865.2)

Alayksikot Vb, VIIb2, Vlic
(NM_001866.2)

(NM_130902.2)

(NM_001867.2)

Alayksikko 4 isoformi 2, 5b, 6a polypeptidi 1, 8C
(NM_032609.2)

(NM_001862.2)

(NM_004373.2)

(NM_182971.2)

2062 (199)
7131 (946)

589 (92)
293 (59)
2083 (319)

2404 (185)
175 (24)

9354 (847)
393 (99)
14049 (1365)

4073 (286)
1622 (304)
7562 (676)

465 (166)
189 (32)
14623 (1332)

46 (3)
44 (2)
10994 (723)

26160 (3144)
5392 (600)

6135 (534)
41 (3)
22167 (1615)

114 (13)
17200 (1327)
204 (51)
47 (4)

1874 (218)
6912 (600)

590 (76)
301 (33)
2148 (227)

2250 (233)
178 (25)

8877 (639)
396 (94)
13594 (805)

3839 (328)
1569 (230)
7415 (733)

512 (110)
207 (34)
14166 (1402)

47 (2)
45 (3)
10543 (526)

26209 (2501)
5403 (467)

5814 (485)
41 (2)
22591 (944)

108 (13)
16220 (960)
183 (14)
46 (3)

0,13
0,35

0,83
0,37
0,44

0,13
0,54

0,15
0,88
0,38

0,11
0,52
0,50

0,16
0,50
0,44

0,21
0,72
0,15

0,92
0,92

0,15
0,61
0,38

0,08
0,07
0,08
0,29



Kompleksi 5 Alayksikkd B1 (NM_001688.4) 1382 (284) 1250 (192) 0,26
Alakompleksi FO Alayksikko c (alayksikké 9) isoformi 2 transcript variant 2 (NM_005176.4) 7462 (494) 7019 (331) 0,07
Alayksikkd C1 (alayksikkd 9), transcript variant 1, 2
(NM_005175.2) 559 (157) 528 (220) 0,29
(NM_001002027.1) 4987 (884) 4613 (712) 0,10
Alayksikko C2 (alayksikko 9), transcript variant 1, 2
(NM_001002031.2) 127 (21) 118 (26) 0,09
(NM_005176.5) 133 (15) 132 (12.9) 0,74
Alayksikkd C3, transcript variant 3 (NM_001002258.4) 143 (21) 144 (24) 0,95
Alayksikké d, transcript variant 1, 2
(NM_006356.2) 11585 (1438) 11445 (929) 0,80
(NM_001003785.1) 10695 (1255) 10410 (959) 0,40
Alayksikko E ja F2, transcript variant 1
(NM_007100.2) 14335 (924) 13692 (533) 0,28
(NM_004889.2) 3372 (453) 3180 (232) 0,14
Alayksikko F6, transcript variant 1, 3, 5
(NM_001003703.1) 1792 (349) 1805 (252) 0,74
(NM_001003696.1) 12677 (1232) 12665 (871) 0,97
(NM_001003701.1) 11857 (1066) 11520 (804) 0,37
Alayksikkd G (NM_006476.4) 7520 (1282) 6910 (661) 0,26
Alayksikko s (tekija B), transcript variant 1, 2, 3
(NM_001003803.1) 298 (33) 295 (49) 0,62
(NM_001003805.1) 628 (90) 614 (72) 0,53
(NM_015684.2) 229 (36) 224 (42) 0,55
Alakompleksi F1 a alayksikko 1, transcript variant 2 (NM_004046.4) 20079 (1832) 20219 (1761) 0,87
B polypeptidi (NM_001686.3) 24663 (1975) 23652 (1518) 0,21
y alayksikkd, transcript variant 1 (NM_001687.4) 7717 (1681) 7958 (1354) 0,67
o polypeptidi 1, transcript variant 2 (NM_005174.2) 4276 (650) 4281 (630) 0,97
O alayksikkd (NM_001697.2) 11135 (933) 10712 (999) 0,26
ATPaasi inhibiittori tekijé 1, transcript variant 3 (NM_178191.1) 158 (30) 172 (31) 0,56

ka = keskiarvo; kh = keskihajonta

transcript variant = proteiinia koodaavan l&hetti-RNA:n vaihtoehtoinen muoto
a DNA geenisiruanalyysin signaali-intensiteettiarvo

b Ryhmien véliset erot testattiin R-ohjelmiston t-testilla

*p-arvo <0,03, tilastollisesti merkitseva ero ryhmien valill4



