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Ikaéntymisen myo6tad luustolinaksen rakenteessaifairioassa tapahtuu monia muutoksia, jotka vaikattav
lihaksen massaan ja suorituskykyyn heikentavadtiadsolujen maard ja koko vahenee seka rasva- ja
sidekudoksen maara lihaksessa kasvaa. Naihin nsiiutokaikuttavat mm. hormonaaliset tekijat, mutta
taustalla olevia tarkkoja mekanismeja ei vield &tan Naisilla lihasvoiman heikkenemisen on havaittu
kiihtyvan vaihdevuosi-idssa ja hormonikorvaushoidorhavaittu hidastavan tata ilmiota. Kaikki tutkikset
eivat kuitenkaan ole antaneet yhdenmukaisia tudolsstrogeeni on kuitenkin yksi todennakéinen viad{a
lihaksen toiminnan saatelyssa, ja lihassolujen rorikdettu ilmentavan seka estrogeenireseptma etta
B:aa. In vitro -tutkimukset lihassoluilla ovat myds paljastanestta estrogeeni aktivoi fosfoinositoli 3-
kinaasi/proteiinikinaasi B (PI3K/Akt) -signaalirgit Taman reitin aktivoi myds insuliinin kaltainen
kasvutekija 1 (IGF-1), joka on yksi tarkeimmistidksen kasvua ja uusiutumista saatelevista tetdjdiGF-

1 on peptidihormoni, jota tuotetaan padasiassa asaks IGF-1 aktivoi signaalireitteja, jotka saatétesolun
lihaksen oma IGF-1:n tuotto lisdéntyy voimakkadstensiivisen liikkunnan aikana. lhmisen lihaksessa
ilmentyy kolmea eri IGF-1:n silmukointivarianttitGF-1Ea, IGF-1Eb ja IGF-1Ec eli MGF.

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd hamikorvaushoidon vaikutusta ikaéntyvien naisten
luustolihassolutyyppien jakaumaan ja kokoon, séi@kken IGF-1:n silmukointivarianttien iimentymisga
lokalisaatioon. Tarkoituksena oli my6s tutkia lisek IGF-1-silmukointivarianttien yhteytta luust@gsolu-
tyyppien jakaumaan ja kokoon.

Tutkimusaineistona oli ryhma 60-70-vuotiaita naigigsta 15 oli kayttanyt hormonikorvaushoitoa viisen
kymmenen vuoden aikana (kayttdaika 0,5-11 vuo#ad4 ei ollut koskaan kayttanyt. Tutkittavilta ntitiz
antropometriset ominaisuudet seka liikunta-aktivis. Lisaksi tutkittavilta otettiin lihasbiopsiat
biokemiallisia analyyseja varten. Lihassolutyypkgama ja lihassolujen koko méaaéritettin ATPaasi-
varjayksella. Lihaksen IGF-1:n silmukointivariastiilahetti-RNA-tasot méaritettiin reaaliaika-PCR:IGF-
1Ea:n ja MGF:n lokalisaatio tutkittiin immunohisgkiallisin menetelmin poikkileikkeisté.
Hormonikorvaushoidolla ei ollut merkittavaa vaiksta lihassolujen kokoon, lihassolutyyppijakaumaiké e
IGF-1:n silmukointivarianttien ilmentymiseen. Tuki kokonaisuutena tarkasteltaessa vaikuttaa Waiten
siltd, ettd hormonikorvaushoito suosii tyypin Ihdissoluja, joiden koko ja suhteellinen osuus alikan
suurempi hormonikorvaushoitoa kaytténeilla. Juuyyptn 11 lihassolut ovat herkkia ikdantymisen
vaikutuksille ja saattaa olla, ettd hormonikorvaigh hidastaa naitd ikaantymiseen liittyvia muuiaks
Hormonikorvaushoidolla ei myéskaan ollut vaikutukBd-1Ea:n ja MGF:n lokalisaatioon lihaskudoksessa.
IGF-1Ea ja MGF lokalisoituivat odotetusti solukaftvtiiheisyyteen. Kaikki variantit tunnistava IGF-asta-
aine lokalisoitui lihaskudoksessa lihassolujen fjahdollisesti satelliittisolujen) tumiin. Tama hiam
yllattava tulos saattaa johtua IGF-1Eb:n tumaldatumisesta, koska IGF-1Eb:n transkriptistéa ordéity
tumalokalisaatiosignaali. IGF-1Eb toimintaa ei &i¢linneta, mutta voi olla, ettéd IGF-1Eb:1l& on &irkooli
lihasssolujen geenien ilmentymisen saatelyssa.
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Abstract:

With aging many changes occur in structure and tfoncof skeletal muscle and these changes decrease
muscle mass and performance. The number and simeistle fibers decreases while the amount of fdt an
connective tissue increases in muscle. These chargeaffected by i.e. hormonal factors, althounghexact
molecular mechanisms underlying are still unknolmmwomen the weakening of muscle strength has been
shown to accelerate during menopause and hormgtecement therapy has been shown to decelerate this
phenomenon. However not all the studies have gamailiar results. Presumably estrogen has an iraport
role in regulation of muscle function. Skeletal wlagfibers express both estrogen receptoasdp. In vitro
studies with muscle fibers have shown that estr@gptivates the phosphoinositide 3-kinase/protenase B
(PI3K/Akt) signaling pathway. This pathway is akctivated by insulin like growth factor 1 (IGF-1yhich

is an important regulator of muscle hypertrophy aedeneration. IGF-1 is a peptide hormone, which is
produced mainly in liver. IGF-1 activates signalthpeays that regulate the growth, proliferation and
apoptosis of cells. Skeletal muscle can utilizeltBE-1 in circulation, but also IGF-1 productionnmuscle
increases during intensive exercise. Human musgieesses three IGF-1 splice variant; IGF-1Ea, |&b-1
and IGF-1Ec or MGF.

The aim of this study was to investigate the effemft hormone replacement therapy on muscle fibee ty
proportions, fiber sizes and the expression andlilcation of muscle IGF-1 splice variant. Other aims to
investigate whether the expressions of differentseteu IGF-1 splice variants are associated with the
proportions and sizes of muscle fiber types.

Study subject group consisted of postmenopausalemoaged 60-70 from whom 15 had used hormone
replacement therapy during past ten years (duratiarse was 0.5-11 years) and 24 had never usady St
subject participated in anthropometric and physamivity measurements. Study subject also gaveckaus
biopsies for biochemical analysis. Muscle fibergypoportions and fiber sizes were determined bjpase
staining. The expression of muscle IGF-1 splicéards was determined by real-time PCR. Localizatibn
IGF-1Ea and MGF were studied by immunohistochenpcatedures.

Hormone replacement therapy had no significantcefde muscle fiber type proportions, fiber sizeshwr
expression of IGF-1 splice variant. However, if tesults are observed as a whole, it seems thatdre
replacement therapy favours type Il muscle fib&te type Il muscle fibers are the most susceptiblthe
effects of aging, and it might be that hormone aepiment therapy delays these age-related changes.
Hormone replacement therapy had also no effecbealikzation of IGF-1Ea and MGF in muscle tissue-4G
1Ea and MGF localizated in the vicinity of cell mamane as expected. IGF-1 antibody, which recografles
the IGF-1 variants, localizated in the nuclei ofstie fiber (and possibly nuclei of satellite cell$his
somewhat unexpected result might come from nudeealization of IGF-1Eb, since there is nuclear
localization signal in IGF-1Eb transcript. The ftino of IGF-1Eb is unknown, but it might be thatAGEDb

has an important role in the regulation of genemuo$cle fibers.

Keywords: Hormone replacement therapy, skeletal muscle, gastrdGF-1



Sisallys

Lyhenteet
I Lo g T =T o1 (0 P 8
O T I 0 0] (o] [ = TP 8
1.1.1. RaAKenNe ja tOIMINTA .......iiiiee et e e e e e eeeeeeeeeeeeees 8
1.1.2. Ikdantymisen vaikutus luustolinaKSeen..............coeevvviivviiiiiiiiieee e, 10
1.1.3. Vaihdevuodet ja IuUStOliNaS......... oo 12
1.2. Hormonikorvaushoito ja luUuStOlINAS .........ceeiiiiiiiiii e 13
1.2.1. EStrogeeni ja ProgeStEIONI ......ccuuieuiuuuruuriiiiiaaaaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessannnnnseeenens 13
1.2.2. Estrogeenin ja progesteronin signalointi...........ccccceeevvvivveeiiiiiiiiiens e 14
1.2.3. Estrogeenin ja progesteronin vaikutus IUilsgRseen ...........cccceeeevviieeeeeeeennn. 16
1.3. Insuliinin kaltainen KasvUutekija 1 ... 17
1.3.1. IGF-1 Ja IUUSEOIINGS ....coeeeeeeeee e s 18
2. TUKIMUKSEN tarKOIUS. ... eeeei e e e r e e e e eenas 22
3. Materiaalit ja MenetelMaAL..........ouviiiiiir e 23
3.1 KOCASEIEIMA ... .o ittt e e 23
3.2. Antropometriset ja liikunta-aktiivisuuden maiikset..............ccccoeevveeviiiiiiiinnnnnn. 23
3.3. LIhashiopSioiden Ot0........cooii i ee e 24
3.4. RNA:n eristys ja komplementaarisen DNA:n (CDNAIMIStUS ............cccevvvvvvnnnee. 24
3.5. Kvantitatiivinen reaaliaika-PCR (RT-PCR) evvvvrrrniiiiiiiiiiieeeeeeeereeeeesieininnnns 25
3.6. Lihassolujen tyyppijakauman ja koon maaritt@ami...............cceeeeeevveeieeeiiinnnnnns 26.
3.7. IMMUNONISTOKEMIA ... e 28
3.8. TilastolliSEet @NAIYYSIt ......uuueiiii i eeeee e e e 29
N IV (o S PP 30
4.1. Tutkittavien ominaisuuksia kuvaavat taustamu@it..................ccceeeeeeeeeeeieennnnns 30
4.2. LINASSOIUJEN KOKO ..o s 30
4.3. Lihassolujen tyyppijakauma ............oooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiees e e eeee e eeeeeeseeeeneeenaeeens 31
4.4. IGF-1-silmukointivarianttien lokaliSOItuUmMINeN..........ccccccoeeeiiiiiiiiiiicieee 32
4.5. IGF-1:n silmukointivarianttien iImentymineN.............ccoooviviiviiiiiiiiiiiceee e 39

4.6. IGF-1:n yhteys lihassolutyyppien ilmentymiseen............cccevvviivivviniiiinneeenne 39



T IV (o 1] (=] I = 1 = 1 (=] L 41
5.1. Hormonikorvaushoidon vaikutus luustolihassgtppeihin..........ccccooeeiiiiinee. 41
5.2. IGF-1:n silmukointivarianttien lokalisoituminduusto-lihassoluissa..................... 43

5.3. Hormonikorvaushoidon vaikutus luustolihaks@f41:n silmukointivarianttien

g aTe] o180 0T IST=T= o PP PUURPPPPTPTUPPPTTRN 45

5.4. IGF-1:n yhteys luustolihassolutyyppeihin.............ccccooiiiiiiieeeeee, 46

5.5. Taman tutkimuksen rajoitteet ja tulevaisuusmitteet ...............ccccveeeeeeeennn. 47.
G I (T P A8

Liitteet (1 kpl)



Lyhenteet

AMPK

Akt
ATP
BSA
cDNA
ERE
ERK1/2
FOXO1
GAPDH

GLUT4
IGF-BP
IGF-1
JAK?2
MAPK

MGF
mTOR
MyHC
PBS
PCR
PI3K
RT-PCR
TBS
4E-BP1

Adenosiinimonofosfaatti-aktivoituva  proteiinikaasi  (engl. adenosine
monophosphate-activated protein kinase)

Proteiinikinaasi B

Adenosiinitrifosfaatti (engl. Adenosine triplpbste)

Naudan seerumin albumiini (engl. bovine serlipumin)
Komplementaarinen DNA (engl. complementary DNA

Estrogeeniin reagoiva elementti (engl. estrageponse element)

(enlg. extracellular signal-regulated kinat®

(engl. forkhead box protein O 1)

Glyseraldehydi-3-fosfaatti dehydrogenaasi glen Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase)

Glukoosin kuljettajaproteiini 4 (engl. glu@sansporter 4)

IGF-1:een sitoutuva proteiini (engl. IGF diimg protein)

Insuliinin kaltainen kasvutekija 1 (engl. utis-like growth factor 1)
Janus-kinaasi 2 (engl. janus-kinase 2)

Mitogeeni-aktivoituva proteiinikinaasi (englmitogen activated protein
kinase)

Mekaaninen kasvutekija (engl. mechano growthoid

(engl. mammalian target of rapamycin)

Myosiinin raskaketju (engl. myosin heavy chain

Fosfaattipuskuroitu suolaliuos (engl. Phospbatiered saline)
Polymeraasiketjureaktio (engl. polymerase cteaation)

Fosfoinositoli 3-kinaasi (engl. phosphoina#iti3-kinase)

Reaaliaika-PCR (engl. real-time PCR)

Tris-puskuroitu suolaliuos (engl. tris buffersaine)

(engl. Eukaryotic initiation factor 4E-bing protein 1)



1. Johdanto

1.1. Luustolihas

1.1.1. Rakenne ja toiminta

Luustolihas koostuu pitkista poikkijuovaisista saluista eli lihassyista, jotka kiinnittyvat
toisiinsa fibroblastien muodostaman sidekudokserullav Lihassolun solukalvoa,

sarkolemmaa, ympardi tyvikalvo, johon liittyy endgsiumiksi nimetty sidekudosrakenne.
Lihaskudoksessa olevat kantasolut eli satelliiltissijaitsevat sarkolemman ja tyvikalvon
valissa. Satelliittisolut ovat pienid, yksitumaisaluja, jotka mahdollistavat lihassyiden
kasvun tai korjaantumisen niiden vaurioituessaat#olut ovat jarjestaytyneet rinnakkain
pitkittaissuuntaisesti ja muodostavat lihassolulpojp, joita ympardi perimysiumiksi

nimetty sidekudoskalvo (kuva 1). Nama lihassolukinmuodostavat lopulta kokonaisen,
epimysium-kalvon ympardiman lihaksen, joka kiingytt janteen avulla luuhun.

Lihaskudoksen verisuonet ja hermot sijaitsevat skadujen soluvalitilassa. Jokaista
lihassolua hermottaa liikehermosolu, joka yhdessémbttamiensa lihassolujen kanssa

muodostaa yhdesséa toimivan motorisen yksikon.

Lihassolut ovat pitkid, monitumaisia soluja, joidpoikkijuovaisuus johtuu rinnakkain
jarjestaytyneistd  supistumisyksikdistda, sarkome&mei Lihassupistuksen aikana
sarkomeereissa sijaitsevat myosiini- ja aktiinisaikliukuvat toistensa lomiin, jolloin lihas
supistuu. Lihassolut jaetaan kahteen paaluokkaana llI-tyypin lihassoluihin. Nama
eroavat toisistaan rakenteellisilta ja toiminndtiksominaisuuksiltaan. Eri lihassolutyypit
iimentavat eri isoformeja tietyista lihasproteistai kuten tropomyosiinista, troponiinista ja
myosiinista. Paaasiassa lihassolut luokitellaansiym raskasketju (MyHC, engMyosin
Heavy Chain) -isoformin perusteella. Tyypin | lihassolut ovaksidatiivisia, hitaammin
supistuvia soluja, jotka ilmentavat MyHC | -isofdenNama lihassolut sisaltavat paljon
mitokondrioita ja myoglobiinia, ja ne vasyvat hitaain kuin tyypin Il solut. Tyypin Il
lihassolut ovat nopeita lihassoluja, jotka tuottamaergiaa paaasiassa glykolyysin avulla.

Tyypin Il lihassolut ilmentavat MyHC Il -isoformejgoita ihmisella on kaksi; lla ja lIx.



Tyypin lla lihassolut voivat tuottaa energiaa my@sobisesti ja niissa on lahes yhté paljon
mitokondrioita kuin tyypin | soluissa, kun taas pyy lIx lihassolut ovat paaasiallisesti
anaerobisia. Ihmisilla esiintyy myos hybridisolujatka ilmentavat useampaa MyHC-

isoformia samaan aikaan.

Hiussuomn Tyvikalvo

Mitokondrio
Satelliitti-
Sarkolenmuna
Myosiini- ja
aktiinisaileet Gt
Alzom
Sarkoplasma Tuma

Lihassolu

Kuva 1. Luustolihaksen rakenne. Lihassolukimppu (ylempi kuva) koostuu pitkittaigidthassoluista, joita
ympardi perimysium. Yksittdinen lihassolu (alempivie) koostuu aktiini- ja myosiiniséikeistd, jotka
liukuessaan lomittain saavat aikaan lihassupistuké@ivassa nédkyy myo6s satelliittisolu, joka sijaés
sarkolemman ja tyvikalvon valissa. (Kuva on mukaititoskirjasta Wiik, 2008).
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1.1.2. IkAd&ntymisen vaikutus luustolihakseen

Ikaantymisen myo6téa luustolihaksessa tapahtuu moniatoksia, jotka vaikuttavat lihaksen
massaan ja suorituskykyyn heikentavasti. Lihasteikkenemisellda on suuri vaikutus
elaméan laatuun ja se on usein syyna vanhusten rigileeseen toimintakykyyn. Sen
lisdksi, ettd lihasvoimaa tarvitaan paéivittaisisagkareissa, lihas auttaa yllapitamaan
luumassaa seka  toimii [ammon lahteend ja  dynaammiservarastona
aineenvaihduntatuotteille (ks. yleiskatsaus Golaspi2005). Ikaantymiseen liittyviin
muutoksiin lihaksen rakenteessa ja toiminnassauttai& moni tekija, joita ovat mm.
hormonaaliset muutokset, immunologiset tekijatgmposokkiproteiinit (ks. yleiskatsaus
Lee ym., 2007). Tarkkoja molekulaarisia mekanismeggalla nama tekijat valittavat
vaikutuksensa, ei kuitenkaan vield tunneta kovinkaavin.

Vanhetessa seka lihassolujen koko etta maara védierterityisesti tyypin Il lihassolut
pienenevat vanhetessa (kuva 2). Lihassolujen vahiseen vaikuttaa osittain liike-
hermosolujen kuoleminen ja lihassolujen hermotukisgroutuminen (denervaatio), joka
kilhtyy 60 vuoden iassa ja on aluksi yleisempaaptyyll lihassoluissa. Tama ilmio
kasvattaa tyypin | lihassolujen suhteellista osyutiutta tasapaino palautuu myéhemmalla
ialla kun myds | tyypin soluissa denervaatio kityiikehermosolun kuollessa myds
lihaksen motoristen yksikkdjen méaaréa pieneneegljéljgavien hermosolujen hermottaessa
yha isompaa lihassolujen joukkoa. Tata ilmiota ktgan reinnervaatioksi ja se aiheuttaa
lihaksessa lihassolutyyppien ryhmittymista (kuvarika vaikuttaa heikentavasti lihaksen
toimintakykyyn. Vanhoilla ihmisilla on myds havaitblevan enemman useampaa MyHC-
isoformia ilmentavid hybridilihassoluja kuin nudail Samalla puhtaiden lihassolutyyppien

maara vahenee (ks. yleiskatsaus Andersen, 2003b).



Kuva 2. ATPaasi-varjays nuoren ja vanhan luustolih&sen poikkileikkauksesta.Vanhetessa lihassolujen
koko pienenee ja lihaksessa tapahtuu eri lihagsgipten ryhmittymista. Tummat solut ovat tyypindlgja,
valkoiset tyypin lla soluja ja harmaat tyypin Ibolgja. Mittajana on 100um. (Kuva on mukailtu
katsausartikkelista Andersen, 2003.)

lan myota rasva- ja sidekudoksen osuus lihakseasasak, mika pienentdd supistuvan
lihaskudoksen massaa (ks. yleiskatsaus Lexell, )199kaantymiseen liittyvaan
lihasmassan pienenemiseen vaikuttaa myods lihakseikertitynyt proteiinisynteesi.
Vanhetessa MyHC lla:n ja lix:n lahetti-RNA:n maagienenevat, mika johtaa niiden
proteiinisynteesin  heikkenemiseen  (Balagopal ym.,001). Ihmisilla myo6s
mitokondriaalisten proteiinien synteesi vahenee hetessa (Rooyackers ym., 1996).
Eldinkokeissa on havaittu ikdantymisen pienentawdyds mitokondriaalisen DNA:n
kopiolukua (Barazzoni ym., 2000). Nama muutokseikdrgavat lihaksen kykya
syntetisoida adenosiinitrifosfaattia (ATP), jollolinas vasyy nopeammin. lk&aantymisen
myo6ta lihasproteiinien vahingoittuminen oksidasien stressin ja glykosylaation
valityksella lisdantyy huomattavasti. Taméa johtusittain siitda, ettd vahingoittuneita
proteiineja poistavan proteasomisysteemin toimhmt&kenee ian myoéta. Oksidatiiviset
modifikaatiot myosiini- ja aktiiniproteiineissa hkeintavat lihaksen supistumiskykya ja
modifikaatiot kalsiumhomeostasiaa saatelevissa epneissa nostavat solunsisaista

kalsiumkonsentraatiota (ks. yleiskatsaus Thomp2009).

Myds lihaksen uusiutumiskyky saattaa heiketa iardtéyLihaskudoksen vaurioituessa
(esimerkiksi raskaan liikunnan aikana) kaynnistyprj&usprosessi, jonka aikana
satelliittisolut  aktivoituvat jakautumaan. Vahiel satelliittisolut erilaistuvat ja
fuusioituvat olemassa oleviin lihassoluihin. SatéBolujen maara vahenee ihmisella
ikddntymisen myotd (Renault ym., 2002; Kadi ym.,080 Tadma saattaa johtua
satelliittisolujen  toimintakyvyn heikkenemisestaollgin niiden jakautuminen ja



erilaistuminen on vahentynyt. Satelliittisolujen inbintaa s&atelevat myogeeniset
saatelytekijat, joiden ilmentymisen on havaittu eiévan vanhetessa (Bigot ym., 2008).
Liséksi myostatiinin (estaa satelliittisolujen jakamisen) ilmentymisen on havaittu
lisdantyvan naisilla ikddntymisen myoéta (Raue y&006). Vanhoilla ihmisilla myds
lihaksen tarkedn uusiutumistekijan, mekaanisen Wagjan (MGF, engl. Mechano
Growth Factor) ilmentyminen on heikentynyt (Hameed ym., 2003)jk&n johtuu
luultavasti siitd, etta vanhetessa lihaksen ralemsi@ tapahtuu muutoksia, jolloin MGF:n
iimentymisen aktivoiva, solutukirankavalitteinengsalointisysteemi ei enaa toimi (ks.
yleiskatsaus Goldspink, 2005). Lihassolun solukitdvsijaitsevan, lihassolun tukirankaan
ja soluvdlitilaan yhteydessa olevan dystroglykaamfleksin arvellaan osallistuvan
mekaaniseen signaalinvalitykseen, joka saa aika@ifr:N ilmentymisen lihasvenytyksen
aikana (De Bari ym., 2003). Vanhetessa lihakseeksidoksessa on havaittu tapahtuvan
rakennemuutoksia (Alnageeb ym., 1984), jotka seatitavaikuttaa mekaaniseen

signaalinvalitykseen.

1.1.3. Vaihdevuodet ja luustolihas

Vaihdevuodet eli menopaussi on elimiston luonnelimprosessi, joka alkaa yleensa 40-60
vuoden iassd keskimaaraisen alkamisian ollessa @ditav Vaihdevuosien aikana
munasarjojen hormonintuotanto heikkenee ja kuukatitioppuvat kokonaan. Tama
hormonituotannon loppuminen aiheuttaa monia oireijaita ovat &artyneisyys,
masentuneisuus, kuumat aallot, ydlliset hikoilugais hermostuneisuus, rintakivut,
sydamen tykytys, paansarky, nivel- ja lihaskivutintohéiriot kasissa ja jaloissa,
haluttomuus,  painonnousu, unihdiriét, vasymys, e@ggjivisuus, ummetus,
virtsaamisvaivat ja virtsankarkailu. Lisaksi vaikkdedet lisdavat riskia sairastua sydan- ja
verisuonitauteihin, aivohalvaukseen, osteoporopsiomkkamurtumaan, dementiaan ja
Alzheimerin tautiin. Vaihdevuosien oireita pystytéiievittamaan estrogeenia sisaltavalla
hormonilaékityksella. Hormonikorvaushoidon on h&waiehkaisevan osteoporoosia (ks.
yleiskatsaus Gambacciani ja Vacca, 2004) ja pakdesisyopaa (Mandelson ym., 2003),
mutta pitkdaikainen kayttd saattaa lisata myosasyvan riskia (ks. yleiskatsaus Coombs
ym., 2005).
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Vaihdevuosien on havaittu vaikuttavan myos lihaswaan. Naisilla lihasvoiman
heikkeneminen kiihtyy 50-60 vuoden iassa, mikataist siihen, ettd alentuneella
hormonituotannolla on yhteys lihasvoiman heikkerssan (Calmels ym., 1995). Tata
lihasvoiman heikkenemisen kiihtymista ei ole mydskahavaittu vastaavan ikaisilla

miehilla (Samson ym., 2000).

1.2. Hormonikorvaushoito ja luustolihas

Useat tutkimukset ovat havainneet hormonikorvaugiiehkdisevan lihasmassan ja -
voiman heikkenemista vaihdevuosi-idn ylittaneillaisilla (Phillips ym., 1993; Skelton
ym., 1999; Sipila ym., 2001; Taaffe ym., 2005; Rainken ym., 2009b). Kaikki
tutkimukset eivat kuitenkaan ole saaneet samang&tauloksia (Ribom ym., 2002; Tanko
ym., 2002; Kenny ym., 2003). Nama ristiriitaisetolset saattavat johtua siita, ettd monet
ulkopuoliset tekijat, kuten ik&, ruokavalio, fyysm aktiivisuus ja hormonikorvaushoidon
kesto, tyyppi ja aloitusikd, vaikuttavat tuloksiinZaikka hormonikorvaushoidon on
havaittu vaikuttavan lihaksen fenotyyppin, tarvitaaela tutkimuksia, jotka selvittavat
hormonikorvaushoidon  vaikutuksia  solu- ja  molekiadolla.  Tutkittaessa
hormonikorvaushoidon vaikutuksia lihaksen geenietmemntymiseen havaittiin
vaihdevuosien muuttavan lihaksen geenien ilmentymigerityisesti proteiini- ja
energiametaboliaan liittyvien geenien) kun taasrtwrikorvaushoito ehkaisi osittain naita

muutoksia (P6llanen ym., 2007).

Hormonikorvaushoitoladkkeet siséltavat yleensa esttista estrogeenia, jonka lisdksi
niissa saattaa olla myds synteettistd progesterdtiagesteronia sisaltdvaa valmistetta
suositellaan naisille, joille ei ole tehty kohduigioa, koska progesteroni auttaa
suojaamaan kohdun limakalvoja jatkuvalta estrogeesdikutukselta ja ehkdaisee siten
kohtusyovan syntya (ks. yleiskatsaus Emons ym.4200

1.2.1. Estrogeeni ja progesteroni

Estrogeenit, estradioli, estroni ja estrioli, owéroidihormoneja, jotka saatelevat mm.

naisille tyypillisid sukupuoliominaisuuksia. Estempeista estradioli on voimakkaimmin



vaikuttava, ja sitd tuotetaan eniten hedelméllBegssa olevien naisten elimistossa.
Estradiolia  valmistetaan padasiassa testosteronistminasarjojen teeka- ja
granuloosasoluissa ja sen tuottomaarat vaihtelkewakautiskierron vaiheesta riippuen.
Estroni ja estrioli valmistetaan padasiassa maksasgadiolista. Estrogeeneja tuotetaan
kuitenkin myos pienid maaria lisdmunuaisten kuoriesessa, rasvasoluissa ja kiveksissa.
Raskauden aikana estriolia tuotetaan myos istuk&&shdevuosien aikana munasarjojen
estradiolin tuotanto loppuu l&dhes kokonaan, jollestronista tulee vallitseva estrogeeni.
Vaihdevuosien jalkeen estradiolia valmistetaan os#stonista tai estronista
ekstragonadaalisissa kudoksissa aromataasientsyauualfa. Estrogeenillda on vaikutuksia
monissa kudoksissa. Se mm. saatelee sukupuolielifée rintakudoksen kasvua,
erilaistumista ja toimintaa, lisdd maksan proteinituottoa (lipoproteiinireseptorit ja
hyytymistekijat), yllapitdd luuntiheyttdq, suojeleleermostoa ja verenkiertoelimistoa,

ehkéisee ihon vanhenemista ja vaikuttaa mieliajkanyleiskatsaus Gruber ym., 2002).

Progesteroni eli keltarauhashormoni on steroidilworin jota tuotetaan padasiassa
munarakkulan keltarauhasessa, mutta myos kivekgidsgimunuaisten kuorikerroksessa.
Raskauden aikana progesteronia tuotetaan myosagstaka silla on tarkeé rooli raskauden
yllapidossa. Progesteroni stimuloi kohdun, maitbesten ja sukupuolielinten kehitysta ja
helpottaa hedelmoittyneen munasolun kiinnittymistétuun. Lisaksi se valittda aivoissa
signaaleja, jotka johtavat feminiiniseen kayttayiy@en. Progesteronia syntetisoidaan

kolesterolista ja se toimii monen muun steroidihomm esiasteena.

1.2.2. Estrogeenin ja progesteronin signalointi

Estrogeenin vaikutukset solussa maaraytyvat senaamukmihin estrogeenireseptori-
alatyyppiin estrogeeni sitoutuu ja mitd koaktivagdita ja -repressoreita estrogeeni-
estrogeenireseptorikompleksi sitoo. Myos eri estengilla on erilaisia vaikutuksia
solussa, koska ne aiheuttavat erilaisia konforroaatutoksia estrogeenireseptorissa. (ks.
yleiskatsaus McDonnell, 2004). Estrogeeniresepsijditsevat sytoplasmassa ja tumassa,
ja ne jaetaan kahteen eri alatyyppiin, estrogesep®@rio:aan jap:aan. Naita reseptoreita
koodittavat eri geenit, mutta niiden rakenteet ovdlyvin samankaltaisia.

Estrogeenireseptorit ja B ilmentyvét eri tavalla eri kudoksissa, ja mm. agtolilla on
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havaittu olevan vastakkaisia vaikutuksia, riippuitd kumpaan reseptorialatyyppiin se
sitoutuu (Paech ym., 1997). Estrogeenireseptorig 3 voivat muodostaa homo- tai

heterodimeereja ja niilla voi olla seka genomisidd ei-genomisia vaikutuksia. Genomiset
vaikutukset valittyvat sytosolissa sijaitseviene@®rien avulla. Solukalvon lapaistyaan
estrogeeni sitoutuu naihin reseptoreihin, mink&géh kompleksi kulkeutuu tumaan.
Tumassa estrogeeni-estrogeenireseptori-kompleksioutsu  DNA:n  estrogeeniin

reagoivaan elementtiin (ERE), jolloin se saa aikaarutoksen geenien transkriptiossa.
Estrogeeni voi saadella myds geeneja, joista puutERE, muokkaamalla muiden
transkriptiotekijoiden aktiivisuutta. Perinteisenengmisen estrogeenisignalointireitin
lisdksi, estrogeeni pystyy aiheuttamaan myos nope&gnsolukalvoreseptorivalitteisia
muutoksia solussa (ei-genomisia), kuten fosfoidis®-kinaasi (PI13K)/proteiinikinaasi B

(Akt)/endoteliaalinen typpioksidisyntaasi -reitikt@oitumisen (Li ym., 2003).

Estrogeenireseptori voi aktivoitua myods ilman egdEnin sitoutumista. Tama
aktivoituminen tapahtuu reseptorin fosforylaatiovule ja sen voi saada aikaan mm.
kasvutekijat, jotka aktivoivat proteiinikinaasej&simerkiksi insuliinin ja insuliinin
kaltaisen kasvutekija 1:n (IGF-1, endlnsulin-like Growth Factor 1) on havaittu

aktivoivan estrogeenireseptoreitavitro -tutkimuksissa (Newton ym., 1994).

Progesteronin vaikutuksia soluun valittavat progestireseptorit, jotka ovat ligandin
aktivoimia transkriptiotekijoita. Aktivoituneet pgesteronireseptorit sitoutuvat DNA:n
progesteroniin reagoivaan elementtiin ja muokkaaéat geenien transkriptiota. Ihmisella
iimentyy kaksi erilaista progesteronireseptori-tgaifia, progesteronireseptori A ja B, ja
niilla on hieman erilaisia transkriptionaalisia katuksia, riippuen solutyypista ja geenin
promoottorialueen koostumuksesta. My6s naiden kahdeseptorin suhteellisilla
osuuksilla on vaikutusta siihen miten progesteraikuttaa soluun. Useimmissa soluissa
progesteronireseptori B on voimakkaampi translogdktivaattori, kun taas
progesteronireseptori A toimii transkription estija(ks. yleiskatsaus Giangrande ja
McDonnell, 1999). Progesteronireseptori A toimii @8y ligandista riippuvaisena
repressorina  muille steroidireseptoreille, kuten ogesteronireseptori  B:lle ja
estrogeenireseptorille. Estrogeeni taas liséa gtegmireseptorien ilmentymista, joten

vaikuttaa siltd, etta estrogeeni ja progesteroétetévat toistensa toimintaa. Sen lisaksi,



ettd progesteronireseptorilla on transkription@ahsikutuksia tumassa, se vaikuttaa myos
ei-genomisella tavalla solun signaalireitteihinogrrsteronireseptorissa on domeeni, jonka
avulla se pystyy nopeasti aktivoimaan Src/Rets/geeni-aktivoituva proteiinikinaasi
(MAPK)-, PI3K/Akt- ja Janus-kinaasi 2 (JAK2)/Stat8ignaalireitteja (ks. yleiskatsaus
Boonyaratanakornkit ym., 2008).

1.2.3. Estrogeenin ja progesteronin vaikutus lUingthseen

Luustolihas on yksi estrogeenin kohdekudoksistdé dihassolut ilmentavat molempia
estrogeenireseptoreita (Wiik ym., 2009). Lihas pyduultavasti myo6s itse tuottamaan
estrogeenia, koska se ilmentda aromataasientsyy(egtrogeenid testosteronista
syntetisoiva entsyymi) ja onkin arveltu, ettd lir@as tarked estrogeenin lahde miehilla ja
vaihdevuosi-ian ylittdneilla naisilla (Larionov ym2003). Estrogeeni saattaa vaikuttaa
luustolihaksen lihassolutyyppijakaumaan, silla ssdd koe-eldintutkimuksessa
kohdunpoisto sai aikaan MyHC | -isoformin suhteglh osuuden kasvun, mutta
estrogeenihoito yhdessa liikkunnan kanssa esti tamaaotoksen tehokkaammin kuin
pelkka liikunta (Kadi ym., 2002). Estrogeenin vdikksia lihassoluissa on tutkittu paljon
my0Os lihassoluviljelmien avulla. Erddssa vitro -tutkimuksessa on havaittu, etta
estrogeeni edistdd myoblastien (lihassolujen esiabtja) jakautumista ja erilaistumista
(Kahlert ym., 1997)In vitro -tutkimukset ovat myds paljastaneet, ettéa estnuigaktivoi
PI3K/Akt -signaalireitin, joka edistaa lihassolujesisvua ja estdd apoptoosia (Vasconsuelo
ym., 2008; ks. yleiskatsaus Boland ym., 2008). dggenin on havaittu aktivoivan myos
MAPK, ERK1/2:n (extracellular signal-regulated kinase 1/)p38:n, toimintaa (Ronda
ym., 2007) ja lisdavan lampdsokkiproteiini 27:n amtymistd (Vasconsuelo ym., 2009)
lihassoluissa. Nama tutkimukset osoittavat, ettfiogsenilla on apoptoosilta suojaavia

vaikutuksia lihassoluissa.

Monet koe-eldimilla tehdyt tutkimukset ovat palgstet, ettd estrogeenilla on tarkea rooli
my0Os glukoosihomeostasiassa. Estrogeenihoidon owvaitha parantavanglukoosi-
intoleranssia ja insuliiniresistenssia hiirillajlj@ aromataasientsyymin geeni on poistettu
(Takeda ym., 2003). Rotilla tehty tutkimus on pstiganut, ettd estrogeenilld on vaikutusta
myo6s glukoosin kuljettajaproteiini 4:n (GLUT4) ilmimiseen ja translokatioon
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lihaksessa (Sugaya ym., 2000). Nama vaikutukséttyédt ilmeisesti estrogeenireseptori
a:n avulla, koska hiirilla, joilla on tadméan reseptorgeeni poistettu, GLUT4:n
iimentyminen on heikentynyt (Barros ym., 2006). rkgeenin vaikutukset
glukoosihomeostasiin saattavat valittyd osittain:AkAMP-aktivoituvan proteiinikinaasin
(AMPK) ja TBC1D1/4:n (glukoosihomeostasiaa saatéleproteiineja) kautta, koska

estrogeeni stimuloi ndiden proteiinien fosforylatdi(Rogers ym., 2009).

Vaikka estrogeenin vaikutuksista luustolihakseesaatu viime aikoina paljon uutta tietoa
in vitro - ja koe-elaintutkimuksista, tarvitaan kuitenkisa& tietoa siitd, mitd ihmisen
lihaksessa tapahtuu. Myo6skaan tarkkoja mekanism@pen avulla estrogeenin

vaikutukset valittyvat lihaksessa, ei tiedeta.

Progesteronin vaikutuksia luustolinaksessa ei otkittu yhtd paljon kuin estrogeenin,
vaikka luustolihaksen on todettu ilmentavan solukedseptoria, joka pystyy aiheuttamaan
solussa ei-genomisia vaikutuksia progesteroninusigssa siihen. Progesteronin on
kuitenkin todettu vaikuttavan lihassolujen glukdmsneostasiaan lisaamalla anaerobista
energiatuotantoa (glykolyysid) ja vahentamalla ghdin kuljetusta soluun. Onkin epailty,
ettd raskauden aikana lisdéntyva progesteronirantmton yksi tarkeimmista tekijoista
raskausdiabeteksen synnyssd. Nama progesterorkutweset valittyvat nopealla, ei-
genomisella tavalla lihassoluun, mutta tarkkaa amntimekanismia ei viela tunneta
(Gras ym., 2007). Eraassa koe-elaintutkimuksessahawaittu progesteronin myos
ehkaisevan lihasuupumusta (Schneider ym., 2004)ndaT&aattaa johtua siita, ettd
progesteroni lisaa glykogeenin kayttod energiatekiia lihaksessa (D'Eon ym., 2002).

1.3. Insuliinin kaltainen kasvutekija 1

Insuliinin kaltainen kasvutekijd 1 (IGF-1) on pejdtiormoni, jota tuotetaan padasiassa
maksassa. Sen tuottoa sdatelevat kasvuhormonisidiiim, joiden vapautumista IGF-1
saatelee negatiivisen palautteen avulla. Maksasstettu IGF-1 vaikuttaa elimistossa
endokriinisend hormonina, mutta IGF-1:sté tuotetagis kudoksissa paikallisesti, jolloin
sen vaikutukset ovat para- ja autokriinisia. IGBibutuu solukalvon IGF-1-reseptoriin ja

aktivoi signaalireittejd, jotka saatelevat solurs\aa, jakautumista ja apoptoosia. IGF-1



pystyy sitoutumaan myds insuliinireseptoriin, mugigenemmalla affiniteetilla kuin
insuliini (ks. yleiskatsaus Pavelic ym., 2007). IGfnuistuttaa rakenteeltaan insuliinia ja
silla on todettu olevan insuliinin kaltaisia vaikigsia perifeerisissd kudoksissa (ks.

yleiskatsaus Rajpathak ym., 2009).

IGF-1-reseptori kuuluu tyrosiinikinaasireseptorgila aktivoituessaan se fosforyloi useita
signaalimolekyyleja kuten insuliinireseptori substiteja. IGF-1 aktivoi naiden avulla mm.
PI3K/Akt- ja Raf/MAPK-signaalireittejd, joiden akbituminen saa solussa aikaan monia
eri tapahtumia kuten solun jakautumisen, erilaistem migraation ja apoptoosin
estymisen. IGF:4an sitoutuva proteiinit (IGF-BPglenGF Binding Protein) pystyvat
estamaan IGF-1:n sitoutumisen reseptoriinsa. IGR-BRyos pidentavat IGF-1:n
puoliintumisaikaa ja jotkin niista voivat tehostiaF-1:n toimintaa. IGF-BP:ja hajottavat
proteaasit toimivat eraanlaisina kasvun stimulaeit@ tehostaen IGF-1:n toimintaa

paikallisesti (ks. yleiskatsaus Pavelic ym., 2007).

1.3.1. IGF-1 ja luustolihas

Luustolihaksen kasvun yksi tarkeimmista saateligdien IGF-1. Lihas voi hyddyntaa
verenkierrossa olevaa IGF-1:std, mutta myos linakema IGF-1:n tuotto lisaantyy
voimakkaasti intensiivisen liikkunnan aikana (McKagyn., 1999). Ihmisen lihaksessa
iimentyy kolmea eri IGF-1:n silmukointivarianttidGF-1Ea, IGF-1Eb ja IGF-1Ec el
MGF, jotka eroavat toisistaan karboksiterminaaligepeptidin osalta. Naistd IGF-1Ea on
systeeminen IGF-1, jota tuottaa myods maksa ja rkudbkset. IGF-1Eb:n peptidiketjussa
on karboksiterminaalissa eksoni 5 kun taas IGFikEaon eksoni 6. MGF:n
karboksiterminaali koostuu samoista eksoneista kGiR-1Ea ja IGF-1Eb, mutta koska
silmikoinnin tuloksena eksonista 5 transloituu vait6 aminohappoa, tapahtuu
lukuraamissa muutos ennen eksonia 6. Nain MGF:badkaiterminaalin rakenne eroaa
olennaisesti IGF-1Ea:sta ja IGF-1Eb:sta. IGF-1-gedamanskriptio voi alkaa useasta
kohdasta (eksonista 1 tai 2) riippuen transkriptisfiatelevasta tekijasta (kuva 3) (ks.
yleiskatsaus Goldspink, 2005).

18
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Kuva 3. Lihaksessa ilmentyvat IGF-1:n silmukointivaiantit. [IGF-1-geeni sisaltdd kaksi eri
saatelysekvenssid, joihin vaikuttavat eri tekij@F-1Ea:n E-peptidissd on eri eksoni kuin IGF-1b:l

MGF:n E-peptidissa tapahtuu lukuraamimuutos eksbijiilkeen, jolloin MGF:n E-peptidi eroaa taysinRG

1Ea:n E-peptidista. (Kuva on mukailtu katsausadiigta Goldspink, 2005)

Lihaksen kasvun aikana lihaksessa tuotetaan enenpmaé@iineja kuin niitd hajotetaan.
Rakenneproteiinien synteesin lisdantyessda, lihasstypy muodostamaan uusia
sarkomeereja, jolloin lihassolun koko kasvaa. Utisiaia lihassolut saavat aktivoituneista
satelliittisoluista, jotka jakautuvat, erilaistuvaja fuusioituvat olemassa oleviin
lihassoluihin tai toistensa kanssa (ks. yleiskatsMorgan ja Partridge, 2003). Na&in
kasvavan lihassolun tuma-sytoplasmasuhde pysyyllaana IGF-1Ea edistaa lihaksen
kasvua lisaamalla lihaksen proteiinisynteesia, anliiaksen tehokas kasvu ja regeneraatio
edellyttavat myos satelliittisolujen aktivoitumigt@arton-Davis ym., 1999). Tutkijat ovat
havainneet, ettd MGF:n ilmentyminen lihaksessa &asteti intensiivisen lilkkunnan
jalkeen, kun taas IGF-1Ea alkaa ilmentya vasta mgohin (Hameed ym., 2003; Hill ja
Goldspink, 2003). Taman on arveltu johtuvan siigita lihassolun solutukirangan
mekaaninen stimulaatio muuttaa IGF-1-geenin silnmti®@ niin, ettd MGF:n tuotto
lisdantyy. Syy sille miksi MGF ilmentyy ensin, onultavasti se, ettd MGF aktivoi
satelliittisoluja jakautumaan (Yang ja GoldspinkK02). Tama on tarkead vaihe lihaksen
kasvussa ja regeneraatiossa silla kypsat lihasstdat eivat endd pysty jakautumaan

erilaistumisensa jalkeen.

IGF-1 pystyy aktivoimaan lihassolussa useita sifjreaiiejd, jotka vaikuttavat
jakautumiseen, proteiinisynteesiin, apoptoosin ey@ ja erilaistumiseen. IGF-1:n on
havaittu aktivoivan lihaksessa PI3K/Akt/p70S6- jafRIAPK-reitin. PI3K/Akt/p70S6-
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kinaasi-reitin aktivoituminen saa aikaan proteynigesin lisdantymisen kun taas
Raf/MAPK-reitin aktivoituminen stimuloi mitogeenéitapahtumia (Coolican ym., 1997).
p70S6-kinaasi fosforyloi ribosomaalisia proteiinejanikd lisdd proteiinisynteesia
ribosomeissa. IGF-1 aktivoi PI3K/Akt-reitin avullmTOR:n ("mammalian target of
rapamycin”), joka p70S6-kinaasin liséksi fosforylit-BP1:n ("eukaryotic initiation factor
4E-binding protein 1”), jolloin sen translaatiotst@&va vaikutus heikkenee (ks. yleiskatsaus
Thomas ja Hall, 1997). IGF-1 on havaittu lisdavdBKPAkt-reitin kautta myds MyoD:n
(kuuluu myogeenisiin saatelytekijéihin) ilmentyndist mikd johtaa satelliittisolujen
aktivoitumiseen (Hsu ym., 1997). PI3K/Akt-signaaiiti johtaa myds FOXO1-proteiinin
("forkhead box protein O 1"fosforylaatioon ja translokatioon tumasta sytoplaan,
jolloin sen transkriptionaaliset vaikutukset lihalss tumassa estyvat (Stitt ym., 2004).
FOXO-proteiinit edistavat katabolisia vaikutuksibaksessa lisddmalla ubikitiiniligaasien
iImentymista. IGF-1 pystyy estamaan myos glykogsgmaasin toimintaa, koska Akt
fosforyloi my6s glykogeenisyntaasin, jolloin senmnta estyy (kuva 4) (Rommel ym.,
2001).

PI3K/Akt- ja Raf/MAPK-reitin liséksi IGF-1:n on haittu vaikuttavan myds muihin
signaalireitteihin, kuten kalsineuriinireittiin, jadatelevan kalsiumhomeostasiaa, jolloin
IGF-1:1l& on vaikutusta lihaksen arsytys-supistukyitdan. Lisdksi IGF-1-signaalireitit
voivat olla vuorovaikutuksessa muiden reseptorieivaimien reittien kanssa, ja nain ne
muokkaavat muuta signalointia. Viela ei kuitenkdsdeta tarkkaan, miten eri IGF-1-

isoformit vaikuttavat eri signalointireitteihin (kgleiskatsaus Philippou ym., 2007).
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Kuva 4. IGF-1-reseptorin aktivoimat signaalireitit luustolihaksessalRS-1; Insuliini reseptori substraatti
1. (Kuva muokattu artikkelista Philippou ym, 2007)
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2. Tutkimuksen tarkoitus

Taman tutkimuksen tarkoituksena on selvittaa hoikwwaushoidon vaikutusta
ikdantyvien naisten luustolihassolutyyppien jakaamaja kokoon, seka IGF-1:n
silmukointivarianttien ilmentymiseen ja lokalisaain. Tarkoituksena on myos tutkia IGF-
1-silmukointivarianttien yhteytta luustolinassolytpien jakaumaan ja kokoon.

Tutkimuskysymykset:

1. Vaikuttaako hormonikorvaushoito lihassolutyyppijaksaan ja lihassolujen
kokoon?

2. Vaikuttaako IGF-1:n silmukointivarianttien ilmentymen lihassolutyyppi-
jakaumaan ja lihassolujen kokoon?

3. Onko hormonikorvaushoidolla yhteyttd IGF-1:n  silmukivarianttien
iimentymiseen?

4. Mihin IGF-1Ea ja MGF lokalisoituvat lihassoluissa?
Onko hormonikorvaushoidolla vaikutusta IGF-1Ea:n NEGF:n lokalisaatioon

lihassolussa?



3. Materiaalit ja menetelmat

3.1. Koeasetelma

Tutkimusaineistona kaytettiin liikunta/hormonikoonshnoitotutkimuksen aineistoa, jonka
tutkittavat olivat varhaisessa vaihdevuosi-iass@—-@® -vuotiaita), kun he osallistuivat
tutkimuksen ensimmaéiseen vaiheeseen vuosina 1996-1%yvaskylan yliopiston
terveystieteiden laitoksella.  Talldin tutkittaville tehtiin - vuoden  mittainen
hormonikorvaushoito-liikkuntainterventio, jossa liidatunnaistettiin neljaan eri ryhmaan;
likunta-, hormonikorvaushoito-, liikkunta + horméorvaushoito- ja kontrollirynm&éan
(Sipila ym., 2001). Tutkimuksen tarkoituksena aivsitad luusto- ja lihasvasteita. Tassa
pro gradu -tutkimuksessa hyddynnetaan syksylla 20@rattyd edellda mainitun
tutkimuksen 10-vuotisseurannan aineistoa. Kaytattawvat olleet lihasbiopsianaytteet 39
tutkittavalta. Tutkittavista 15 on kayttanyt horniarvaushoitoa viimeisen kymmenen
vuoden aikana ja 24 ei ole Kkayttanyt koskaan horkeovaushoitoa.
Hormonikorvaushoitoa kayttaneista yhdeksan oli té@tt hormonikorvaushoitoa 0,5-1

vuotta ja kuusi 9-11 vuotta.

3.2. Antropometriset ja liikunta-aktiivisuuden raikset

Tutkittavien paino ja pituus mitattiin standardineegimilléa. Rasvaprosentti ja rasvattoman
kudoksen massa (LBM) mitattiin InBody-kehonkoostemittarilla (Biospace, Soul,
Korea). Tutkittavat arvioivat itse fyysistd aktswuuttaan valitsemalla omia
likuntatottumuksiaan parhaiten kuvaavan luokarraauista kuudesta luokasta; 1. En liiku
enempaa kuin valttamatonta, 2. Harrastan kevytélid ja ulkoilua 1-2 kertaa viikossa,
3. Harrastan kevytta kavelya ja ulkoilua useitatdjarviikossa, 4. Harrastan 1-2 kertaa
viikossa hikoilua ja hengastymista aiheuttavaauhtiea, 5. Harrastan 3-5 kertaa viikossa
jonkin verran hengastymisté ja hikoilua aheuttami&antaa, 6. Harrastan kuntoliikuntaa
useita kertoja viikossa hikoillen ja hengastyeny jadarrastan kilpaurheilua ja pidan ylla

kuntoani saannollisen harjoittelun avulla.
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3.3. Lihasbiopsioiden otto

Tutkittavilta otettiin lihasbiopsiat Jyvaskylan gfiiston terveystieteiden laitoksella
aamulla yon yli kestdneen paaston jalkeen. Koelh@tikineuvottiin valttdmaan raskasta
liikuntaa biopsian ottoa edeltdvina paivind. Biagp$b0—-100 mg) otettiin reisilihaksesta
(vastus lateralis) 1,5 cm:n syvyydesta ja siitd poistettiin kaikkkyva side- ja rasvakudos.
Valittomasti tdman jalkeen RNA-eristykseen kayteita lihasbiopsiat jaadytettiin
nestetypessa ja varastoitin —80 ©°C:een. HistoKésiia analyyseihin kaytettavat
lihasbiopsiat pedattiin Tissue Tek™ -petausainged&akura, Miles, Elkhart, USA).
Taméan jalkeen ne jaadytettiin nopeasti (10-15 swkumsopentaanissa (Fluka, Buchs,
Sveitsi), joka oli esijddhdytetty —160 °C:een nggtessa. Biopsiat varastoitiin —80 °C:een.

3.4. RNA:n eristys ja komplementaarisen DNA:n (cDNAImistus

Lihasbiopsioille tehtiin RNA-eristys Jyvaskylan ogiston terveystieteiden laitoksella
kevaan 2008 aikana. RNA:n eristyksessa kaytettinzolFreagenssia (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Keraamisia kuulia sisaltaviiastPrep (MP Biomedicals, lllkrich,
Ranska) -homogenointiputkiin lisattin 1 ml Trizali50-70 mg lihasbiopsiaa kohden.
Homogenointi tehtiin ravistamalla naytteitd FasgPrP120 -laitteella (ThermoSavant,
Savant Instruments, Holbrook, NY, USA) 1-2 kertdaskkunnin ajan. Homogenoinnin
valilla putket olivat jailla noin yhden minuutin aj. Homogenoinnin jalkeen putkia
inkuboitiin huoneenlamma@dssa viisi minuuttia ja s#agoitin 10 minuuttia +4 °C:ssa
(12000 g). Ylin fraktio siirrettin uuteen Eppen@lputkeen ja sen annettiin olla
huoneenlammadssa viisi minuuttia. Taman jalkeen iputisattiin 200 ul kloroformia ja
putkia sekoitettiin kasin kaantelemalla. Sekoituksgilkeen putkia inkuboitiin 2-3
minuuttia huoneenlammadssa ja sentrifugoitiin 15 unitia +4 °C:ssa (12000 g). Ylin
nukleiinihapot siséaltava fraktio siirrettiin uute&ppendorf-putkeen, johon lisattiin 5Q0
isopropanolia RNA:n saostamiseksi. Lisayksen jatkeetkia inkuboitin 10 minuuttia
huoneenlammadssa ja sentrifugoitin 10 minuuttia °&4ssa (12000 g). Sentrifugoinnin
jalkeen pellettia pestiin 75 % etanolilla, jonk#kgen putkia senrifugoitiin 5 minuuttia +4
°C:ssa (7500 g). Sentrifugoinnin jalkeen pelletiimakuivattin ja liuotettiin
dietyylipyrokarbonaatilla kasiteltyyn veteen. RNAgisuudet ja puhtausasteet maaritettiin
NanoDrop ND-1000 spektofotometrilla (NanoDrop, Witgton, USA).
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Eristetylle RNA:lle tehtiin DNAaasi-kasittely kaupaella kitilla (Turbo DNA-Free Kit,
Ambion, Austin, TX, USA) valmistajan ohjeiden muka®NAaasi-kasittelya varten |
RNA:ta laimennettiin 17,pl:aan vettd. cDNA:n valmistuksessa kaytettiing kokonais-
RNA:ta (reaktioseoksen kokonaistilavuus oli 40 ja synteesi tehtiin High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, tEpsCity, CA, USA) -kitin
valmistajan ohjeiden mukaan. Reaktioseoksen entiggivisuus oli 2,5 Uil ja
nukleotidi-konsentraatio 4 mM. Synteesissa kaytgijlymeraasiketjureaktio (PCR)-
ohjelma (Eppendorf Mastercycler Epgradient S, Edpein hampuri, Saksa) oli
seuraavanlainen: 10 minuuttia +25 °C, 120 minuaidia °C, 5 sekuntia +85 °C.

3.5. Kvantitatiivinen reaaliaika-PCR (RT-PCR)

Lihaskudoksen IGF-1Ea:n, IGF-1Eb:n, MGF:n ja glgddehydi-3-fosfaatti
dehydrogenaasin (GAPDH) lahetti-RNA-tasot maaritett7300 Real-time RT-PCR
System -laitteella (Applied Biosystems). Reaktids®sm kokonaistilavuus oli 26. PCR-
reaktioliuoksena kéaytettin TagMan Universal PCR sk& Mix -liuosta (Applied
Biosystems), jota kaytettin 12,pl/reaktio. Koettimina kaytettin TagMan-koettimia
(Applied Biosystems), joiden loppukonsentraatiokteseoksessa oli 250 nM (sekvenssit
taulukossa 1). Alukkeiden (Oligomer Oy, Helsinkiyd®ni) loppukonsentraatio oli 900 nM
(sekvenssit taulukossa 1). GAPDH:n lahetti-RNA-tas@aritettin TagMan GAPDH-
aluke/koetinliuoksella (Applied Biosystems), joteméaktin PCR-reaktioseokseen (.
Reaktioseokseen liséttiin 8 naytetta (25 ng), joka oli 1:10-laimennos cDNAdksesta.
Jokaisesta naytteesta ajettiin kaksi rinnakkaisttiyt Standardisuoraa varten tehtiin
laimennossarja referenssinaytteesta, joka oli salsmittauksissa (vuonna 96-97)
kerattyja cDNA-naytteitd. Laimennossarjan cDNA-kenisaatiot olivat 5-, 1-, 0,1-, 0,01-
ja 0,001-kertaisia. PCR-ohjelmassa oli aktivaatioga (2 minuuttia 50 °C),
denaturaatiovaihe (10 minuuttia 95 °C) ja 50 sygld@ennysvaihetta (15 sekuntia 95 °C ja
1 minuutti 60 °C). PCR-ajojen valiset erot Kkalibiini referenssinaytteella, jonka arvo
laskettiin 2**“r-kaavalla (Livak ja Schmittgen, 2001). IGF-1Ea:6FF1Eb:n ja MGF:n
l&hetti-RNA-maarat normalisoitin GAPDH:n maaralla.



Taulukko 1. RT-PCR:ssé kaytettyjen alukkeiden ja koettimiervseksit.
IGF-1Ea:

Eteenpain-aluke: 5'-AGC GCC ACA CCG ACA TG-3'
Taaksepdin-aluke: 5-TCC CTC TAC TTG CGT TCT TCARA

Koetin: 5'-CAAGACCCAGAA-3'

IGF-1Eb:

Eteenpdin-aluke: 5'-GAG GAG CAG ACA GCA AGA ATG A-3
Taaksepadin-aluke: 5-CCA GCA GGC CTACTT TTC TTC3A-
Koetin: 5-AAGCAGAAAATACAATAGAGG-3'

MGF:
Eteenpdin-aluke: 5'-CAC GAA GTC TCA GAG AAG GAA AGS
Taaksepadin-aluke: 5-CTT GTT TCC TGC ACT CCC TCT-BC

Koetin: 5'-AAGTACATTTGAAGAACGCA-3'

3.6. Lihassolujen tyyppijakauman ja koon maarittéani

Lihassolutyyppijakauma maaritettiin histokemiallisemenetelmalla, joka perustuu eri
MyHC-isoformien erilaiseen ATPaasi aktiivisuuden :pHkestavyyteen. Tyypin |
lihassolujen ATPaasi sdilyttdd aktiivisuutensa [a@ppssa liuoksessa ja tyypin I
emaksisessa liuoksessa. Vali-pH:ssa (4,55 taitgy@)n lIx lihassolut sailyttavat osittain
aktiivisuutensa. Nain lihassolujen varjaytymise@tinma, harmaa tai vaalea) erilaisissa

pH:ssa voidaan paatella sen solutyyppi.

Kaikista lihasbiopsianaytteista leikattin analysivarten 8 pum:n perakkaiset
poikkileikkeet —30 °C:ssa (Leica CM 3000, Leica Mgystems AG, Wetzlar, Saksa).
Perakkaisille leikkeille tehtiin ensin inkubaateilaisen pH:n omaavissa puskuriliuoksissa
(pH=4,37 4 minuuttia huoneenlammossa, pH=4,55 2 uottra ja 10 sekuntia
huoneenlammdsséa, pH=4,6 1 minuutti ja 10 sekunfianbenlammaossa ja pH=10,3 9
minuuttia +37 °C:ssa vesihauteella, liuosten vabmsidiitteessd 1), minkd jalkeen ne
huuhdeltiin kahdesti 15 ja 30 sekunnin ajan liutlksgonka pH oli 9,4 (liuoksen valmistus
litteessa 1). Taman jalkeen leikkeita inkuboitAd P-liuoksessa (Sigma, St. Louis, MO,
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USA, liuoksen valmistus liitteessa 1) +37 °C:ssand@uuttia. Taman jalkeen leikkeita
inkuboitiin 1 % kalsiumdikloridiliuoksessa, jolloilTPaasin pilkkoma vapaa fosfaatti
saostuu. Seuraavaksi leikkeitéa inkuboitin 2 % Kahbkloridiliuoksessa 3 minuuttia

(kalsiumfosfaatti muuttuu kobolttifosfaatiksi), rkén jalkeen laseja pestiin vedella.
Lopuksi leikkeita inkuboitiin 1 % ammoniumsulfidibksessa yhden minuutin ajan, jolloin
kobolttifosfaatti muuttuu kobolttisulfidiksi. Tamajélkeen laseja pestiin vedella ja ne
pedattiin Aquatex-petausaineella (Merck, DarmstafSgksa). Naytteita tarkasteltiin
Olympus BX50 -mikroskoopin avulla ja lihassolutyypndaaritettin  Tema-ohjelman

(Scanbeam, Hadsund, Tanska) avulla. Jokaisesteeasgi pyrittiin analysoimaan 100-200
solua. Lihassolutyyppien jakauma ilmaistiin prosiestiutena kaikista lihasoluista.

Lihassolujen poikkileikkauspinta-alan maarittamsses  kaytettiin hyvaksi
immunohistokemiallista dystrofiini-varjaysta. Vé&ga varten leikattin 8 pm:n
lihaskudosleikkeet —30 ©°C:ssa (Leica CM 3000). keitd ilmakuivattin noin 30
minuuttia, jonka jalkeen ne fiksoitiin asetoniss@ tinuuttia —20 °C:ssa. Fiksoinnin
jalkeen leikkeita ilmakuivattin 5 minuuttia ja g&s Tris-puskuroidulla suolaliuoksella
(TBS). Taman jalkeen leikkeitd inkuboitiin 20 mirtia 0,3 % vetyperoksidiliuoksessa
(laimennettu TBS:48n) huoneenlammosséa. Inkubagdilkeen leikkeitd pestiin TBS:lla
kolme kertaa 5 minuutin ajan. Vasta-ainevarjayki&dssytettiin Vectastain ABC -kittia
(Elite, Vector Laboratories, Burlingam€A, USA) ja varjays tehtiin valmistajan ohjeen
mukaan. Primaarivasta-aineena kaytettiin hiirentrdjigin tunnistavaa vasta-ainetta
(Novocastra, Newcastle, UK) ja sen laimennossulide: 500 (laimennettiin 1 % naudan
seerumin albumiini [BSA, Sigma] -TBS-liuokseen).ilklesitd inkuboitiin primaarivasta-
aineessa yon yli +4 °C:ssa. Sekundaarivasta-aifle#sta) laimennossuhde oli 1:200 ja
inkubaatio kesti 30 minuuttia (huoneenlammaossa)stdaineinkubaatioiden jalkeen
leikkeita pestiin kolme kertaa 5 minuutin ajan TEBS:minka jalkeen leikkeita inkuboitiin
3,3-diaminobentsidiini tetrahydrokloridi (DAB) -loksessa (Sigma) 5 minuutin ajan
huoneenlammadssa. Sen jalkeen leikkeita pestiinikaeksaa vedella (2 minuuttia/pesu).
Leikkeista poistettiin vesi inkuboimalla niitd ensiO % etanolissa (laimennettu veteen) 2
minuuttia, minka jalkeen niitd pestiin absoluutise etanolilla kaksi kertaa (3
minuuttia/pesu). Lopuksi leikkeitd inkuboitiin kegnissa 3 minuutin ajan. Leikkeet
pedattiin DPX-petausaineeseen (BDH Laborat@ypplies, Poole, UK). Naytteita
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tarkasteltiin Olympus BX50 -mikroskoopin avullaljpassolujen koko maaritettiin Tema-
ohjelman (Scanbeam) avulla. Jokaisesta nayttegattip analysoimaan 100-200 solua.

3.7. Immunohistokemia

Vasta-ainevarjayksissa kaytettiin primaarivastaema IGF-1 (Abcam, Cambridge, UK,
1ug/ml, 1:200), IGF-1Ea (Abcam, 1:300), MGF ((Philijppym., 2008), 1:500), IGF-IR
(Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, U3A5), laminiinia2 ((Leivo ja
Engvall, 1988), 1:4000) ja MyHCI (Developmental @as Hybridoma Bank, lowa City,
IA, USA) -vasta-aineita. IGF-IR on IGF-1:n reseptori, joka sijaitsee lihassolun
solukalvolla. Laminiini-vasta-aine varjdd lihasgelu sarkolemmaa ympardivan
tyvikalvon. MyHCI-vasta-aine varjad myosiinin raskatju I:n, joten sen avulla pystytdan
paikallistamaan tyypin | lihassolut. Lihasbiopsigité@ista leikattiin vasta-ainevarjayksia
varten 8 um:n jaaleikkeet —30 °C:ssa (Leica CM 3000). Leikkeilmakuivattiin
huoneenlammadssa 20 minuuttia, minka jalkeen neifiks 4 % paraformaldehydilla (0,1
M fosfaattipuskuroidussa suolaliuoksessa [PBS], ¥ huoneenlammdssa. Fiksoinnin
jalkeen naytteitd pestiin kolme kertaa 5 minuujemavasta-ainepuskurissa (0,1 % BSA-c
[Aurion, Wageningen, Alankomaat], 0,1 % Tween 20uk&] -PBS, pH 7,4). Taman
jalkeen naytteitd inkuboitiin vasta-aineen epadgjzesi sitoutumisen estamiseksi yhden
tunnin ajan huoneenlammdssa PBS-liuoksessa, jakdssBSA:ta (2%, Sigma), naudan
sikion seerumia (FBS, 1%, Gibco, Carlsbad, CA, U§Akalan nahan gelatiinia (FSG,
0,55%, Sigma). Primaarivasta-aine laimennoksetiitelMasta-ainepuskuriin. Leikkeita
inkuboitiin primaarivasta-aineessa yon yli +4 °@;ssinké jalkeen naytteita pestiin kolme
kertaa 5 minuutin ajan vasta-ainepuskurilla. Sekangasta-aineena kaytettiin Alexa
Fluor 488 vuohen anti-kani IgG:ta (Invitrogen) jeylght 549 aasin anti-hiiri 1gG:ta
(Jackson ImmunoResearch, West Baltimore Pike, PSA)U Sekundaarivasta-aineet
laimennettiin (1:200) vasta-ainepuskurilla ja néi#t inkuboitiin sekundaarivasta-aineessa
yhden tunnin ajan huoneenlammdssa, minkéd jalkespteitd pestiin kolme kertaa 5
minuutin ajan vasta-ainepuskurilla. Lihassolujermati varjattin Hoechst (Sigma) -
liuoksella (2mg/ml [etanolissa], josta tehty 1:40@nennos PBS:aan) 10 minuutin ajan
huoneenlammadssa, minka jalkeen naytteet vield ipektlme kertaa 5 minuutin ajan

vasta-ainepuskurilla ja pedattiin Aqua poly/Moumpetausaineeseen (Polyscience, Inc,



Niles, Illinois, USA). Naytteita tarkasteltiin Olymus BX50 -mikroskoopilla ja ne kuvattiin
kayttden 40 kertaa suurentavaa objektia ja AnahdgbiBimaa.

3.8. Tilastolliset analyysit

Koeryhmien (hormonikorvaushoidon kayttajat, ei-kayit) valisia eroja fenotyyppi- ja
PCR-tuloksissa analysoitiin  rippumattomalla t-i&st SPSS-ohjelmalla (SPSS
Inc.,Chicago, IL, USA). Lisaksi geenien ilmentymisghteyttad lihassolujen kokoon ja

lihassolutyyppijakaumaan arvioitiin Pearsonin ktaatiotestilla (SPSS-ohjelmalla).
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4. Tulokset

4.1. Tutkittavien ominaisuuksia kuvaavat taustarujait

Tutkittavien idssa, painossa, pituudessa, rasvaptissa, rasvattoman kudoksen massassa

(LBM) ja fyysisessa aktiivisuudessa ei ollut meskitia eroja (taulukko 2).

Taulukko 2. Tutkitavien antropometriset ominaisuudet ja fygsiraktiivisuus. Arvot ovat keskiarvoja ja
hajonnat on esitetty suluissa.

Rasvattoman
kudoksen
Ika massa kg Fyysinen
vuosina | Paino kg| Pituus grRasva % (LBM) aktiivisuus
Hormonikorvaushoidon 64,00 |68,27 159,98 32,45 |44,52 3,563
kayttajat (n=15) (1,65) |[(6,20) (4,96) (8,20) |[(2,92) (0,74)
63,58 |71,40 163,17 |34,01 |46,08 3,38
Ei-kayttajat (n=24) (2,08) |[(13,59) |(5,06) (7,38) |(4,52) (0,97)

4.2. Lihassolujen koko

Molemmissa ryhmissa (kayttajat ja ei-kayttajat)piyy| solut olivat suurimpia (4385 fm
ja 4537 pm) ja tyypin lix lihassolut pienimpia (2628 (frjg 2369 urf). Tyypin lla
lihassolujen poikkipinta-alat olivat hormonikorvéwasdon kayttgjilla keskimaarin 3246
unt ja ei-kayttajilla 3196 pMm Suurin ero ryhmien valilla oli tyypin IIx lihaskgen
koossa. Hormonikorvaushoidon kayttdjilla ndma saliszat hieman suurempia kuin ei-
kayttgjilla. Tyypin | lihassolut olivat taas horm&arvaushoidon kayttdjilla hieman
pienempid (kuva 5). Tyypin lla lihassolujen koossguuri ollut eroja ryhmien valilla. Erot
ryhmien valilla eivét olleet merkitsevia (p > 0,05)
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Kuva 5. Lihassolujen koko.Kuvassa on esitetty keskimaaraiset lihassolujekkieikkauksen pinta-alat
(umf). Mittajanat esittavat keskihajontaa. Ryhmieliséi erot eivat ole merkitsevia (p > 0,05).

4.3. Lihassolujen tyyppijakauma

Molemmilla rynhmilla (kayttajat ja ei-kayttajat) odiniten tyypin I lihassoluja (46% ja 50%)
ja vahiten tyypin Iix (16% ja 15%) lihassoluja. g lla lihassoluja oli
hormonikorvaushoidon  kayttdjilla  keskimdarin  38% jeei-kayttgjilla  35%.
Hormonikorvaushoidon kayttgjilla tyypin | lihass@n osuus oli hieman pienempi, kun
taas tyypin Il lihassolujen osuudet olivat hiemamrempia verrattuna ei-kayttajiin (kuva

6). Ryhmien valiset erot eivat kuitenkaan olleetkiisevia (p > 0,05).
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Kuva 6. Lihassolujen tyyppijakauma. Kuvassa on esitetty eri lihassolutyyppien keskiragst
prosenttiosuudet. Mittajanat esittavat keskihajanRyhmien véliset erot eivét ole merkitsevia (,65)

4.4. IGF-1-silmukointivarianttien lokalisoituminen

IGF-1:n kaikki silmukointivariantit tunnistava IGEFvasta-aine lokalisoitui lahinna
lihassolujen tumaan ja tyypin | lihassolujen sy&gphaan (kuvat 7 ja 8). IGF-1Ea
lokalisoitui luustolihaskudoksen soluvdlitilaanlilaassolujen solukalvolle (kuvat 9 ja 10),
kun taas MGF lokalisoitui lahinnéd lihassolujen salivolle (kuva 11). IGF-1Ea
kolokalisoitui IGF-1-reseptorin kanssa (kuva 10)utta kolokalisoitumista ei ole

kuitenkaan havaittavissa IGF-1:n kanssa (kuva 9).

Hormonikorvaushoidon kayttdjilla ja ei-kayttgjilléi ollut eroja silmukointivarianttien

lokalisoitumisessa luustolihaksessa (kuva 12, 113ja
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Kuva 7. IGF-1:n lokalisoituminen. Vasta-ainevarjaykset tehtiin 8 um:n luustolihadteike. A) Hoechst-
varjays (tumat), B) IGF-1, C) laminiini (tyvikalvpp) yhdistetty kuva, jossa nakyy IGF-1:n lokalismninen
vain lihassolujen/satelliittisolujen tumiin (menkit nuolilla) E) kontrolli, josta on jatetty IGF-1:n
primaarivasta-aine pois, F) kontrolli, josta orejit laminiinin primaarivasta-aine pois. Mittajaoa 50 um,
kaikissa kuvissa on sama suurennos.
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Kuva 8. IGF-1:n ja MHCI:n lokalisoituminen. Vasta-ainevarjaykset tehtiin 8 pum:n luustolihadteike.
A) Hoechst-varjays (tumat), B) IGF-1, C) MyHCI (nsjimin raskasketju 1), D) yhdistetty kuva, joss&yna
IGF-1:n lokalisoituminen tyypin | lihassoluihin, Kkpntrolli, josta on jatetty IGF-1:n primaarivasiae pois,
F) kontrolli, josta on jatetty MyHCI:n primaarivastine pois. Mittajana on 50 pm, kaikissa kuvissaama
suurennos.
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Kuva 9. IGF-1:n ja IGF-1Ea:n lokalisoituminen. Vasta-ainevarjaykset tehtiin 8 um:n luustolihadteike.
A) Hoechst-varjays (tumat), B) IGF-1, C) IGF-1Eg), ¥distetty kuva, jossa ei ole havaittavissa IGifrja
IGF-1Ea:n kolokalisaatiota E) kontrolli, josta ditgtty IGF-1:n primaarivasta-aine pois, F) kontrgista
on jatetty IGF-1Ea:n primaarivasta-aine pois. Natitea on 50 pm, kaikissa kuvissa on sama suurennos.
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Kuva 10. IGF-1Ea:n ja IGF-1-reseptorin lokalisoituminen. Vasta-ainevarjaykset tehtin 8 pm:n
luustolihasleikkeille. A) Hoechst-varjays (tumaB), IGF-1Ea, C) IGF-1-reseptori, D) yhdistetty kuyassa
havaittavissa IGF-1Ea:n ja IGF-1-reseptorin koladtiota solukalvon laheisyyteen E) kontrolli,tposn
jatetty IGF-1-reseptorin primaarivasta-aine poiskéntrolli, josta on jatetty IGF-1Ea:n primaarit@sine
pois. Mittajana on 50 um, kaikissa kuvissa on samaennos.
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Kuva 11. MGF:n lokalisoituminen. Vasta-ainevarjaykset tehtiin 8 um:n luustolihadteike. A) Hoechst-
varjays (tumat), B) laminiini (tyvikalvo), C) MGFD) yhdistetty kuva, jossa havaittavissa MGF:n
lokalisoituminen solukalvon l&heisyyteen, E) kotitrgosta on jatetty MGF:n primaarivasta-aine padi
kontrolli, josta on jatetty laminiinin primaarivasaine pois. Mittajana on 50 um, kaikissa kuvissssama
suurennos.
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Kuva 12. Hormonikorvaushoidon vaikutus IGF-1:n lokalisoitumiseen. Vasemmalla on kuva
hormonikorvaushoidon kayttdjan ja oikealla ei-kajgh luustolihaksesta. Hormonikorvaushoidolla ditol
vaikutusta IGF-1:n lokalisoitumiseen. MittajanaShpm.

Kuva 13. Hormonikorvaushoidon vaikutus IGF-1Ea:n Idkalisoitumiseen. Vasemmalla on kuva
hormonikorvaushoidon kayttajan ja oikealla ei-kajgih luustolihaksesta. Hormonikorvaushoidolla ditol
vaikutusta IGF-1Ea:n lokalisoitumiseen. Mittajama5®) pm.

Kuva 14. Hormonikorvaushoidon vaikutus MGF:n lokalisoitumiseen. Vasemmalla on kuva
hormonikorvaushoidon kayttajan ja oikealla ei-kajgh luustolihaksesta. Hormonikorvaushoidolla ditol
vaikutusta MGF:n lokalisoitumiseen. Mittajana onjb®.
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4.5.1GF-1:n silmukointivarianttien ilmentyminen

IGF-1:n silmukointivarianteista IGF-1Eb:n lahettNR-tasot olivat matalimmat, kun taas
IGF-1Ea:n ja MGF:n lahetti-RNA-tasot olivat miltghtd suuret. Hormonikorvaushoidon
kayttgjilla oli MGF:n ilmentyminen hieman suuremplaan ei-kayttajilla, kun taas IGF-
1Ea:n ja IGF-1Eb:n ilmentyminen oli hieman heikompauin ei-kayttgjilla (kuva 15).
Suurin ero ryhmien valilla oli IGF-1Ea:n ilmentyragséd. Erot eivat kuitenkaan olleet

merkitsevia (p > 0,05). Ryhmien sisélla hajonisedttain suurta.

30
25
20
_ B Hormonikorvaus-
15 hoidon kayttdjat
(n=11)

10 - Ei-kédyttajat (n=18)
5 -

0 T T - I 1

MGF IGF-1Ea IGF-1Eb

Kuva 15. IGF-1:n silmukointivarianttien ilmentyminen. Kuvassa on esitetty IGF-1:n
silmukointivarianttien lahetti-RNA-tasot (keskiatyo Mittajanat esittavat keskihajontaa. Ryhmiefiligéei
havaittu tilastollisesti merkitsevia eroja (p > B0 Tulokset on esitetty yksikottomalla asteikolla
(engl.arbitrary units).

4.6. IGF-1:n yhteys lihassolutyyppien ilmentymiseen

Silmukointivarianttien yhteytta lihassolutyyppijakaaan ja lihassolujen kokoon tutkittiin
Pearsonin korrelaatioanalyysilla. Merkitseva kaagilo (p < 0,05) havaittiin IGF-1Ea:n
lahetti-RNA-tason ja tyypin lIx lihassolujen poikéikkauspinta-alan valilla. IGF-1Ea:n

maaran vahentyessa tyypin lIx lihassolujen koko/gagkuva 16).
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Kuva 16. IGF-1Ea:n ja tyypin lIx solujen pinta-alan valinen korrelaatio. Siniset symbolit ovat
hormonikorvaushoidon kayttéjia (n = 8) ja punaisekayttajia (n = 16). IGF-1Ea:n lahetti-RNA-tason
pienentyessa tyypin lIx lihassolujen poikkileikkpirga-ala kasvaa.
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5. Tulosten tarkastelu

Taman pro gradu -tutkimuksen tarkoituksena oli ig&l& hormonikorvaushoidon

vaikutusta ikdantyvien naisten luustolihassolujezkdon, lihassolutyyppijakaumaan ja
IGF-1:n silmukointivarianttien ilmentymiseen, sekétkia n&iden yhteyttd toisiinsa.
Tarkoituksena oli myos selvittdd IGF-1:n silmukoiatianttien lokalisaatio

luustolihassoluissa ja hormonikorvaushoidon vaikdtkalisaatioon. Saamiemme tulosten
mukaan hormonikorvaushoidolla ei ollut merkittavéaikutusta lihassolujen kokoon,
lihassolutyyppijakaumaan eik& IGF-1:n silmukointigattien ilmentymiseen. Tuloksia
kokonaisuutena tarkasteltaessa vaikuttaa kuiteski@, ettd hormonikorvaushoito suosii
tyypin 1l lihassoluja, joiden koko ja suhteellinensuus oli hiukan suurempi

hormonikorvaushoitoa kayttaneilla.

Tutkiessamme IGF-1:n lokalisaatiota lihaskudoksedsavaitsimme yllattaen IGF-1:n
(mahdollisesti IGF-1Eb) lokalisoituvan lihassolujém mahdollisesti satelliittisolujen)
tumiin. Koska aikaisempia tutkimuksia IGF-1:n Iakaitumista lihaskudoksessa ei ole,
tama havainto on tarked ja saattaa auttaa meit@lostammaan kokonaiskuvan eri IGF-1:n

silmukointivarianttien toiminnasta lihaksessa.

5.1. Hormonikorvaushoidon vaikutus luustolihassglppeihin

Estrogeenia siséltadvan hormonikorvaushoidon vaksitu ihmisen luustolihaksen
lihassolutyyppijakaumaan ja lihassolujen kokoono& aikaisemmin tutkittu. Taman
tutkimuksen hormonikorvaushoitoa kayttavilla koekignlla ei ollut merkitsevid eroja
mik&&n ero ei ollut merkitseva, kokonaisuutta tatgaessa hormonikorvaushoitoa
kayttavilla koehenkiloilla tyypin Il lihassoluja iohieman enemman ja ne olivat hieman
suurempia. Juuri tyypin 1l lihassolut ovat herkkik&&antymisen vaikutuksille (ks.
yleiskatsaus Andersen, 2003a) ja saattaa olla, heiténonikorvaushoito hidastaa naita

ikdantymiseen liittyvid muutoksia.

Vaikka aikaisempia tutkimuksia hormonikorvaushoidoraikutuksista ihmisen

lihassolutyyppeihin ei ole, on olemassa koe-eldkmtuksia, joissa on tutkittu estrogeenin
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vaikutusta lihassolutyyppeihin. Rotilla tehdyt tutkikset ovat osoittaneet, etta
munasarjojen poisto saa aikaan MyHC | -isoformirhtsellisen osuuden kasvun ja
estrogeenihoito ehkaisee tatda muutosta (Kadi yr0Q2p Toisessa rotilla tehdyssa
tutkimuksessa munasarjojen poisto sai aikaan MyKGisoformin suhteellisen osuuden
pienenemisen, minkd estrogeenihoito kumosi (Piccome., 2005). Naiden koe-
elaintutkimuksista saatujen havaintojen perustealai arvella, ettd hormonikorvaushoito
ehkaisisi normaaliin ikdantymiseen liittyvaa tyypinihassolujen suhteellisen osuuden
kasvua ihmisella. Vaikka tastd pro gradu -tutkimasta saadut tulokset eivat olleet
tilastollisesti merkitsevid, ne ovat samansuurdaisadin ym. (2002) ja Picconen ym.
(2005) raportoimien koe-elaimilla saatujen tutkitulssten kanssa. Hormonikorvaus-
hoidon kayttgjilla oli hieman pienempi tyypin | &bolujen osuus ja hieman enemman
tyypin Il lihassoluja. Aikaisemmissa tutkimuksissavaittu rajahtavan ja maksimaalisen
lihasvoiman paraneminen hormonikorvaushoitoa ké@yt#anaisilla (Phillips ym., 1993;
Skelton ym., 1999; Sipila ym., 2001; Taaffe ym.020Ronkainen ym., 2009a) saattaa
osittain johtua tyypin Il lihassolujen suuremmassaudesta. Tata hypoteesia tukee myos
Skeltonin  ym. (1999) tekema tutkimus, jossa horrkonviaushoitoa kayttavilla
vaihdevuosi-ian ylittaneilla naisilla lihaksen makaalinen voima parani, vaikka lihaksen

poikkileikkauspinta-alassa ei tapahtunut merkitéréuutosta.

Tutkimuksessamme hormonikorvaushoidon kayttgjiliamyds hieman suuremmat tyypin
Il lihassolut. Picconen ym. (2005) koe-elaimilléhdgssa tutkimuksessa munasarjojen
poistolla ei ollut vaikutusta lihassolujen kokoanutta estrogeenihoito pienensi tyypin II
lihassolujen kokoa. Tutkijat esittivat, ettd jokioinen munasarjojen tuottama hormoni
estaa estrogeenin kasvua ehkaisevan vaikutuks&katenattomilla elaimilla ja etta
estrogeeni yksinaan estaa lihassolujen kasvuanamosi epailykset ovat oikeassa, saattaa
olla, ettd erot koeasetelmassa (jyrsijd versus nbemi munasarjojen olemassaolo ja
hormonikorvaushoidon siséltdma progesteroni) Pienotekeman tutkimuksen ja tdman

tutkimuksen valilla, selittavat osaltaan erilaigioksia lihassolujen koossa.

Aikaisemmissa tutkimuksissa havaittu hormonikorvemdon kayttajien suurempi
lihaksen kokonaispinta-ala (Sipila ym., 2001; Taafin., 2005; Ronkainen ym., 2009a) ei

valttamatta johdu kuitenkaan tyypin |l lihassolujesuuremmasta koosta, koska
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hormonikorvaushoitoa kayttavilla oli samalla ei-kayin verrattuna pienemméat tyypin |
lihassolut, mik& saattaa kumota tyypin Il lihasetujvaikutuksen lihaksen kokoon. Voi
olla, ettd suurempi lihaksen pinta-ala johtuu lgwsjen suuremmasta maarasta. Koska
aikaisempia tutkimuksia hormonikorvaushoidon vailksista lihassolujen kokoon ei ole
olemassa, tarvitaan lisaa hyvin kontrolloituja totkksia ennen kuin pystytaan tekemaan

varmempia johtopaatoksia.

5.2. IGF-1:n silmukointivarianttien lokalisoitumine luusto-
lihassoluissa

IGF-1 on eritettava proteiini, joka perinteisestikuttaa solukalvoreseptorin kautta, joten
oletimme IGF-1 silmukointivarianttien lokalisoituva solukalvon laheisyyteen.
Aikaisempia tutkimuksia IGF-1:n lokalisoitumisestaustolihnaksessa ei juurikaan ole
tehty. Hieman yllattavaa oli, ettd kayttamamme IG¥Fasta-aine, joka valmistajan mukaan
tunnistaa kaikki silmukointivariantit, lokalisoituivain lihassolujen tumiin, eik&a
solukalvolle tai soluvdlitilaan, joihin MGF:n ja KslEa:n tunnistavat vasta-aineet
lokalisoituivat. Valmistajan mukaan IGF-1-vastaairsitoutuu eksoneiden 3 ja 4
koodittamaan peptidiketjuun, joka on kaikissa shwiativarianteissa samanlainen. Taman
vuoksi sen pitaisi kolokalisoitua MGF:n ja IGF-1Rakanssa. My0s erddssa toisessa
tutkimuksessa IGF-1 kolokalisoitui tumavérin kanssautta koska lokalisaation
tutkiminen ei ollut kyseisen tutkimuksen tavoiteutkijat eivat kommentoineet
tumalokalisoitumista lainkaan (McKay ym., 2008). Ké&y’'n ym (2008) tutkimuksessa ei
myOskaan selvitetty IGF-1-varjaytymista koko lihadkksessa vaan vain satelliittisolujen

varjaytymista.

Tasta pro gradu -tutkimuksesta saatujen tulostemsfesella voisi paatella, etta jokin IGF-
1:n varianttimuoto vaikuttaa tumareseptorin kauti@nin ym. (2002) tutkimuksessa onkin
havaittu IGF-1-geenissé olevan tumalokalisaatiasdjneksonin 5 karboksiterminaalissa.
Eksonissa 1 oleva, eritysreitille ohjaava  signaalkuitenkin ~ kumoaa
tumalokalisaatiosignaalin. Tallin vain IGF-1:n a&deet, jotka eivat sisdlla eksonissa 1
sijaitsevaa erityssignaalipeptidia ohjataan tuma&han ym., 2002). IGF-1:n
silmukointivarianteista ainoastaan IGF-1Eb sisa#iksonin 5 karboksiterminaalipdan ( ks.
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yleiskatsaus Goldspink, 2005), ja juuri tdmé&n vdira spesifistd lokalisaatiota emme
tutkineet, koska sille ei ole saatavissa kaupallststa-ainetta. Saattaa kuitenkin olla, etta
IGF-1-vasta-aineella aikaansaatu tumavarjaytymingohtuu juuri IGF-1Eb:n
lokalisoitumisesta tumaan. Tutkimuksessammme IGfsta-aine ei kuitenkaan
lokalisoitunut lihassolujen tyvikalvon ulkopuolelaitseviin tumiin. Tasta voisi paatella,
ettd vain myogeeniset solut ts. lihassolut ja miiseésti satelliittisolut tuottavat tumaan
lokalisoituvaa (autokriinista) IGF-1Eb:ta lihasklkdessa. IGF-1Eb:n toimintaa ei viela
tunneta, mutta voi olla, ettd IGF-1Eb:lla on tarkedli lihasssolujen geenien ilmentymisen

saatelyssa.

Tumien lisdksi IGF-1 lokalisoitui tyypin 1 lihassohin. Tutkimuksessamme tyypin |
lihassolut olivat poikkileikkauspinta-alaltaan semnpia kuin tyypin Il lihassolut. Tyypin |
lihassolujen on havaittu olevan suurimpia myos itlaomnaisilla (Staron ym., 2000).
Saattaa olla, etta suurempi IGF-1:n ilmentymineryksi tyypin | lihassolujen suurempaan
kokoon vaikuttavista tekijoista. Staronen ym. (2002Zkimuksessa tyypin lla lihasolut
olivat suurimpia miehilla ja olisikin mielenkiintsiia tutkia lokalisoituuko IGF-1 eri tavalla

miesten lihaskudoksessa.

Verrattuna MGF:n lokalisoitumiseen IGF-1Ea lokaiigd kauttaaltaan soluvalitilaan.

Tama saattaa johtua siita, ettéd IGF-1Ea on systesmiGF-1, jota maksan solujen lisaksi
tuottavat myds monet muut solut kuten lihassolwj@lissa sijaitsevat fibroblastit. MGF:aa
iImentavat luultavasti vain tietyt mekaaniseen staatioon reagoivat solut kuten
lihassolut (Cheema ym., 2005) ja osteoblastit (Tsmg, 2006). Cheeman ym. (2005)
tutkimuksessa lihassoluviljelmille aiheutettiin ketekoista mekaanista rasitusta, jolloin
MGF:n transkriptitaso nousi. Osteoblastien on myisvaittu ilmentavan MGF:aa
keinotekoisen mekaanisen arsytyksen vaikutuksestatro -tutkimuksissa (Tang ym.,

2006).

Tutkimuksessamme emme havainneet eroja hormoniksheadon kayttajien ja ei-

kayttgjien valilla silmukointivarianttien lokalisinimisessa.
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5.3. Hormonikorvaushoidon vaikutus luustolihakserGFd41:n
silmukointivarianttien ilmentymiseen

Aikaisemmissa tutkimuksissa hormonikorvaushoid@laole ollut vaikutusta tai se on
vaikuttanut vahentavasti seerumin IGF-1-tasoihie Kalaker ym., 2009; Nar ym., 2009).
Aikaisempia tutkimuksia hormonikorvaushoidon vaikgista lihaksen IGF-1:n
transkripti- tai proteiinitasoihin ei ole olemassBasta tutkimuksesta saadut tulokset
viittaavat siihen, ettd hormonikorvaushoidolla & merkittdvaéd vaikutusta lihaksen IGF-
1:n silmukointivarianttien ilmentymiseen lahetti-RMasolla. Hormonikorvaushoidon
kayttajilla lihaksen MGF:n ilmentyminen oli hiukauurempaa kuin ei-kayttajilla, ja IGF-
1Ea:n ja IGF-1Eb:n hiukan pienempéaa. Erot ryhmigiill& eivat kuitenkaan olleet
tilastollisesti merkitsevia. MGF:n osalta tulokssetat samansuuntaisia kuin ryhmamme
kahdessa muussa tutkimuksessa, joissa MGF:n ilmmeméyn oli  suurempaa
hormonikorvaushoitoa kayttaneilla. Toinen naistikitmuksista on tehty satunnaistetun,
lumekontrolloidun hormonikorvaushoito-liikuntaintentiotutkimuksen aineistolla, jonka
10-vuotisseuranta-aineisto on taman pro gradu -tyd@ineistona. Alkuperdisessa
interventiossa havaittin MGF:n ilmentymisen olevanimakkaampaa vuoden mittaisen
hormonikorvaushoidon jalkeen verrattuna hormonéptimattomiin vaihdevuosi-ikaisiin
naisiin (Pollanen ym., 2010, painossa). Toisesstintuksista (Ahtiainen ym.,
kasikirjoitus) kaytettiin monotsygoottisia kaksosga (tutkittavat kuvailtu artikkelissa
Ronkainen ym., 2009a), jolloin geneettisen var@atraikutus on minimoitu. Myds tassa
kaksostutkimuksessa MGF:n ilmentyminen oli voimakk@aa hormonikorvaushoitoa

kayttaneilla naisilla.

Tutkimuksissamme havaittu MGF:n suurempi ilmentyeninsaattaa johtua siitd, etta
hormonikorvaushoito sailyttdd lihassolujen rakemte@aremmin, jolloin MGF:n
iImentymiseen johtava, solukalvon dystroglykaanikbeksin kautta kulkeva, mekaaninen
saatelysysteemi (De Bari ym., 2003) toimii paremntseissa tutkimuksissa on havaittu
estrogeenin ehkaisevan oksidatiivisia vaurioitalissh sekéa vakauttavan solukalvoa (Enns
ja Tiidus, 2010). Rotilla tehdyt tutkimukset ovatoittaneet, ettéa estrogeeni lisdd akuutin
likunnan jalkeista satelliittisolujen aktivoituntss ja jakautumista, mutta taustalla olevaa
tarkkaa mekanismia ei viela tunneta (Enns ym., 2@®®s ja Tiidus, 2008). Saattaa olla,
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ettd estrogeeni auttaa suojaamaan lihassolun rattanmyos liikkunnan aikana, jolloin
MGF:n ilmentymiseen johtava mekaaninen saatelysystetoimii tehokkaammin, ja

tehostunut MGF:n tuotanto johtaa tehokkaampaatiigas®lujen aktivoitumiseen.

5.4. IGF-1:n yhteys luustolihassolutyyppeihin

IGF-1 on tarkea lihaksen kasvua saateleva tekijakdnvuoksi voisi olettaa kasvun IGF-
1:n ilmentymisessa korreloivan lihassolujen poikikkauspinta-alan kasvun kanssa.
Liikunnan onkin havaittu lisddvan IGF-1Ea:n ja M@&HRImentymistd samanaikaisesti
lihassolujen poikkileikkauspinta-alan kanssa (Sueym., 2009). Tassa pro gradu -
tutkimuksessa havaittu ainoa merkitseva korrelaatioegatiivinen korrelaatio IGF-1Ea:n
ja tyypin lIx lihassolujen poikkileikkauspinta-alarélilla. Téssa tutkimuksessa havaittu
tyypin Il lihassolujen hieman suurempi koko hornt@mvaushoitoa kayttavilla ei siis
valttamatta ole IGF-1-valitteista vaan estrogeansihattaa olla siihen suorempi vaikutus.
On kuitenkin vaikeaa arvioida IGF-1:n todellistakedusta lihassolutyyppien kokoon ja
lihassolutyyppijakaumaan, koska luultavasti IGFadet nousee stimulaation (esim.
likunnan (McKay ym., 2008)) vaikutuksesta vainkedlisesti korkeammaksi vaikutuksen
lihassolujen kokoon ja lihassolutyyppijakaumaanesdh pidempiaikaisempi. Taman
tutkimuksen koehenkil6ét eivat olleet harrastaneetkasta liikuntaa lihasbiopsian ottoa
edeltavina paivina, joten tutkimustulokset kuvaavain lepotason IGF-1:n ilmentymisen
yhteytta lihassolutyyppien kokoon ja lihassolutyypigaumaan. Vaikkeivat tutkittavat
raportoineet  toisistaan  poikkeavia liikuntatottursiak  saattaa  olla, ettd
hormonikorvaushoitoa kayttavien vaste IGF-1 ilmemsta aiheuttaville tekijéille (kuten
likunnalle) on voimakkaampi. Talléin ryhmien véisvahaiset erot lihassolujen koossa ja
lihassolutyyppijakaumassa voisivat selittya joltagsin erilaisista vasteista IGF-1:n
iImentymista aiheuttaville tekijoille.

Lihassolutyyppijakaumaan IGF-1:n silmukointivaridgen ilmentymisella ei ollut

vaikutusta.
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5.5. Taman tutkimuksen rajoitteet ja tulevaisuutiemitteet

Vaikka tassad tutkimuksessa hormonikorvaushoitoa tt&agiden koehenkildiden
fenotyyppi ei eroa merkitsevasti ei-kayttajien fgrypista, ovat pienet erot fenotyypeissa
kokonaisuudessaan loogisia ja samansuuntaisia muaidkimusten kanssa. Saattaa olla,
ettd ryhmien valiset erot eivat nousseet merkitseykoska ulkopuoliset tekijat vaikuttivat
lian vahvasti tuloksiin. Taman tutkimuksen ongefraaolivat hormonikorvaushoitoon
liittyvat tekijat, joita emme pystyneet kontrollogan. Suurin osa hormonikorvaushoidon
kayttajista oli kayttanyt hormonikorvaushoitoa keirkaan yhden vuoden ja heidan
hormonin kéayttdajastaan oli kulunut kymmenen vuottain viisi henkildd kéytti
hormonikorvaushoitoa mittaushetkella. Nama hormokayttdaikaan liittyvat tekijat
saattoivat pienentdaa ryhmien (ei-kayttajat, kagt)ayalisia eroja. Myos erot kaytetyn
hormonivalmisteen vaikuttavissa aineissa, pitoisigga ja annostelutavoissa saattoivat
suurentaa hajontaa. Koska tutkimuksemme oli paiidaustutkimus, myds geneettinen
variaatio suurensi hajontaa, jolloin ryhmien valigrot eivat nousseet merkitseviksi.
Tulevaisuudessa on tavoitteena kontrolloida nai#ijdita paremmin toisenlaisten
koeasetelmien avulla. Tulevaisuudessa tutkimuksemkeskittyykin pitkittais- ja
kaksostutkimuksiin, jolloin geneettisen variaati@kutus pystytaan minimoimaan.



6. Lahteet

Alnageeb, M.A., N.S. Al Zaid, and G. Goldspink. 29€onnective tissue changes and physical propesfie
developing and ageing skeletal musdl@nat. 139 ( Pt 4):677-689.

Andersen, J.L. 2003a. Muscle fibre type adaptatiothe elderly human muscl&cand.J.Med.Sci.Sports.
13:40-47.

Andersen, J.L. 2003b. Muscle fibre type adaptatiothe elderly human muscl&cand.J.Med.ci.Sorts.
13:40-47.

Balagopal, P., J.C. Schimke, P. Ades, D. Adey, drf8l Nair. 2001. Age effect on transcript levelsian
synthesis rate of muscle MHC and response to aesist exercise Am.J.Physiol.Endocrinol.Metab.
280:E203-8.

Barazzoni, R., K.R. Short, and K.S. Nair. 2000.eEf§ of aging on mitochondrial DNA copy number and
cytochrome c oxidase gene expression in rat sketeiscle, liver, and heard.Biol.Chem. 275:3343-3347.

Barros, R.P., U.F. Machado, M. Warner, and J.A.t&fason. 2006. Muscle GLUT4 regulation by estrogen
receptors ERbeta and ERalpPRaoc.Natl.Acad.Sci.U.SA. 103:1605-1608.

Barton-Davis, E.R., D.l. Shoturma, and H.L. Sweeri®g9. Contribution of satellite cells to IGF-dunced
hypertrophy of skeletal musclacta Physiol.Scand. 167:301-305.

Bigot, A., V. Jacquemin, F. Debacqg-Chainiaux, @8tler-Browne, O. Toussaint, D. Furling, and V. Nyu
2008. Replicative aging down-regulates the myogeagulatory factors in human myoblasBiol.Cell.
100:189-199.

Boland, R., A. Vasconsuelo, L. Milanesi, A.C. Rondad A.R. de Boland. 2008. 17beta-Estradiol Siggal
in Skeletal Muscle Cells and its Relationship topmsis.Steroids. 73:859-863.

Boonyaratanakornkit, V., Y. Bi, M. Rudd, and D.RIviards. 2008. The role and mechanism of progesteron
receptor activation of extra-nuclear signaling pats in regulating gene transcription and cell eycl
progressionSteroids. 73:922-928.

Calmels, P., L. Vico, C. Alexandre, and P. Minait895. Cross-sectional study of muscle strengthleoma:
mineral density in a population of 106 women betwi® ages of 44 and 87 years: relationship withagl
menopausetur.J.Appl.Physiol.Occup.Physiol. 70:180-186.

Cheema, U., R. Brown, V. Mudera, S.Y. Yang, G. Ma@her, and G. Goldspink. 2005. Mechanical signals
and IGF-1 gene splicing in vitro in relation to eédepment of skeletal muscléCell.Physiol. 202:67-75.

Coolican, S.A., D.S. Samuel, D.Z. Ewton, F.J. McW.aahd J.R. Florini. 1997. The mitogenic and mydgen
actions of insulin-like growth factors utilize drstt signaling pathwaysl.Biol.Chem. 272:6653-6662.

Coombs, N.J., R. Taylor, N. Wilcken, and J. Boyag&305. Hormone replacement therapy and breast
cancer: estimate of risBMJ. 331:347-349.

De Bari, C., F. Dell'Accio, F. Vandenabeele, J.Rerieesch, J.M. Raymackers, and F.P. Luyten. 2003.
Skeletal muscle repair by adult human mesenchyneah sells from synovial membrand.Cell Biol.
160:909-918.

de Kraker, A.T., P. Kenemans, R.G. Smolders, M.Yodks, and M.J. van der Mooren. 2009. Short-term
effects of two continuous combined oestrogen-primges therapies on several cardiovascular risk emark
in healthy postmenopausal women: a randomised atedr trial. Eur.J.Obstet.Gynecol.Reprod.Biol.
142:139-144.

48



49

D'Eon, T.M., C. Sharoff, S.R. Chipkin, D. Grow, B.RBuby, and B. Braun. 2002. Regulation of exercise
carbohydrate metabolism by estrogen and proge&eron women. Am.J.Physiol.Endocrinol.Metab.
283:E1046-55.

Emons, G., A. Huschmand-Nia, T. Krauss, and B. E\§nn2004. Hormone replacement therapy and
endometrial canceOnkologie. 27:207-210.

Enns, D.L., S. Igbal, and P.M. Tiidus. 2008. Oeastro receptors mediate oestrogen-induced increases i
post-exercise rat skeletal muscle satellite célita Physiol.(Oxf). 194:81-93.

Enns, D.L., and P.M. Tiidus. 2010. The influenceesfrogen on skeletal muscle: sex matt8psrts Med.
40:41-58.

Enns, D.L., and P.M. Tiidus. 2008. Estrogen inflees satellite cell activation and proliferationldeting
downbhill running in ratsJ.Appl.Physiol. 104:347-353.

Gambacciani, M., and F. Vacca. 2004. Postmenopasabporosis and hormone replacement therapy.
Minerva Med. 95:507-520.

Giangrande, P.H., and D.P. McDonnell. 1999. ThenA B isoforms of the human progesterone receptor:
two functionally different transcription factors eaded by a single gen&ecent Prog.Horm.Res. 54:291-
313; discussion 313-4.

Goldspink, G. 2005. Impairment of IGF-I gene spliciand MGF expression associated with muscle
wasting.Int.J.Biochem.Cell Biol. 37:2012-2022.

Gras, F., B. Brunmair, L. Quarre, Z. Szocs, W. Waldsl, and C. Furnsinn. 2007. Progesterone impalts
respiration and suppresses a compensatory indiregigcose transport in isolated rat skeletal maisglnon-
genomic mechanism contributing to metabolic adapiab late pregnancyDiabetologia. 50:2544-2552.

Gruber, C.J., W. Tschugguel, C. Schneeberger, andHuber. 2002. Production and actions of estregen
N.Engl.J.Med. 346:340-352.

Hameed, M., R.W. Orrell, M. Cobbold, G. Goldspimalkd S.D. Harridge. 2003. Expression of IGF-1 splice
variants in young and old human skeletal muscler &figh resistance exercisePhysiol. 547:247-254.

Hill, M., and G. Goldspink. 2003. Expression andicipg of the insulin-like growth factor gene indent
muscle is associated with muscle satellite (steefl) activation following local tissue damag&Physiol.
549:409-418.

Hsu, H.H., M.M. Zdanowicz, V.R. Agarwal, and P.Wpetser. 1997. Expression of myogenic regulatory
factors in normal and dystrophic mice: effects@Ft1 treatmentBiochem.Mol.Med. 60:142-148.

Kadi, F., N. Charifi, C. Denis, and J. Lexell. 20@&atellite cells and myonuclei in young and elgl@tbmen
and menMuscle Nerve. 29:120-127.

Kadi, F., C. Karlsson, B. Larsson, J. Eriksson,Udval, H. Billig, and I.H. Jonsdottir. 2002. Th#fexts of
physical activity and estrogen treatment on rat fasd slow skeletal muscles following ovariectomy.
J.Muscle Res.Cell.Motil. 23:335-339.

Kahlert, S., C. Grohe, R.H. Karas, K. Lobbert, leyNes, and H. Vetter. 1997. Effects of estrogeskatetal
myoblast growthBiochem.Biophys.Res.Commun. 232:373-378.

Kenny, A.M., L. Dawson, A. Kleppinger, M. lannuz2ucich, and J.O. Judge. 2003. Prevalence of
sarcopenia and predictors of skeletal muscle nrassmobese women who are long-term users of estroge
replacement therapy.Gerontol.A Biol.Sci.Med.Sci. 58:M436-40.



50

Larionov, A.A., D.A. Vasyliev, J.I. Mason, A.F. Hasy L.M. Berstein, and W.R. Miller. 2003. Aromatdae
skeletal musclel.Seroid Biochem.Mol.Biol. 84:485-492.

Lee, C.E., A. McArdle, and R.D. Griffiths. 2007. &'nole of hormones, cytokines and heat shock pretei
during age-related muscle lo§3in.Nutr. 26:524-534.

Leivo, I., and E. Engvall. 1988. Merosin, a protsjpecific for basement membranes of Schwann cells,
striated muscle, and trophoblast, is expressed late nerve and muscle development.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.SA. 85:1544-1548.

Lexell, J. 1995. Human aging, muscle mass, and fijgge compositionJ.Gerontol.A Biol.Sci.Med.&ci. 50
Spec No:11-16.

Li, L., M.P. Haynes, and J.R. Bender. 2003. Plasneambrane localization and function of the estrogen
receptor alpha variant (ER46) in human endotheb#is. Proc.Natl.Acad.Sci.U.SA. 100:4807-4812.

Livak, K.J., and T.D. Schmittgen. 2001. Analysig@ftive gene expression data using real-time tifatine
PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Methddethods. 25:402-408.

Mandelson, M.T., D. Miglioretti, P.A. Newcomb, RakHtison, and J.D. Potter. 2003. Hormone replacement
therapy in relation to survival in women diagnoseéth colon cancerCancer Causes Control. 14:979-984.

McDonnell, D.P. 2004. The molecular determinantesifogen receptor pharmacolodfaturitas. 48 Suppl
1:S7-12.

McKay, B.R., C.E. O'Reilly, S.M. Phillips, M.A. Tappolsky, and G. Parise. 2008. Co-expression of1GF
family members with myogenic regulatory factors Ideling acute damaging muscle-lengthening
contractions in humang.Physiol. 586:5549-5560.

McKoy, G., W. Ashley, J. Mander, S.Y. Yang, N. Wilhs, B. Russell, and G. Goldspink. 1999. Expressio
of insulin growth factor-1 splice variants and stural genes in rabbit skeletal muscle inducedttstch and
stimulation.J.Physiol. 516 ( Pt 2):583-592.

Morgan, J.E., and T.A. Partridge. 2003. Musclelbegeells. Int.J.Biochem.Cell Biol. 35:1151-1156.

Nar, A., E. Demirtas, A. Ayhan, and A. Gurlek. 20@ffects of bilateral ovariectomy and estrogen
replacement therapy on serum leptin, sex hormondirmy globulin and insulin like growth factor-I lels.
Gynecol .Endocrinol. 25:773-778.

Newton, C.J., R. Buric, T. Trapp, S. Brockmeier,Ragotto, and G.K. Stalla. 1994. The unliganderbget
receptor (ER) transduces growth factor signheroid Biochem.Mol.Biol. 48:481-486.

Paech, K., P. Webb, G.G. Kuiper, S. Nilsson, J.t&sson, P.J. Kushner, and T.S. Scanlan. 1997.
Differential ligand activation of estrogen recegt&Ralpha and ERbeta at AP1 sit8sience. 277:1508-
1510.

Pavelic, J., T. Matijevic, and J. Knezevic. 2007ol&gical & physiological aspects of action of itiadike
growth factor peptide familyndian J.Med.Res. 125:511-522.

Philippou, A., A. Halapas, M. Maridaki, and M. Kailteris. 2007. Type | insulin-like growth factogaeptor
signaling in skeletal muscle regeneration and hypehy.J.Musculoskelet.Neuronal Interact. 7:208-218.

Philippou, A., A. Stavropoulou, A. Sourla, N. Pisssis, A. Halapas, M. Maridaki, and M. Koutsil&ri
2008. Characterization of a rabbit antihuman meclgowth factor (MGF) polyclonal antibody againisé t
last 24 amino acids of the E domdin.Vivo. 22:27-35.



Phillips, S.K., K.M. Rook, N.C. Siddle, S.A. Brucand R.C. Woledge. 1993. Muscle weakness in women
occurs at an earlier age than in men, but strengtipreserved by hormone replacement therapy.
Clin.Sci.(Lond). 84:95-98.

Piccone, C.M., G.A. Brazeau, and K.M. McCormickO20Effect of oestrogen on myofibre size and myosin
expression in growing ratExp.Physiol. 90:87-93.

Pollanen, E., P.H. Ronkainen, H. Suominen, T. Takal Koskinen, J. Puolakka, S. Sipila, and V. Kmra
2007. Muscular transcriptome in postmenopausal wométh or without hormone replacement.
Rejuvenation Res. 10:485-500.

Rajpathak, S.N., M.J. Gunter, J. Wylie-Rosett, G4, R.C. Kaplan, R. Muzumdar, T.E. Rohan, and H.D.
Strickler. 2009. The role of insulin-like growthctar-l and its binding proteins in glucose homesistand
type 2 diabetediabetes Metab.Res.Rev. 25:3-12.

Raue, U., D. Slivka, B. Jemiolo, C. Hollon, andTgappe. 2006. Myogenic gene expression at resaéted
a bout of resistance exercise in young (18-30yd)@d (80-89 yr) womenrl.Appl.Physiol. 101:53-59.

Renault, V., L.E. Thornell, P.O. Eriksson, G. BriRrowne, and V. Mouly. 2002. Regenerative potérifa
human skeletal muscle during agidging Cell. 1:132-139.

Ribom, E.L., K. Piehl-Aulin, S. Ljunghall, O. Ljuggen, and T. Naessen. 2002. Six months of hormone
replacement therapy does not influence musclegtingn postmenopausal womeMaturitas. 42:225-231.

Rogers, N.H., C.A. Witczak, M.F. Hirshman, L.J. @gear, and A.S. Greenberg. 2009. Estradiol stiraslat
Akt, AMP-activated protein kinase (AMPK) and TBC1®]1 but not glucose uptake in rat soleus.
Biochem.Biophys.Res.Commun. 382:646-650.

Rommel, C., S.C. Bodine, B.A. Clarke, R. Rossma\linez, T.N. Stitt, G.D. Yancopoulos, and D.J.SSla
2001. Mediation of IGF-1-induced skeletal myotubeypdrtrophy by PI(3)K/Ak/mTOR and
PI(3)K/Akt/GSK3 pathwaysNat.Cell Biol. 3:1009-1013.

Ronda, A.C., C. Buitrago, A. Colicheo, A.R. de BulaE. Roldan, and R. Boland. 2007. Activation of
MAPKs by 1lalpha,25(0OH)2-Vitamin D3 and 17beta-adivh in skeletal muscle cells leads to
phosphorylation of Elk-1 and CREB transcriptionttas.J.Steroid Biochem.Mol.Biol. 103:462-466.

Ronkainen, P.H., V. Kovanen, M. Alen, E. PollanEryl. Palonen, C. Ankarberg-Lindgren, E. Hamalainen,
U. Turpeinen, U.M. Kujala, J. Puolakka, J. Kaprimnd S. Sipila. 2009. Postmenopausal hormone
replacement therapy modifies skeletal muscle coitippsand function: a study with monozygotic twin
pairs.J.Appl.Physiol. 107:25-33.

Rooyackers, O.E., D.B. Adey, P.A. Ades, and K.S.rN&996. Effect of age on in vivo rates of
mitochondrial protein synthesis in human skeletasahe.Proc.Natl.Acad.Sci.U.SA. 93:15364-15369.

Samson, M.M., |.B. Meeuwsen, A. Crowe, J.A. DesseBA. Duursma, and H.J. Verhaar. 2000.
Relationships between physical performance measages height and body weight in healthy aduige
Ageing. 29:235-242.

Schneider, B.S., J.P. Fine, T. Nadolski, and P.NiluE. 2004. The effects of estradiol and progesteron
plantarflexor muscle fatigue in ovariectomized miB®l.Res.Nurs. 5:265-275.

Sipila, S., D.R. Taaffe, S. Cheng, J. Puolakkalalvanen, and H. Suominen. 2001. Effects of hormone
replacement therapy and high-impact physical egeroin skeletal muscle in post-menopausal women: a
randomized placebo-controlled stud@fin.Sci.(Lond). 101:147-157.

Skelton, D.A., S.K. Phillips, S.A. Bruce, C.H. Nagl and R.C. Woledge. 1999. Hormone replacement
therapy increases isometric muscle strength of @ddpollicis in post-menopausal wome2iin.Sci.(Lond).
96:357-364.

51



52

Staron, R.S., F.C. Hagerman, R.S. Hikida, T.F. lslyrD.P. Hostler, M.T. Crill, K.E. Ragg, and K. Tam
2000. Fiber type composition of the vastus lateralnuscle of young men and women.
J.Histochem.Cytochem. 48:623-629.

Stitt, T.N., D. Drujan, B.A. Clarke, F. Panaro, Mmofeyva, W.O. Kline, M. Gonzalez, G.D. Yancopasilo
and D.J. Glass. 2004. The IGF-1/PI3K/Akt pathwagvents expression of muscle atrophy-induced ubiguit
ligases by inhibiting FOXO transcription factokéol.Cell. 14:395-403.

Suetta, C., C. Clemmensen, J.L. Andersen, S.P. Magm, P. Schjerling, and M. Kjaer. 2009. Coordidat
increase in skeletal muscle fiber area and exmessf IGF-lI with resistance exercise in elderly fpos
operative patient$Growth Horm.IGF Res.

Sugaya, A., T. Sugiyama, S. Yanase, X.X. Shen, Holta, and N. Toyoda. 2000. Expression of glucose
transporter 4 mRNA in adipose tissue and skeletadahe of ovariectomized rats treated with sex gero
hormonesLife Sci. 66:641-648.

Taaffe, D.R., S. Sipila, S. Cheng, J. Puolakk&d,aivanen, and H. Suominen. 2005. The effect of lworen
replacement therapy and/or exercise on skeletatlewatenuation in postmenopausal women: a yearlong
intervention.Clin.Physiol.Funct.Imaging. 25:297-304.

Takeda, K., K. Toda, T. Saibara, M. Nakagawa, Kik&aT. Onishi, T. Sugiura, and Y. Shizuta. 2003.
Progressive development of insulin resistance plypeoin male mice with complete aromatase (CYP19)
deficiency.J.Endocrinol. 176:237-246.

Tan, D.S., A. Cook, and S.L. Chew. 2002. Nucletdarlization of an isoform of the IGF-I precursBMC
Cell Bial. 3:17.

Tang, L.L., C.Y. Xian, and Y.L. Wang. 2006. The M@¥pression of osteaoblasts in response to mecHanica
overload.Arch.Oral Biol. 51:1080-1085.

Tanko, L.B., L. Movsesyan, O.L. Svendsen, and Qigilansen. 2002. The effect of hormone replacement
therapy on appendicular lean tissue mass in eaginpenopausal womekllenopause. 9:117-121.

Thomas, G., and M.N. Hall. 1997. TOR signalling amehtrol of cell growth Curr.Opin.Cell Biol. 9:782-
787.

Thompson, L.V. 2009. Age-related muscle dysfunctioxp.Gerontol. 44:106-111.

Vasconsuelo, A., L. Milanesi, and R. Boland. 20B@rticipation of HSP27 in the antiapoptotic actafn
17beta-estradiol in skeletal muscle cellsll Stress Chaperones.

Vasconsuelo, A., L. Milanesi, and R. Boland. 2008Beta-estradiol abrogates apoptosis in murinestidel
muscle cells through estrogen receptors: role @ptiosphatidylinositol 3-kinase/Akt pathwayEndocrinol.
196:385-397.

Wiik A. 2008. Estrogen receptors in skeletal mus@gpression and activation. Vaitdskirja. Karoliask
Institutet, Tukholma, Ruotsi.

Wiik, A., M. Ekman, O. Johansson, E. Jansson, andEbbjornsson. 2009. Expression of both oestrogen
receptor alpha and beta in human skeletal mussadiHistochem.Cell Biol. 131:181-189.

Yang, S.Y., and G. Goldspink. 2002. Different rotd#sthe IGF-I Ec peptide (MGF) and mature IGF-I in
myoblast proliferation and differentiatioREBS Lett. 522:156-160.



53

Liite 1. ATPaasi-varjayksen liuosten valmistus

pH 10,3 ja 9,4 -liuokset:

6,8 g glysiinia

7,2 g kalsiumkloridia
5,2 g natriumkloridia
900 ml vetta

Liuos jaettiin kahteen osaan ja pH:t saadettiird9,®l natriumhydroksidilla.

pH 4,37, 4,55 ja 4,6 -liuokset:

19,5 g natriumasetaattia

11 g kaliumkloridia

1500 ml vetta

Liuos jaettiin kolmeen osaan ja pH saadettiin ethdpolla.

ATP-liuos:

0,133 g ATP:ta
80 ml pH 10,3 -liuosta

Liuoksen pH saadettiin 9,4:4an 0,5 M vetykloridilla



