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1. Johdanto

1.1 Sarkopenia

Vuonna 1989 tohtori Irwin Rosenberg toi sarkopenit@teenmaailman tietoisuuteen
ihmettelemélla miksi ian mukanaan tuomaan lihasarassdhenemiseen ei kiinnitetty
juurikaan huomiota: “No decline with age is morardatic or potentially more functionally
significant than the decline in lean body mass...\iflaye we not given it more attention?
Perhaps it needs a name derived from the Gredksuggest a couple: sarcomalacia or
sarcopenia” (Rosenberg, 1989). Kreikan kielestaaaro kaannettyna sarkopenia tarkoittaa
lihan kdyhyyttad éngl. poverty of flesh). Kirjallisuudessa esiintyy useérilaisia maaritelmia
sarkopenialle, téassa tutkielmassa sarkopenialltetikin tarkoitetaan idn mukanaan tuoman
lihasmassan (kuva 1) ja — voiman vahenemista. Parkan nostaminen tietoisuuteen oli
Rosenbergiltd viisaasti toimittu, silla ikdantyvieinmisten maara kasvaa jatkuvasti
maailmanlaajuisesti. Yksi merkittavimmista ikdantgeen liittyvistd tekijoistd on
luurankolihasten heikentyminen ja sen negatiivisatikutukset ikaantyvien ihmisten
terveydentilaan ja elaménlaatuun. Kaikesta huotansarkopenialle ei kuitenkaan, ainakaan
toistaiseksi, ole laéketieteellista tautiluokitusngelman muodostaa muun muassa se, etta
esimerkiksi ihmisen lihasmassalle ei ole olemadsslauttista arvoa, jolloin kliinisen raja-
arvon maarittaminen sarkopenialle on aarimmaiserkddaa. Euroopan sarkopenia tyéryhma
(EWGSOP, European Working Group on Sarcopenia ide©OPeople) on julkaisussaan
pyrkinyt I6ytamaan ratkaisuja juuri naihin ongelmiiyhtendistamaan sarkopenian kasitetta
seka kartoittamaan keinoja sarkopenian tarkempasirittimiseen (Cruz-Jentoft ym., 2010).
Haasteeseen on tartuttu myds EU:ssa, jonka seitsena puiteohjelman aiheena on
ikdantymiseen liittyvan lihasheikkouden ymmartamine ehkaisy €ngl. “Understanding and

combating aging-related muscle weakness”).

1.1.1 Luustolihas

Suurin osa ihmisen lihaksistosta on luustolihasitakkijuovaista lihasta. Luustolihassolut

syntyvét lihassolujen esiastesolujen, myoblasteniaistuessa ja yhtyessa monitumaisiksi,
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pitkiksi lihassoluiksi eli myotuubeiksi. Naissa lpgsa lihassoluissa sarkomeerit eli solun
supistuvat, toiminnalliset yksikot ovat jarjestaydet rinnakkain, mista johtuen lihasolu
nayttaa poikkijuovaiselta. Lihassolukimppu puolast&oostuu naista pitkistd myotuubeista.
Ihminen pystyy tahdonalaisesti sdateleméén lulsstsiensa toimintaa toisin kuin tahdosta
riippumattomia sydan- ja sileaa linasta, jotka deadtsi muuta lihaskudoksen paatyyppiéa.

Poikkijuovaiset lihasolut jaetaan kahteen paatyyppitaisiin (tyyppi 1) ja nopeisiin
(tyyppi II) lihassoluihin. Tyypin Il solut voidaajakaa edelleen kolmeen alaryhmééan, lla, b
ja lix. Tyypin | solut ovat ohuempia ja hitaampia pe sisaltavat paljon mitokodrioita
verrattuna tyypin 1l soluihin. Tyypin | solut ovatriltdan punaisia, mika johtuu niiden
korkeasta myoglobiinipitoisuudesta. Myoglobiini ohemoglobiinin kaltainen happea
kuljettava molekyyli ja tyypin | solut saavatkinergiansa paasaantoisesti aerobisesti. Tyypin
| solut soveltuvat parhaiten pitkakestoiseen h#ghiun, kun taas tyypin Il solut sopivat
paremmin lyhytkestoiseen, rajahtavaan toimintaayypim Il solut supistuvatkin tyypin |
soluja nopeammin ja saavat energiansa padosinasesti. Variltddn ne ovat vaaleampia,
johtuen alhaisesta myoglobiinipitoisuudesta (Hay@id2007, Brooke ja Kaiser, 1970).

Lihassolujen muodon, koon ja ryhmittymisen lihalsseson havaittu muuttuvan
ikdantymisen myoéta (Lexell ja Downham, 1991, Andars2003). Kuvassa 1 esitetyt
ATPaasi-varjayskuvat havainnollistavat ikaantyegapahtuvia lihassolujen morfologisia
muutoksia. Verrattaessa nuorten ja ikaantyneideassiolujen muotoa on havaittu, etta
nuorilla lihassolut ovat paasaantoisesti "kulmikkgéa” kuin vanhemmilla, joilla solut ovat
enemman litistyneita poikkileikkauskuvassa. lkaaetgséd lihaksissa lihassolujen on myds
havaittu ryhmittyvan lihassolutyypeittairer{gl grouping) ja pakkautuvan tiivimmin toisin
kuin nuorilla, joilla lihassolutyypit ovat asettameet mosaiikkimaisesti. Solujen muodon ja
ryhmittymisen liséksi lihassolujen koossa on hduaéroa ja erityisesti tyypin Il soluissa
ikdantymisesta johtuvan koon pienenemisen on todatvan tyypin | soluihin verrattuna
voimakkaampaa. Andersenin (2003) tutkimuksen muki@#intyneiden tyypin | solut olivat
kooltaan 75 % nuorten tyypin | soluihin verrattukan taas tyypin Il soluilla vastaava osuus
oli vain 43 % (Andersen, 2003).
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Kuva 1. Reiden tietokonetomografiakuva ja lihassoljen ATPaasi-varjays nuoresta ja vanhasta lihaksesta
Tietokonetomografiakuvista nahdaan, ettd vanharkilien raajaassa lihasaition poikkileikkauspinta-ala
pienentynyt ja lihaksen sisdisen rasvan maara swakaut verrattuna nuoreen lihakseen. ATPaasi We@bta
voidaan havaita miten ikdantyneessa lihaksessaslithat ryhmittyvat ja pakkautuvat toisin kuin nussa
lihaksessa. Tummat solut: tyyppi |, vaaleat sotyyppi IIA, harmaat solut: tyyppi IIX (tai I/lIA).ATPaasi
varjays, pH 4,7. Mittajana 100 um. ATPaasi kuvamwmokattu Andersenin (2003) julkaisusta (Anders&93).
Tietokonetomografiakuvat ovat Jyvaskylan yliopisterveystieteiden laitoksen aikaisemmista tutkinmtias

1.1.2 Sarkopenian kehittyminen, yleisyys ja ehkaisy

Sarkopenian kehittymiseen vaikuttavia mekanisme@jatekijoita on useita, kuten heikko
ravinto, krooniset sairaudet, vahainen liikunta yjesi merkittdvimpid on ik&antymiseen
liittyvan proteiinisynteesin vdheneminen lihaksigBaherty, 2003, Lee ym., 2007, Greenlund
ja Nair, 2003). Proteiinit ovat veden jalkeen m#gesti suurin lihaksen komponenteista,
joten lihasten kunnon yllapidon kannalta on Aarinserétarkead, etta rakenteellisesti tarkeita
proteiineja syntetisoidaan ja toisaalta tarpeett@nkayneita hajotetaan. Oleellista kuitenkin
on, ettd hajotusreittien maara ja nopeus eiva@ yiynteesireittien maardd ja nopeutta.
Tutkimukset ovat osoittaneet, etta erilaisten pnuign synteesi lihaksissa vahenee ian myoéta
jopa 30 % (Welle ym., 1993, Balagopal ym., 1997kawaikuttaa lihasmassan lisaksi myds
sen laatuun. Yksi syy proteiinisynteesin vaheneemsen geenien luennan vaheneminen.
Muun muassa erdiden myosiiniraskasketjutyyppienett&aRNA-tasojen on osoitettu
vahenevan merkittavasti ikdantymisen myoéta (Welha.,y1993, Balagopal ym., 1997,
Balagopal ym., 2001). Proteiinisynteesin lisakskspenian etenemiseen ja erityisesti suoraan

lihasmassan pienenemiseen vaikuttavat erilaisainsatetaboliaan liittyvat hairiot, kuten
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insuliinisensitiivisyyden ja mitokondrioiden toinman vaheneminen, jossa seka
mitokondrioiden maara etta aktiivisuus vahenee (aokers ym., 1996, Coggan ym., 1992,
Dela ja Kjaer, 2006). Myds hormoneilla on oma osargsarkopenian synnyssa ja
kehittymisessa. Joidenkin hormonien tiedetd&nkievanh tarkedssd osassa lihaksissa
esiintyvien proteiinien sdatelyssa (Greenlund jar,N#003). Hormonikorvaushoitoon (HRT)
liittyvien tutkimusten yhteydessé on havaittu vatdosien aikana tapahtuvan hormonitasojen
laskun olevan yhteydessad samanaikaiseen lihastenntakyvyn heikkenemiseen (Samson
ym., 2000, Sipila, 2003, Phillips ym., 1993).

Ikaantyvan lihaksen on todettu lihasmassan vahesgmlisaksi menettavan myos
toiminnallista kapasiteettiaan. Tahan liittyvia ifitd ovat mm. voimantuottokapasiteetin ja
maksiminopeuden pieneneminen seka yleinen lihakaguistumiseen ja rentoutumiseen
liittyva toiminnallinen hidastuminen (Samson ymQO0P, Skelton ym., 1994, Taaffe ym.,
2005). Lihasmassa ja -voima vahenevat idn myo6taumuNesta, etnisyydestd tai
varallisuudesta riippumatta. Lihasvoiman on ardoithenevan 1-4 % vuosivauhdilla keski-
ian jalkeen (Skelton ym., 1994, Rantanen ym., 19873arkopenian yleisyyden vanhoilla
ihmisill& arvioidaan olevan 20-50 % (Lauretani y@003, Baumgartner ym., 1998, lannuzzi-
Sucich ym., 2002). Jopa terveilla, itsenédisestvidiivanhuksilla sarkopenian yleisyys on yli
20 % (lannuzzi-Sucich ym., 2002). Sarkopenia hdé&rennen kaikkea ikaantyvan ihmisen
terveytta ja sitd kautta elamanlaatua, mutta serstakmukset my0s sosiaali- ja
terveydenhuollolle ovat suuret. 1an mukanaan tudihsvoiman heikentyminen ja lihasten
surkastuminen on yksi suurimmista toimintakyvyttgneen ja edelleen laitoshoitoon
paatymisen syistd (Morley ym., 2001). Lisaksi aién kaatumisten ja niista johtuvien
luunmurtumien riski kasvaa (Szulc ym., 2005) sel@hdollisen liikuntakyvyn heikentymisen
myo6ta alttius metabolisille sairauksille, kuten pyy 2 diabetekselle, lisaantyy (Greenlund ja
Nair, 2003).

Useiden tutkimusten mukaan liikunta hidastaa sakim kehittymista. Aikuisidssa
harrastettavan, saanndllisen liikunnan on todetidadtavan lihasvoiman ja -massan
heikentymista, mutta koska vanhuuden lihasheikkoustenemiseen vaikuttavat myds muut
tekijat, kuten ravinto ja elimiston hormonitasagisen etenemista pelkan liikunnan avulla ei
pystyta estdméaan (lannuzzi-Sucich ym., 2002, Faulikm., 2007, Ryall ym., 2008).
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1.2 Vaihdevuodet

1.2.1 Estrogeeni

Estrogeeni on Kkolesterolista ja edelleen androgesai steroideista syntetisoitu
naissteroidinormoni. Seerumin maarallisesti meikitt estrogeeni sukukypsilla naisilla on
testosteronista syntetisoitu Féstradioli (E), mutta myds estrogeenin muita muotoja,
estronia ja estriolia, esiintyy jonkin verran. Va#vuosien jalkeen estrogeenimuotojen suhteet
vaihtuvat, jolloin estronista tulee seerumin mdaedti merkittavin estrogeeni (ks.
yleiskatsaus Nelson, 2008). ,:la kaytetaankin vaihdevuosioireisiin  kaytettavissa
hormonikorvaushoitovalmisteissa.

Estrogeeneja muodostuu munasarjoissa, mutta myossanukudoksissa, kuten
lihaksessa, rasvassa, maksassa ja aivoissa omutesgéntyvan estrogeenisynteesia (Naftolin
ym., 1975, Matsumine ym., 1986, Miller, 1991, B¢ Inkster, 1993). Estrogeeni kulkeutuu
kohdekudoksiinsa verenkierron mukana, yleensa @psoteiineihin sitoutuneena. Sen
tiedetaan vaikuttavan primaaristen sukupuoliomingisien lisdksi myds moniin muihin
kudoksiin (Boland ym., 2008). Estrogeenilla on nigka rooli muun muassa luun
metaboliassa (Manolagas, 2000), hermo- (Joels,)1%9d&n- ja verisuoni- (Mendelsohn ja
Karas, 1999) seka immuunijarjestelméssa (Carlstan $¥989). Estrogeenin vaikutuksista

lihaksiin ei ole tarkkaa tietoa.

1.2.2 Progesteroni

Keltarauhashormoni eli progesteroni on steroidifaraihin lukeutuva naissukupuolihormoni.
Sita erittyy paaasiassa keltarauhasesta, muttégmegiéria myos lisamunuaisista ja kiveksista.
Raskauden aikana istukka tuottaa suuria maariéeptenia. Progesteroni vaikuttaa kohdun
limakalvon muokkaamiseen kuukautiskierron lopulla faskauden aikana limakalvon
kypsymiseen sikion kiinnittymista varten, lisdksiestaa kohdun supistuksia raskauden aikana.
Estrogeenin tiedetdén vaikuttavan ainakin ositf@imgesteronin toimintaan, silla estrogeeni
vaikuttaa progesteronireseptoreiden transkriptidé@stner ym., 1990). Progesteronin
vaikutuksista lihaksiin ei ole tietoa. Progestesotkiutsutaan luonnolliseksi progestiiniksi
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vastakohtana  synteettisille  progestiineille.  Syttg&  progestiineja  kaytetdan

ehkaisyvalmisteissa sek& vaihdevuosien jalkeigasstonikorvaushoidossa.

1.2.3 Vaihdevuosissa tapahtuvat hormonimuutokset

Vaihdevuosilla eli menopaussilla tarkoitetaan siféinjaksoa, jolloin munasarjojen toiminta
heikkenee ja lopulta sammuu. Munarakkuloiden ma&kenee, ovulaatiot loppuvat ja
estrogeenituotanto hiipuu. Vaihdevuodet alkavatkike&arin 51 vuoden idssd, mutta ik
vaihtelee yksilollisesti 45-55 vuoden valilla. Vdévuodet jaetaan kolmeen ajanjaksoon, pre-,
peri- ja postmenopaussiin. Premenopaussi alkaanjeere kuukautisten poisjaantia ja sen
aikana hormonitoiminta alkaa vaheta. Suurimmat loo@maliset muutokset tapahtuvat
kuitenkin perimenopaussin aikana, joka kestdd naiaden. Steroidihormonien maara ja
suhteet muuttuvat merkittavasti, kun estronistaeeduk:n sijaan seerumin maarallisesti
merkittavin estrogeeni. Estronin ja:& pitoisuuksien seerumissa on osoitettu vahen8%&¥b

ja 67 % ensimmaisen kuuden kuukauden aikana (Rdogev, 1986, McKinlay ym., 2008).
Estrogeenitason laskun liséksi myds progesterom@arém on todettu laskevan vaihdevuosien
aikana (ks. yleiskatsaus Nelson, 2008). Hormonitizskevat edelleen my6s postmenopaussin
aikana, mutta huomattavasti hitaammin. Postmengpausiuden ensimmaisen kuukauden
aikana aivolisdkkeen etulohkosta erittyvan follikdiga stimuloivan hormonin (FSH) pitoisuus
kasvaa, mikd on seurausta sukupuolihormonien ma&henemisestd. FSH:n pitoisuuden
kasvua voidaankin pitd&d vaihdevuosien maarityksehkaattorina (Sipila, 2003, Rannevik
ym., 1986).

1.2.4 Vaihdevuodet ja sarkopenia

Naisilla lihasten suorituskyky heikkenee merkittstvazaindevuosien aikana, jolloin my6s
elimiston steroidinormonien, estrogeenin ja progestin, tasot laskevat (Samson ym., 2000).
Vaihdevuosien mukanaan tuomia oireita, kuten hikil vasymysta, artyneisyytta,
masentuneisuutta ja aloitekyvyttomyyttd, hoidetaasein estradiolia tai estradiolia ja
progestiinia sisaltavalla hormonikorvaushoidoilldRT), mutta niiden vaikutuksia lihaksiin
on tutkittu melko vahan. Olemassa olevien tutkimlestten valossa voidaan kuitenkin todeta,

ettd HRT:n kayttd vaihdevuosissa on potentiaalsekopenian kehittymista hidastava tekija
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iakkailla naisilla (Ronkainen ym., 2009, Sipila yrd001). Tutkimuksissa, joiden tutkittavat

henkilot ovat olleet iakkaitd naisia, on havaittelva positivinen yhteys seerumin

estradiolitason ja lihasmassan (Taaffe ym., 20@Bnuizzi-Sucich ym., 2002) ja —voiman

valilla (Taaffe ym., 2005, Sipila ym., 2001). Giai ym. raportoivat viimeaikaisessa

systemaattisessa katsauksessaan meta-analyysamgéit23 tutkimuksen tiedoista estrogeenia
siséltavan HRT:n yhteydesta lihasvoimaan. Greisyng totesivat, ettd meta-analyysista
saatujen tulosten mukaan hoito on yhteydessa Sutithdihasvoimassa verrattuna ei-kayttajiin

(Greising ym., 2009). Hormonitasojen laskusta jolsia muutoksista ja toisaalta HRT:n

vaikutusmekanismeista molekyylitasolla ei viela staiseksi ole tarkkaa kasitysta.

Viimeisimmat tutkimustulokset kuitenkin osoittav&tRT:n aiheuttavan muutoksia mm.

proteolyysiin ja energiametaboliaprosesseihinyliitn geenien ilmenemisessa (Pollanen ym.,
2007).

Vaihdevuosioireiden hoitoon kaytettdvat hormonivateet sisaltdvat joko pelkkaa
estrogeenid tai sekd estrogeenia ettd progestege@tidistelmahoito). Ensimmaiset
estrogeenivalmisteet tuotiin markkinoille jo yli 6Dotta sitten (Stefanick, 2005). Euroopassa
estrogeenivalmisteissa kaytetaan ensisijaisestitesttista estradiolia, joka on yleensa
kemiallisilta ja biologisilta ominaisuuksiltaan iinen naisen munasarjojen tuottaman
estradiolin kanssa. Progestogeeninen komponentiuotestaan synteettinen progestiini, joka
vaikuttaa samalla tavalla kuin luonnollinen progeshi. Valmisteissa kéaytettavista
progestogeeneista medroksiprogesteroniasetattil@siny lukuun ottamatta Skandinaviaa ja
Iso-Britanniaa, joissa noretisteroniasetaatti (NEjg&dlevonorgesteeli ovat HRT:ssa enemman
kaytettyja progestogeenisia komponentteja (Camdagpm., 2005). Yhdistelmahoitoa
kaytetdan niille vaihdevuosissa oleville naisiljeille ei ole tehty kohdunpoistoa, jolloin
valmisteen progestogeeninen komponentti estaa kolmakalvon paksuuntumisen.

HRT:n kayton turvallisuudesta on kayty kansainwlistasolla kiivaitakin keskusteluja.
Keskustelun mahdollisten terveyshaittojen maargishieessa hoidosta saatavaan hyotyyn sai
likkeelle mittava yhdysvaltalainen Women’s Healthitiative-tutkimus (WHI). WHI:n
ensimmaisen, vuonna 2002 julkaistun raportin telosimukaan tutkimuksessa HRT:a
kayttavilla naisilla esiintyi enemmén sydanperéikéolemia tai sydaninfarkteja kuin

lumelaéketta saaneilla (Rossouw ym., 2002). Vuott@hemmin julkistettu lopullinen raportti
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kuitenkin kumosi vuotta aiemmin julkaistun tulokséwska ero ryhmien vélilla ei ollutkaan
merkitseva (Manson ym., 2003). Tutkimustulostentdttavuutta heikentaa myods se, etta
tutkimukseen osallistuneista naisista merkittavé @slusti ei-tyypillista HRT:n kayton
aloittajaa, muun muassa tutkittavien keski-ikd @8 vuotta. Lisaksi tutkittavista osa oli
merkittavasti ylipainoisia ja osalla oli todettudsyn- ja verisuonisairauksien riskitekijoita.
Loppujen lopuksi WHI:n viimeisimmat raportit osoit, etta 50-59-vuotiaiden
hormonihoitoryhmassa todettiin vAhemman sydantapaht (ei tilastollisesti merkitsevaa
eroa) ja ko. vuosina HRT:n aloittaneiden kokonamdlaisuus oli 5-7 vuoden seurantajakson
aikana 30 % lumeryhmaa pienempi (Mendelsohn ja #af®99, Rossouw ym., 2002).
Rintasydpariskin todettiin lisddntyneen yhdistelmitdryhméssa 26 %, mutta vdhenneen 18 %

estrogeenihoidolla (Rossouw ym., 2002).

1.3 Steroidireseptorit

Steroidihormoneihin kuuluvat progestiinit, estrogiée androgeenit, glukokortikoidit ja

mineralokortikoidit. Ne ovat kaikki pieni&, vaikksiltaan tehokkaita, lipofiilisia molekyyleja,

jotka ovat osallisena monissa solun biologisissdygologisissa toiminnoissa, kuten solun
jakautumisessa,  selviytymisessd, erilaistumisess&kd s metaboliassa.  Yleisesti
steroidihormonien vaikutukset valittyvat tumaresepiden superperheeseen kuuluvien
reseptoreiden kautta. Tumareseptorit ovat rakdatselja toiminnaltaan hyvin toistensa
kaltaisia ja niiden uskotaankin muokkautuneen yté&déalkuperaisreseptorista” (Aranda ja
Pascual, 2001). Kappaleessa 1.3.1 on esitetty egeisteroidireseptoreiden rakenne ja

kappaleessa 1.3.3 signalointimekanismit kayttaane¥kkina estrogeenireseptorisignalointia.

1.3.1 Steroidireseptorien rakenne

Steroidireseptoreilla on hyvin yleisesti tumaresegtla esiintyva, viidesta itsendisesta, mutta
keskendan vuorovaikutuksessa olevasta, toiminaesthsosasta koostuva rakenne (kuva 2).
Reseptorin N-terminaalisessa paasséa olevassa Alfsassijaitsee reseptorin toinen geenien
luennan aktiivisuuteen vaikuttavista alueista AF{jbnka toiminnot ovat ligandeista

riippumattomia. AF-1 on mukana proteiini-proteimiiorovaikutuksissa seka kohdegeenien

luennan aktivaatiossa. Molemmat transkription gigtiuteen vaikuttavat osat, AF-1 ja AF-2,
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siséltavat useita aktivaatiodomeeneita. Reseptorosa eli DNA:ta sitova osa on tarkedssa
roolissa reseptorin dimerisoitumisessa seka seavutainisessa oikeaan sekvenssikohtaan
kohdegeenin DNA:ssa. D-osa puolestaan toimii iKéiin siltana DNA:ta sitovan ja ligandeja
sitovan osan valissa. Ligandeja sitovassa E-osagssee reseptorin toinen aktiivinen kohta
AF-2. Sen tehtdvand on osallistua muun muassandiga sitomiseen, reseptoreiden
dimerisoitumiseen seka kohdegeenien ilmenemisertelg@d. Ligandin sitoutuminen
aiheuttaa reseptoreissa konformaatiomuutoksen, ajosurauksena estrogeenisaadeltyjen
geenien transkriptionopeus muuttuu. E-osassa orR:AHisaksi kohta, jonka valityksella
reseptori ja kohdegeenien transkriptiota edistgadestavat proteiinit gngl. co-activator
protein, co-repressor protein) ovat keskendan waokatuksessa. Reseptorin viidennen eli C-
terminaalisessa paassa sijaitsevan F-osan tetgéréitviela toistaiseksi ole tiedossa. Naista
viidestd osasta kolmessa eli A/B-, D- ja E-osissa lmavaittu eniten vaihtelua eri
steroidireseptorien valilla niin rakenteen kuin i@iduudenkin osalta (DeMayo ym., 2002,
Nilsson ym., 2001).

A/B C D E F
AF-1 DNA Ligandi AF-2

|
steroidit

Kuva 2. Steroidireseptorien rakenne.
1.3.2 Estrogeenireseptorit

Nykytietamyksen mukaan estrogeenireseptoreideryyd@eja on kaksi, estrogeenireseptori
(ERa) ja estrogeenireseptofi (ERB). Seka ER ettda ER kuuluvat tumareseptoreiden
steroidi/keltarauhashormoni superperheeseen j@miightdvana on geenien luennan saately.
ERo ja ER3 ovat rakenteiltaan lahes toisiaan vastaavia, mottakin toiminnallisia eroja
niiden valiltd on kuitenkin havaittu (ks. katsausdeli Nilsson ym., 2001, Kuiper ym., 1997).
Yksi naista eroista on A/B-osan aktiivisuus. o&RA/B-o0sa on erittdin aktiivinen, kun taas
ERB A/B-osa aktiivisuus samoissa olosuhteissa on w#a(Cowley ja Parker, 1999).
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Reseptoreiden DNA:ta sitova osat (C-osat) puolestaeat lahes identtiset, eikd niiden
toiminnassa ole havaittu eroavaisuuksia (Enmark $897, Pace ym., 1997).

Estrogeenin kohdekudokset jaetaan ns. klassisiigi-jdassisiin kohdekudoksiin. Klassisiin
kohdekudoksiin kuuluvat kohtu, maitorauhaset, itk keskushermosto, sydan- ja
verisuonijarjestelma seké luu. Naissa kudoksissa:iemaaré on korkea, mutta myos [ER
iImentymista on havaittu. Ei-klassisiin kudoksiimkéutuvat mm. munasarjat, kivekset,
eturauhanen, lisamunuaiset ja iho. Naissd kudakgmelestaan ERn ilmentyminen on
hyvin vahaistd, mutta BRn ilmentyminen osassa ndista kudoksista on hymirkorkea
(Taylor ja Al-Azzawi, 2000). ERn ja ERB:n ilmentyminen ihmisen luustolihaksessa, joka
lukeutuu ei-klassisiin ER:den kohdekudoksiin, ondsipsoitettu (Lemoine ym., 2003, Wiik
ym., 2009, Wiik ym., 2003).

1.3.3 Estrogeenireseptorisignalointi

Tutkijat olivat pitkdan sitd mielta, ettd ainoaregeenin vaikutusmekanismi oli sitoutua
ER:iin, jonka jalkeen tdm& estrogeeni-reseptorifimiksi puolestaan sitoutui tarkoin
maarattyyn kohtaan kohdegeenin DNA:ssadl. estrogen response element, ERE) (Nilsson
ym., 2001). Nykyaan kuitenkin, tdman niin sanotdaskisen ER:den toimintamekanismin
lisdksi, on tiedossa myds useita muita mahdollisER:den kautta kulkevia
signalointimekanismeja (kuva 3) (Bjornstrom ja $af) 2005, Hall ym., 2001). On myds
osoitettu, ettd ER:ita esiintyy tuman lisaksi myasissa solun osissa, kuten solukalvolla,
mitokondrioissa sekd tuman ymparilla (Milanesi y2008) ja ettd kaikki mekanismit eivat
vaadi estrogeenin lasnaoloa vaan voivat aktivoitnaidenkin tekijoiden vaikutuksesta.
Mekanismit voidaan jaotella klassisiin ja ei-klasisi mekanismeihin ja ei-klassiset

mekanismit edelleen genomisiin ja ei-genomisiin amg&meihin (Nilsson ym., 2001).
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Klassinen estrogeenireseptoreiden toimintamekanismi

Molekyylipainoltaan kevyt rasvaliukoinen estroged@paisee sekd solu-, ettd tumakalvon.
Estrogeenin sitoutuessa solussa sijaitsevaan EEERndimerisoituu ja vapauttaa sen kanssa
kompleksin muodostaneet lampdsokkiproteiingndgl. heat shock protein). Hormonin
sitoutuminen saa aikaan  konformaatiomuutoksen  mydsseptorin  ligandien
sitoutumiskohdassa, mikd mahdollistaa muiden troisdn sdédtelyyn vaikuttavien
proteiinien sitoutumisen reseptoriin Aktiivinen epsori-estrogeeni-kompleksi sitoutuu
tumassa, joko homo- tai heterodimeerina ERE:iin. EEERIe sijaitsee kohdegeenin
saatelyalueella ja on 13 emasparia pitkd, kaasteisestuva palindrominen, sekvenssi. ER:n
ERE-sekvenssiin sitoutumisen seurauksena kohdegdéhetti-RNA synteesi kaynnistyy
(Nilsson ym., 2001, Baulieu ym., 1990, Rosenfel@Gjass, 2001).

ERE:ista riippumattomat ER:den genomiset toiminnot

Toisin kuin klassisen ER:den toimintamallin mukaaBR:t kykenevat saatelemaan
kohdegeenien transkriptiota myds ilman suoraa DMA:kitoutumista. TAssd mekanismissa
ER sitoutuu proteiini-proteiini-vuorovaikutuksen litksella kohdegeenin DNA:han
sitoutuneeseen kompleksiin, joka koostuu transkpt vaikuttavien tekijoiden joukosta.
Taman mekanismin avulla ER:t pystyvat saatelemé#iem geenien transkriptiota, joiden
DNA:ssa ei ole ERE:ja (Bjornstrom ja Sjoberg, 2005)oin kolmannes ihmisen ER
saadeltyjen geenien DNA:sta ei sisalla ERE:id jgandvat muun muassa insuliinin kaltainen
kasvutekija 1 (IGF-1) (Umayahara ym., 1994) ja buatiini (Gaub ym., 1990).

Ligandeista riippumattomat ER:den toiminnot

ER:t eivat valttamatta tarvitse estrogeenista lijamktivoituakseen. Aktivoituminen tapahtuu
talléin jonkin muun ulkoisen tekijan, kuten kaswij@n vaikutuksesta. Merkittavin ligandista
riippumaton mekanismi perustuu reseptoreiden aktéem kohtien, AF-1 tai AF-2,
fosforyloitumiseen (Weigel, 1996, Shao ja Lazar999 Bunone ym. 1996 osoittivat
epidermaalisen kasvutekijan aktivoivan &R fosforyloimalla reseptorin AF-1 kohdan tietyn
seriinitdhteen mitogeeni-aktivoidun proteiinikinelmgMAPK) valityksella (Bunone ym.,

1996). Muita ulkoisia, estrogeenista riippumattgniR aktivaattoreita ovat muun muassa
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IGF-1, syklinen adenosiinimonofosfaatti (CAMP) (Afoa ja Katzenellenbogen, 1993),
interleukiini-2 (Smith ym., 1993) seka dopamiino@®er ym., 1991). Myds BHRn kohdalla on
osoitettu ilmenevan vastaavanlaista ligandistapuipatonta aktivaatiota (Tremblay ym.,
1999).

Ei-genominen signalointi

Genomisen signaloinnin liséksi estrogeenilla on sngiigenomisia vaikutuksia. Ei-genomiset
mekanismit eivat vaikuta suoraan kohdegeenien Kragaton vaan niiden toiminta liiteta&an

usein erilaisten proteiini-kinaasi kaskadien akitwmiseen. Téallaisia estrogeenin aktivoimia
kaskadeja ovat mm. MAPK (McMillan ym., 2006) ja RI¥Vasconsuelo ym., 2008). Ei-

genomisten signaalien vaikutukset ovat havaittavissiomattavasti nopeammin kuin
genomisten signaalien vaikutukset. Ei-genomistegnasilien vasteaika, hormonisyoton
jlkeen, voi olla vain muutama sekunti, koska aika&ulu transkriptioon ja translaatioon

toisin kuin genomisessa signaloinnissa (Deroo ja raklo, 2006).
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Kuva 3. E, ja estrogeenireseptorisignalointi.1. Klassinen, ligandista riippuvainen signaloirdti.Ligandeista
rippumattomaton signalointi, jossa esimerkiksi ijok kasvutekija (GF) saa aikaan solunsisdisen
proteiinikinaasikaskadin aktivoitumisen ja edelldeR:n aktivoitumisen. 3. ER:t kykenevat saateleméis
sellaisten geenien transkriptiota, joiden DNA eidi ERE-sekvensseja. Tallbéin ER sitoutuu kohdeigsé
DNA:han muiden proteiini-proteiini-vuorovaikutustevélityksella. 4. Ei-genomiset signalointimekanism
vaikuttavat kohdekudoksiin usein esimerkiksi prioikinaasikaskadien kautta. Kuva on muokattu Bjtiimsin

ja Sjobergin (2005) seka Hall ym. (2001) julkaisai@Bjornstrom ja Sjoberg, 2005, Hall ym., 2001).

1.3.4 Androgeenireseptori

Androgeenit eli mieshormonit vaikuttavat miehillgypillisten sukupuolitunnusmerkkien
kehittymiseen. Voimakkain naihin piirteisiin vaikava hormoni on kiveksissa syntyva
testosteroni.  Androgeeneja  muodostuu  molemmilla upuélilla  lisdmunuaisen
kuorikerroksessa ja naisilla jonkin verran munasssp. Androgeenireseptori (AR) kautta
kulkevalla androgeenisignaloinnilla tiedetdén ofevaiehen lisdantymiselinten kehittymisen
saatelyn lisaksi myos tarkea rooli muiden kudoskerien aivojen ja lihasten kehittymisessa
(Herbst ja Bhasin, 2004). Péllanen ym. tekivat emélintoisen havainnon tutkiessaan vuoden
kestaneen yhdistelma-HRT:n vaikutuksia vaihdevil@dsten naisten geenien ilmentymiseen
lihaksissa. Tutkimukset osoittivat, ettd AR:ia keadan geenin ilmentyminen kasvoi
merkitsevasti HRT:a kayttavien ryhméssa verratiunselaaketta kayttaneiden ryhmaahi-
geenin ilmentymisen lisdantymiseen vaikuttavia jield HRT kéayttajien ryhmassa ei
kuitenkaan tunneta (Pdllanen ym., 2007).
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1.4 Fosfoinositidi-3-kinaasi (PI3K/Akt)-signaloirgitti lihassoluissa

Yksi lihasmassan sdilymisen kannalta tarkeimmistéijdistd on proteiinisynteesin ja
proteiinien hajotuksen valinen tasapaino, jonka tedgssa useiden solun siséisten
signalointireittien tiedetddn olevan avainasemasdesi tarkeimmista lihassolun kasvua
saatelevista tekijoistd on fosfoinositidi-3-kinag#?13K) signalointireitti, jonka tiedetaan
aktivoituvan anabolisten tekijoiden, kuten IGF-1{Rommel ym., 2001) ja insuliinin
(Reynolds ym., 2002) vaikutuksesta. MyozrEon havaittu aktivoivan PI3K-reitin hiiren
C.Ci-myoblastisoluissa (Vasconsuelo ym., 2008). Aikageen tutkimusten mukaan
lihassolun kasvaessa PI3K/Akt-reitille kuuluvat teimit proteiinikinaasi B (Akt, jolla
tarkoitetaan muotoa Aktl, myos PKB) seddgl. mammalian target of rapamycin (mTOR)
ovat aktiivisia ja toisaalta inaktiivisia lihakséeikentyessa (Bodine ym., 2001). Sen liséksi,
ettd aktiivinen Akt on yksi lihassolun kasvua ed@lssta tekijoista, silla on myos merkittava
rooli solun selviytymisessd ja apoptoosin saatélyéBoland ym., 2008). Aikaisemmat
tutkimukset osoittavat, ettd aktiivisten Akt:n jaT@R:in kautta kulkeva PI3K/Akt-reitin
aktivaatio on edellytys lihassolujen kasvulle jdaksen heikentyessa, lihassolun koon
sailyttamiselle (Bodine ym., 2001).

1.4.1 Akt

Proteiinikinaasi B (PKB), toiselta nimeltdan Akt eariini/treoniini kinaasi. Akt:ta on kolme
eri muotoa, Aktl, Akt2 ja Akt3, joista padasiassilAja Akt2 esiintyvat luustolihaksessa.
Aktl:n tiedetddn olevaan oleellisessa osassa sséissssd proteiinisynteesin saatelyssa.
PI3K/Akt-signalointireitilla Akt sijaitsee alavirtan suhteessa PI3K:iin. PI3K:n aktivoituminen
kaynnistdd fosfatidyyli-inositolifosfattien (PIP) uwodostumisen ja edelleen Akt:n
fosforyloitumisen ja aktivaation. Akt:ssa on kafasforyloituvaa kohtaa Tt ja Sef’® jotka
fosforyloituvat eri kinaasien toimesta (Sarbassav,y2005, Alessi ym., 1996, Jacinto ym.,
2006). Rictor-proteiinin (engl. rapamycin-insensitive companion of mTOR) kanssa
kompleksin muodostanut mTOR fosforyloi Akt:n $értahteen (Sarbassov ym., 2005) ja
PDK1 (ngl. phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate dependentein kinase-1) puolestaan
fosforyloi Thr% tahteen (Alessi ym., 1997). Taydelliseen Akt:niigisiuteen vaaditaan
mahdollisesti molempien kohtien fosforyloitumineldssi ym., 1996). Akt:n kautta kulkeva
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signalointi vaikuttaa moniin solunsisaisiin toinoittin, joista lihaksen kannalta yksi
merkittdvimmista on proteiinisynteesin ja toisagitateiinien hajotukseen johtavien reittien
saately (kuva 4).

Proteiinisynteesiin ja edelleen lihassolun kasvjalmavalla signalointireitilla aktiivinen
Akt fosforyloi ja aktivoi mTOR:in (Nave ym., 1999)onka aktivaatio puolestaan edelleen
vaikuttaa proteiinien translaation aloitukseen (Bedym., 2001). mTOR:in lisdksi aktiivinen
Akt inhiboi, proteiinisynteesin aloitustekijan efB estgjana  toimivan,
glykogeenisyntaasikinaasp® (GSK3-p) aktiivisuutta (Nader, 2005).

Akt:n kautta kulkevat signalointireitit vaikuttavdthassolujen kasvun lisaksi myos
proteiinien hajotukseen ja edelleen lihassolujerkastumiseen johtaviin reitteihin. Nailla
reiteilla yksi tarkeimmista Akt:n vaikutuskohteistaat transkriptiotekijoihin kuuluva FOXO
(engl. forkhead box O) proteiinien ryhma, joista ainakaime muotoa on hyvin tunnistettu,
FOXO-1, FOXO-3a sekd FOXO-4. FOXO proteiinien tidde vaikuttavan moniin
biologisiin tapahtumiin, kuten glukoosin tuottooraksassa, pre-adiposyyttien erilaistumiseen
ja kokoon, B-solujen lisdantymiseen haimassa sekda myoblastidaistumiseen ja lihasten
surkastumiseen (Accili ja Arden, 2004). FOXOgiirgyy padsaantoisesti tumassa ja ne ovat
aktiivisina fosforyloimattomia ja DNA:han sitoututee Akt vaikuttaakin proteiinien
hajotukseen johtavaan signalointireittiin inaktivailla FOXOja. Akt fosforyloi ja nain ollen
inaktivoi FOXO:t. Fosforyloitumisen seurauksena FQXirtoavat kohdegeeniensa DNA:sta,
sitoutuvat 14-3-3 proteiineihin ja tama komplekgityyy edelleen tumasta solulimaan. Akt:n
valittdmien signaalien loppuessa seka FOXO:t, Btt8-3-proteiinit siirtyvat takaisin tumaan,
jossa FOXO:t aktivoituvat ja voivat jalleen vaikadt kohdegeeniensa transkriptioon
(Birkenkamp ja Coffer, 2003).
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Kuva 4. Akt:n vaikutus lihaksen kasvuun ja surkastumiseen johtavilla signalointireiteilla. Akt:n aktivaatio
saa aikaan proteiinisynteesiin ja edelleen lihakeesvuun , mm. mTOR:n ja S6K1:n kautta, johtavieittien
aktivoitumisen ja toisaalta proteiinisynteesia eigtié tekijoiden inaktivoitumisen. Aktiivisena Aktygtyy myos
estamaan lihaksen surkastumiseen liittyvien geer{enogeenit) ilmentymistd ja inaktivoimaan lihakse
surkastumiseen vaikuttavia FOXO proteiineja. Kuva raukattu Naderin (2005) julkaisusta (Nader, 2005).
Akt=proteiinikinaasi B, mTOR=ngl mammalian target of rapamycin, GSK3-glykogeenisyntaasikinaasp,3
4E-BP1=4E:hen sitoutuva proteiini, S6K1 (myds PFEp70 ribosomaalinen proteiini S6 kinaasi 1,
elF2B=eukaryoottinen translaation aloitustekija EBXO=engl.forkhead box O.

1.4.2 mTOR

Kuten jo edellisessd kappaleessa mainittiin, mTQRUu Akt:n ohella proteiinisynteesiin ja
edelleen lihassolun kasvuun johtavalle signalaaittlile (kuva 4). mTOR muodostaa joidenkin
saatelyproteiinien, kuten raptoriangl. regulatory associated protein of mTOR) ja PRAS40:n
(engl. proline-rich Akt substrate 40) kanssa TORC1-korksgile (engl. target of rapamycin
complex 1) (Kimball, 2007). TORC1-kompleksi aktivaiuun muassa proteiinisynteesia
aktivoivan ja edistavan, p70 ribosomaalisen protedi6 kinaasi 1:n (p79) ja toisaalta se
inhiboi, eukaryoottisen proteiinisynteesin aloiglgfan (elF-4E) negatiivisen saatelijan,
4E:hen sitoutuvan proteiinin (4E-BP1) aktiivisuutfBodine ym., 2001, Kimball, 2007,
Nojima ym., 2003). Aktiivinen TORC2-kompleksi pustaan fosforyloi Akt:n. Erona
TORC1-kompleksiin TORC2-kompleksissa raptorin kain rictor-proteiini (Kimball, 2007).
MTOR:n tiedetaan aktivoituvan muun muassa insuali{ieynolds ym., 2002) ja Akt:n
vaikutuksesta (Nave ym., 1999). Aktiivinen Akt sakaan mTOR:n S&F® aminotahteen
fosforyloitumisen, minkd tiedetddn olevan merkifg$sé roolissa proteiinien translaation

saatelyssa (Nave ym., 1999). Toisaalta Chiang jealAdm (2005) ovat esittaneet, ettd Akt ei
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olisikaan ainut mTOR:in S&/®n fosforylaatioon vaikuttava tekija vaan mTOR:alavirtaan
sijaitseva p7&* kinaasi ja mahdollisesti mTOR itse s&éatelisivabmynTOR:n aktiivisuutta
(Chiang ja Abraham, 2005)

1.4.3 Estrogeenin vaikutukset lihassolussa

Estrogeenin tiedetdan saatelevan solun sisaigialsigtireitteja, jotka mahdollisesti johtavat
soluja suojaaviin ja solun selviytymisen kannaltlaetisiin vaikutuksiin luustolihassoluissa.
Estrogeenilla on todettu olevan useampiakin erkuwtaisreittejd apoptoosin ehkaisyssa hiiren
C.Ci-myoblastisoluissa. En on osoitettu mm. estdvan sytokromi c:n eritykspaasi-3:n
aktivoitumista, PARP:n jakautumista sekd DNA:n kdktumista. Lisdksi sen on havaittu
torjuvan tyypillisid morfologisia muutoksia tumassaitokondrioiden ja solujen koossa seka
mitokondrioiden jakautumisessa (Vasconsuelo yn0820

Sekd ER ettd ER on havaittu esiintyvan mitokondrioissa (Vasconsugin., 2008,
Milanesi ym., 2009). Mitokondriot ovat keskeisessélissa solun apoptoosin edistymisen
kannalta. Niiden tehtdavana apoptoosiin johtavaseagssissa on erittda sytokromi c:ta, joka
on apoptoosin kehittymista edistava tekija. Sytakiro:téa vapautuu mitokondrioista vasteena
pro-apoptoottisille  arsykkeille. Sen vapautuminenuolpstaan aiheuttaa kalsiumin
purkautumisen solulimakalvostosta. Kalsiuminpitoden nousu taas aiheuttaa mittavan
sytokromi c:n vapautumisen, mika jalleen toimii piossena vaikuttajana kalsiumin
purkautumiselle, nain kalsiumpitoisuus voi noustalun kannalta myrkylliselle tasolle.
Kalsiumin vapautumisen lisdksi sytokromi c:n vapawihen saa aikaan myG6s
kysteiiniproteaasi kaspaasi 9. aktivoitumisen, jokalelleen aktivoi, nisdkassoluissa
oleellisimman apoptoosiin johtavan signaalin vajdh, kaspaasi-3:n (Liu ym., 1996).
Erityisesti ER:n arvellaan valittavan J£n antiapoptoottisia vaikutuksia >Ci2-solujen
mitokondrioissa (Vasconsuelo ym., 2008).

Myds BE:n ei-genomisia vaikutuksia solun siséisiin sigimadteihin lihassoluissa on
tutkittu. GCj-soluissa Ella on havaittu olevan vaikutusta ainakin MAPK:Ropda ym.,
2007) seka PI3K/Akt:n aktivaatioon (Vasconsuelo,yB008). MAPK perheeseen kuuluvien
JNK1/2:n, ERK1/2:n sekd p38 MAPK:n tiedetaan osalltan apoptoosin saatelyym:fon
todettu saavan aikaan ERK1/2:n ja p38 MAPK:n nopalivoitumisen, mika johtaa muun
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muassa transkriptiotekijoiden CREB ja ELK-1 foslorfumiseen ja edelleen c-fos proteiinin
iImentymiseen (Ronda ym., 2007). c-fos on protoem@eni, joka dimerisoituessaan C-Jun
proteiinin kanssa muodostaa transkriptiotekija \addttori proteiinin (AP-1). AP-1 s&atelee
useita solunsisaisid prosesseja, kuten erilaistamigzkautumista ja apoptoosia (Vesely ym.,
2009). Lisdksi on havaittu, ettd, Enaktivoi apoptoosin aloitukseen vaikuttavan BAD-
proteiinin engl. Bcl-2 associated death agonisty:rEaktivoima Akt fosforyloi ja inaktivoi
BAD:n, jolloin BAD muodostaa homodimeerin solulimaf4-3-3-proteiinin kanssa.
Sitoutuminen 14-3-3-proteiiniin estdd BAD:n apoptista aktiivisuutta (Vasconsuelo ym.,
2008). Nama tutkimukset osoittavat,:fe ehkaisevan apoptoosia myos ei-genomisten
signaalireittien kautta (Vasconsuelo ym., 2008, dgoym., 2007). Kuten jo aiemmin tassa
kappaleessa esitettiin, proteiinisynteesiin johta¥d3K-reitin on todettu olevan aktiivinen
lihassolun kasvun aikana ja toisaalta Vasconsueho @vat raportoineet £ aktivoivan
PI3K:ia ja edelleen Akt:ta (Vasconsuelo ym., 20B8dine ym., 2001).

HRT:oon liittyvissd tutkimuksissa havaitaan lahesikpeuksetta suuria yksildiden
valisia eroja vasteissa yhdistelmad-HRT:on, jollokdytettdvdn hoidon molekyylitason
vaikutusmekanismien selvittdminen on erittdin has tai jopa mahdotonta. Tutkimuksissa
ei myoskaan pystyta erottelemaan hoidon eri vaakigh ainesosien vaikutuksia. Usein
tulosten taustalla arvellaan olevan nimenomaan ogséni, vaikka todellisuudessa
estrogeenisten ja progestogeenisten komponenttidiis-eja yhteisvaikutuksia ei voida
erotella. Soluviljelmissa puolestaan lahes kayhparistotekijat voidaan kontrolloida, jolloin
kunkin hormonin aikaansaama vaikutus pystytaan imté@&&an hyvinkin tarkasti. Solutason
tutkimus on siis merkittavassa roolissa, kun hataelvittdd miten yhdistelma-HRT:n eri
komponentit tarkalleen vaikuttavat esimerkiksi kimmstuksen kohteina oleviin

signalointireitteihin ja edelleen lihassolussa tapaiin muutoksiin.
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2. Tutkimuksen tarkoitus

Ikdantyvien lihaksiston heikkeneminen yhdistetadein fyysiseen inaktiivisuuteen seka
heikkoon ravitsemukseen. Hormonit osallistuvat éwiiin oleellisesti yksilonkehitykseen ja
elimistdssé tapahtuviin muutoksiin lapi elaman myibsksistossa. Tassa tutkimuksessa
pyrittiin tutkimaan tarkemmin niit& solutason viesireitteja, jotka ovat suoraan tai valillisesti
yhteydessa hormonikorvaushoidon aiheuttamiin vsiteiluurankolinaksissa. Erityisesti
haluttiin saada aivan uutta tietoa yhdistelmahoidarvaikuttavien ainesosien — estrogeenin

(E2) ja progesteronin (noretisteroniasetaatti, NETAjpikutuksista lihasolussa.
Tutkimuksen tarkoitus ol

1. Tutkia HRT:ssa kaytettdvien komponenttien vaikata hypertrofisen signaalireittiin
(PI3K/AKkt) liittyvien geenienERx ja ERB, AR Akt sekdmTOR ilmenemiseen.

2. Selvittdd HRT:n komponenttien proteiinitasonkusiiksia PI3K/Akt-reitin aktiivisuuteen
maarittamalla reitilla esiintyvan Akt- ja mTOR pedhien sekd naiden fosforyloituneiden

(aktiivisten) muotojen ilmentymistd/maaraa.
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3. Materiaalit ja menetelmat

3.1 Solulinja

Tutkimuksessa kaytettiin  kaupallista hiiren,Gg; (Mus Musculus myoblasti-solulinjaa
(ATCC, LGC Standards AB, American Type Culture €otion, Manassas, VA). Solulinjaa
yllapidettin DMEM+GlutaMAX™-kasvatusliuoksessa (Dulbecco’s Modified Eagle Mexi
4,5 g/l D-Glucose + Pyruvate, Gibco, Invitrogenyl€iaad, CA). Kasvatusliuokseen lisattiin
10 % (loppupitoisuus) inaktivoitua (30 min, + 56) &&sikan sikién seerumia (Fetal Bovine
Serum, Gibco, Invitrogen) seka 1 % penisilliiniegtomysiini-antibioottiseosta (P/S-seos,
Gibco, Invitrogen). Antibioottien loppupitoisuudetivat 90 U/ml penisilliinia ja 90ul/ml
streptomysiinia. Solut siirrostettiin kahden tairken vuorokauden vélein konfluenssiasteen
ollessa 70 - 80 %. Solulinjaa kasvatettiin lampgksea, jonka lampdétila oli + 37 °C ja
hiilidioksidipitoisuus 5 %.

3.2 Solujen kasittely

Tutkimuksessa kéaytettiin myoblasteista erilaisfjattinyotuubeja. Myoblastit erilaistettiin
myotuubeiksi vaihtamalla 70—80 % konfluenteille joidle (halkaisija 6 cm) kasvatusliuoksen
tilalle DMEM+GlutaMAX™-kasvatusliuos, johon oli lisatty 2 % hevosen sesau(Horse
Serum, Gibco, Invitrogen) ja 1 % penisilliini-sttemysiinia (P/S, Gibco, Invitrogen). Soluja
erilaistettiin kuusi paivaa (lampdétila + 37 °C lidioksidipitoisuus 5 %). Erilaistuneita soluja
kasiteltiin sek&d proteiinitason ettéd geenitasoRitubksia varten syottdmalla niille jokoyia
tai NETA:ia (Diosynth, Novo Nordiskilta, Koopenhamai, Tanska). Ennen ka&sittelyjen
aloitusta soluja inkuboitiin vahintdan yksi tunteesumittomassa ja fenolipunattomassa
kasvatusliuoksessa DMEM (4,5 g/l D-Glucosk;Glutamine,-Pyruvate, Gibco, Invitrogen),
johon oli lisatty loppupitoisuudeltaan 1 mM natrigpyruvaattia (Gibco, Invitrogen), 2 mM L-
glutamiinia (Gibco, Invitrogen) seka 1 % P/S-seoSaluja kasiteltin 1 nM seka 10 nM
hormonipitoisuuksilla (k tai NETA), jotka oli valmistettu em. kasvatuslisgen. Samaa
kasvatusliuosta kaytettin myos kontrollisolujen sitélyyn. Hormonien kantaliuokset

valmistettiin puhtaaseen (96 % wi/v) etanoliin. Biioitason kokeissa soluille vaihdettiin
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kasittelyliuos 5, 20, 40 minuutin ja 2 tunnin ajajes RNA-tason kokeissa 2, 6 ja 24 tunnin
ajan. Seka proteiinitason etta geenitason kokeiBdasiteltyjen naytteiden lisaksi myods 0 h
nayte, jossa solut kerattiin suoraan homogenoiskipuin ilman kasittelyja. Liséksi jokaisella

aikapisteella oli omat kontrollisolut, soluviljelgkeet toistettiin vahintaan kolme kertaa.

3.3 Geenitason kokeet

Hormonikasiteltyjen solujen RNA eristettiin kaupsdllla Rneasy Mini-kitilla valmistajan
ohjeen mukaan (QIAGEN Corp., Gaithersburg, MD). stetyn RNA:n pitoisuus ja
puhtausaste maaritettin NanoDrop ND-1000 spekbofetrilla (Nano Drop Technologies
Inc., Wilmington, DE). Yksi mikrogramma RNA:ta k&&ttiin cDNA:ksi kaupallisella kitilla
(High Capacity cDNA Reverse Transkription Kit, Apga Biosystems) valmistajan ohjeen
mukaan. Reaktioseoksen lopputilavuus olipg2gossa RNA:ta oli ug veteen laimennettuna,
lopullinen nukleotidipitoisuus oli 4 mM ja entsyy@i(Multiscribe Reverse Transcriptase,
Applied Biosystems) 2,5 Ulreaktio. cDNA:ksi kaantSuoritettin PCR-laitteella
(Mastercycle?, epgradient S, Eppendorf, Foster City, CA), jodsgtettin seuraavaa
ohjelmaa: 10 min + 25 °C, 120 min + 37 °C, 5 séb+C.

ERx:n, ERS:n, ARN, Aktn ja mTORnN lahetti-RNA-tasot maaritettin qPCRer(gl.
qguantative PCR) menetelmalla. RNA:n lataamisestangnistumistehokkuudesta johtuvat
mahdolliset erot tasattin maarittamalla jokaisehéiytteelle endogeenisena kontrollina
toimivan glyseraldehydi3-fosfaattidehydrogenaas(@APDH) l|ahetti-RNA-taso. Naytteet
mitattiin kolmena rinnakkaismaarityksend. Maariigk& kaytettiin Applied Biosystemsin
valmistamia alukkeita ja koettimia (TagnfarGene Expression AssayGAPDH Mm
99999915 glESR1 (ER): Mm 00433149 ml1ESR2 (ER): Mm 01281854 m1AR Mm
01238475 _mi1Akt Mm 01331624 m1mTOR Mm 00444968). Alukeparit on suunniteltu
siten, ettd toinen alukkeista sitoutuu kahden eksaalle. TAméan avulla pystytdan estdmééan
alukkeiden sitoutuminen mahdollisesti naytteeseentupeeseen, intronit sisaltavaan,
genomiseen DNA:han. Reaktioseoksen, jossa alukiejdekoettimien lisdksi kaytettiin
TagMarf Gene Expression Master Mixia (Applied Biosystenspputilavuus oli 251, josta
5 ul veteen laimennettua cDNA:ta. Jokaiselle geenifiéadettin ajoa varten oma

standardisuora ja naytelaimennos seuraav@&iPDH, ESR1, AR, mTORaytelaimennos



30

1:50, standardisuora 0,5 ng; 5 ng; 50 ng; 20068R2 naytelaimennos 1:10, standardisuora
0,5 ng; 1 ng; 5 ng; 50 nékt naytelaimennos 1:50, standardisuora 0,3 ng; @,5mg; 50 ng.
Standardisuoraan kaytettiin,GC;,-myoblasteja, jotka kerattiin maljoilta k&sittelettdnind
aikapisteessad 0 h. Naytteiden lisaksi, jokaisedhaylla oli negatiivinen kontrollindyte seka
yksi kalibraattorinayte. Negatiivisessa kontroliittéessd cDNA korvattiin vedella.  Ajo
suoritettin qPCR-laitteella (ABI PRISM 7700, Appdl Biosystems) seuraavan ohjelman
mukaisesti: 2 min + 50 °C, 10 min + 95 °C, 15 seR5+°C (50 syklid), 1 min + 60 °C.
Haluttujen geenien ilmentyminen maaritettiin sulitgla CGr menetelmaa kayttaen (Livak,

1997). Kynnysarvodngl.treshold, G) maaritettiin manuaalisesti.

3.4 Proteiinitason kokeet

Hormonikasittelyjen jalkeen solut siirrettiin j&@lja kasittelyliuoksen tilalle vaihdettiin kylma
homogenointipuskuri (20 mM Hepes, pH 7,4gHN.O,4S, Sigma-Aldrich, Seelze, Saksa),
1mM EDTA (etyleenidiaminitetraetaanihappo dinatrissuola dihydraatti, IDRANL®III,
Sigma), 5 mM EGTA (etyleeniglykoli-big3{aminoetyylieetteri)N,N,N",N"-tetraetaanihappo,
Sigma), 10 mM MgG6 HO (Merck, Whitehouse Station; NJ, USA), 100 mpA
glyserofosfaatti, 1 mM N&/O (min 90 % titraus, Sigma), 2 mM DTT (ditiotrelitoSigma), 1 %
Triton X-100 (polyetyleeniglykoli tert-oktyylifenylieetteri, Fluka, Buchs, Sveitsi), 4@/ml
leupeptiini (Fluka), 40 pg/mi aprotiniini (Sigma), 80 pg/mi PMSF
(fenyylimetaaniesulfonyylifluoridi, Sigma), dl/100 pl fosfataasi-inhibiittorikoktaili | (Sigma).
Kaikki yllamainittujen aineiden kantaliuokset vastettiin veteen lukuunottamatta PMSF:ia,
jonka kantaliuos valmistettiin 2-propanoliin. Solagjoitettin 20G:n neulalla vetamalla
soluliuosta useaan kertaan neulan lapi ruiskuunmituutin aikana. Hajoituksen jalkeen
solususpensio sentrifugoitiin (12 000 g, 10 minaytt 4 °C), supernatantin talteen saamiseksi.
Kokonaisproteiinimaaran selvittamiseksi supernaiemtproteiinikonsentraatiot maaritettiin
kaupallisella kolorimetriaan perustuvalla BCA PioteAssay Kitilla (Pierce, Thermo
Scientific, Rockford, IL) valmistajan ohjeen mukaalNarin muodostuminen mitattiin
spektrofotometrisella levylukijalla (IEMS Reader MEabsystems Oy, Helsinki, Suomi),
aallonpituudella 565 nm. Mittaustulosten perusteahatiin maarittettyd oikea naytemaara

Western immunoblottausta varten.
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Proteiininaytteet (n. 35ug proteiinia/nayte) valmistettin SDS-PAGE-ajoa d&on
Dodecyl Sulphate PolyAcrylamide Gel Electorphoreseemmli 1970) varten néytepuskuriin
(6x naytepuskuri: 30 % glyseroli, 15 pemerkaptoetanoli, 18,8 % 1 nM Tris, pH 6,8, 20 %
SDS, 0,06 mg/ml bromofenolisininen). Naytteet kéite (5 min, + 95 °C), jonka jalkeen
naytteet siirrettiin jaille. Proteiinien erotteluBioRad Criterion, Bio-Rad Laboratories Inc.
Hercules, CA) kaytettiin 4-15 % kaupallisia gradtegeeleja (Criterion Tris-HCI gel, Bio-Rad
Laboratories Inc.). Proteiininaytteiden koon meéannisessa kaytettiin
molekyylipainostandardia [Protein ladder (10-25GkENew England Biolabs Inc., Ipswich,
MA]. Geeleja ajettiin ensin 100 voltin jAnnitteeli@din 10 minuuttia, jonka jalkeen jannite
nostettiin 200 volttiin noin 45 minuutin ajaksi. dguskurina kaytetettiin yksinkertaista Tris-
glysiini-SDS-puskuriliuosta. Erotellut proteiinifirsettiin ajon jalkeen Bio Radin Criterion
blottauslaitteella sahkoévirtaa kayttden (400 mA, 9@in) nitroselluloosakalvolle
(Amersham“Hybond™-ECL, GE Healthcare, Little Chalfont, BuckinghamshiEngland).

Proteiinien siirtyminen kalvolle varmistettiin vagmalla kalvo Ponceau S-liuoksella
(0,2 % Ponceau S, 5 % QEIOOH). Varjatystd kalvosta tarkastettiin silmaméesti
naytteiden latauksen tasaisuus, jonka jalkeen téauhdeltiin pois vedelld. Proteiinien
siirtyminen varmistettiin varjadmalla geelit CoomsiasBlue-varjayksella (huoneenlammassa,
1 h, keinutuksessa). Varjayksessa kaytettin Cosmablue-varia (0,25 % Coomassie
Brilliant blue R-250, 50 % metanoli, 10 % G@EOOH). Varjayksen jalkeen geelit siirrettiin
varinpoistoliuokseen (5 % metanoli, 7,5 % {CHDOH, + 4 °C, yon yli). Varinpoiston jalkeen
tarkastettiin oliko geelille jaanyt siirtyméattompéoteiineja.

Ponceau S-varjayksen jalkeen kalvot blokattiin speaifisen varjaytymisen estamiseksi
(5 % maito-TBS 0,05 % Tween-20, huoneenlAammdsséy).1 Tamén jalkeen kalvot
immunovarjattiin kaupallisella totaali-Akt primaeaista-aineella (1:1000, Anti-total-Akt #
9272, Cell Signalling Technolofly Denvers, MA), fosfo-Akt (S&f% primaarivasta-aineella
(1:1000, Anti-phospho-Akt # 9271, Cell Signallingéhnology) tai fosfo-mTOR (S&éf*9)
primaarivasta-aineella (1:1000, Anti-phospho-mTORS71, Cell Signalling Technolo§y
keinutuksessa, + 4 °C:ssa yon yli. Kaikki vastaatnaimennettiin 5 % maito-TBS 0,05 %
Tween-20-liuokseen. Varjayksen jalkeen ylimaarainasta-aine pestiin pois TBS 0,05 %

Tween -20 liuoksella (3 x 10 min/pesu), jonka j&kekalvot siirrettiin sekundaarivasta-
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aineliuokseen (1:30 000, Anti-rabbit A9169, Sigrhdn, huoneenlammdssa). Sekundaarivasta-
aineinkuboinnin jalkeen kalvot pestiin TBS 0,05 %€kn -20 liuoksella (3 x 10 min/pesu).

Proteiinivybhykkeet detektoitiin kaupallisella kdominesenssikitilla valmistajan
ohjeen mukaan (Amershath ECL Advancé” Westernblotting Detection Kit, GE
Healthcare), jonka jalkeen kalvot kuvattiin rontilenille (Curix 60, Agfa-Gevaert, Mortsel,
Belgia) seka kuvannettiin densitometrilla (Gel DocXR and ChemiDoc™ XRS, Bio-Rad
Laboratories Inc.). Vybhykkeiden pinta-alaan jaenditeettin suhteutetut proteiinitasot
maadritettiin  kuvantamislaitteen ohjelmiston avull@pntour tool-tydkalua apuna kayttaen
(Quantity On& 4.6.3, Bio-Rad Laboratories Inc.).

3.5 Tilastolliset analyysit

Tilastoanalyysiin kaytettin  SPSS-ohjelmaa (versi®.0, SPSS, Chicago, IL). Seka
proteiinitason kokeista ettd RNA-tason kokeistadsaaulokset testattiin toistomittausten
varianssianalyysilla (Repeated Measures AnalysisVafiance). Riippuvaksi muuttujaksi
maaritettiin geenitason kokeissa geenien ilmenemisgara ja proteiinitason kokeissa
fosforyloituneen proteiinin - ma&ara. Within-Subjectrattujaksi  valittin - aika  (yhden
aikapisteen sisalla tapahtuvat muutokset) ja Betwigbject-muuttujaksi pitoisuus (kokeissa
kaytetyt hormonipitoisuudet, K, 1 nM, 10 nM). Mik&larianssianalyysi osoitti muuttujien
valilla olevan merkitsevaé eroa, kaytettiin eroavighmien selvittdmiseen Post Hoc-testina

Bonferroni-menetelmaa. Tilastollisesti merkitsewlioksen raja-arvoksi asetettiing®0.05.
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4. Tulokset

4.1 Geenien ilmeneminen

E,:n ja mahdollisesti progestogeenien signaloingié osallistuvienERx:n, ERS:n, ARN,
Aktn ja mTORnN lahetti-RNA tasoja tutkittiin hiiren £;,-myotuubeissa qPCR:n avulla.
Myotuubeja oli kasitelty joko Ella tai NETA:lla. Yleisesti ottaen lahetti-RNA w@issa ei
iImennyt tilastollisesti merkitsevia eroja eri hampitoisuuksien valilla, riippumatta siita
kummalla hormonilla solut oli ké&sitelty. Eri pitoigksien tilastollisessa vertailussa myos
tilastollinen voima €ngl. observed power) jai heikoksi (< 0,8). Aineistoaksateltiin myds
siten, ettd Oh aikapiste asetettiin ykkdseksi, atétnd asetelma ei muuttanut tulosta (tulokset
eivat nakyvissa).

Ezja NETA kasiteltyjen solujen tulokset eri protej@méoodaaville geeneilld&sRa, ERp,
AR, AkiamTOR on esitetty kuvissa 5-9.
Kuvista voidaan todeta, etta l&hes kaikkien geek@mlalla 1 nM ja 10 nM NETA néayttaa
lisdavan geenien ilmentymista hormonikasittelyagatentyesséd. On kuitenkin tarke&aa havaita,
ettd myos kontrollisolut kayttaytyvat paasaantdisegan suhteen hormonikasittelyita
vastaavalla tavalla. Nain ollen, koska jokaiselleapisteelle kaytetdan kyseisen aikapisteen

omaa kontrollia, tilastollinen testaus ei tuota kitsevia eroja.
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Kuva 5. E;:n ja NETA:n vaikutus ER a:aa koodaavan geenin ilmentymiseen {;,- myotuubeissa.Solut
kasiteltin (A) E:lla tai (B) NETA:la (1 nM/10 nM), neljassa aikapeessd, joissa jokaisella oli oma
kontrollindyte (kuvattu materiaaleissa ja menetsf@). Viivat kuvaavat vahintdan kolmen méaéarityksen
keskiarvona saatu&Ru-geenin ilmentymista yksikéttomalla arvoasteikollangl. arbitrary unit, AU) ajan
suhteen. Virhepylvaat kuvaavat keskivirhetta. Olysin kasittelematon solunayte. Tilastollisesti kiteevia
eroja ei havaittu.
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Kuva 6. E;:n ja NETA:n vaikutus ER p:aa koodaavan geenin ilmentymiseen £, myotuubeissa.Solut
kasiteltiin (A) B:lla tai (B) NETA:lla (Kontrolli (1 nM/10 nM), nelissé aikapisteessa, joissa jokaisella oli oma
kontrollindyte (kuvattu materiaaleissa ja menetsf@). Viivat kuvaavat vahintdan kolmen méaéarityksen
keskiarvona saatu&RB-geenin ilmentymistd yksikottomalla arvoasteikollengl. arbitrary unit, AU) ajan
suhteen. Virhepylvaat kuvaavat keskivirhettd. Ofisitd kasittelematdon solunayte. Ei tilastollisestrkitsevia
eroja.
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Kuva 7. E;:in ja NETA:n vaikutus AR:ia koodaavan geenin ilmenymiseen GC;,-myotuubeissa. Solut
kasiteltin (A) E:lla tai (B) NETA:la (1 nM/10 nM), neljassa aikapeessa, joissa jokaisella oli oma
kontrollindyte (kuvattu materiaaleissa ja menetsf@). Viivat kuvaavat vahintddn kolmen maérityksen
keskiarvona saatuaR-geenin ilmentymista yksikottomalla arvoasteikdkagl. arbitrary unit, AU) ajan suhteen.
Virhepylvaat kuvaavat keskivirhetta. Oh=taysin kématon solunayte. Ei tilastollisesti merkitgeeroja.
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Kuva 8. E;:n ja NETA:n vaikutus Akt:ta koodaavan geenin ilmerntymiseen GC;,-myotuubeissa. Solut
kasiteltin (A) E:lla tai (B) NETA:lla (1 nM/10 nM), neljassa aikapéessd, joissa jokaisella oli oma
kontrollindyte (kuvattu materiaaleissa ja menetsf@). Viivat kuvaavat vahintddn kolmen maérityksen
keskiarvona saatuakt-geenin ilmentymista yksikottomalla arvoasteikd@kagl. arbitrary unit, AU) ajan suhteen.
Virhepylvaat kuvaavat keskivirhetta. Oh=taysin kiéstmaton solunayte. Kontrollisolut kayttaytyiwdttenevasti
hormoniké&siteltyjen solujen kanssa, joten tilagteBti merkitsevié eroja ei havaittu.
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Kuva 9. Ez:n ja NETA:n vaikutus mTOR:ia koodaavan geenin ilmentymiseen GC;,-myotuubeissa.Solut
kasiteltin (A) E:lla tai (B) NETA:lla (1 nM/10 nM), neljassa aikapeessa, joissa jokaisella oli oma
kontrollindyte (kuvattu materiaaleissa ja menetsf@). Viivat kuvaavat vahintdan kolmen méaéarityksen
keskiarvona saatuemmTORgeenin ilmentymista yksikottomalla arvoasteiko{lengl. arbitrary unit, AU) ajan
suhteen. Virhepylvaat kuvaavat keskivirhettd. Ohysin kasitteleméaton solunéyte. Tilastollisesti kiteevia
eroja ei havaittu.

4.2 Proteiinitason kokeet

Proteiinitason kokeissa selvitettiin,:B ja NETA:n vaikutuksia hypertrofisella PI3K/Akt-
signalointireitilla esiintyvien Akt- ja mTOR-proiein aktivoitumiseen C;,-myotuubeissa.
Jokaisesta naytteestd maaritettiin totaali-Akt jet:@ fosforyloitunut muoto sekd mTOR:n
fosforyloitunut muoto. Yleisesti ottaen eri hormpitwisuuksien VvAalilla ei havaittu
tilastollisesti merkitsevaa eroa ja samoin kuineliFRNA-maarityksissa tilastollinen voima
jai eri pitoisuuksia vertailtaessa heikoksi (<0,8).

Fosfo-Akt ilmentyi selkeasti kummankin hormonikésiyn seurauksena. Totaali-Akt
detektoitui hyvin kaikissa naytteissa ja maara aalotetusti erittain tasainen eri naytteiden
valilla (tulokset ei nakyvissd). Kuvassa 10 C oitetty fosfo-Akt-maarityksen Western blot
kuva BE-k&sitellyistd myotuubindytteistd kontrolleineen kavassa 10A vastaava tulos
graafisena kuvana ajan suhteen. Western blot kisiier@maaraisesta tarkastelusta heranneet
epdilyt  kontrollindytteiden  yhdenmukaisesta  foskaayiosta  hormonikasiteltyjen
solunaytteiden kanssa vahvistuivat tuloksia anatigessa, kuten kuvasta 10C ja 10D nahdaan.

NETA kasittelyiden osalta Akt:n fosforyloitumistarkasteltaessa voidaan todeta, etté 10
nM NETA:lla on mahdollisesti positiivinen vaikutu8kt:n aktivoitumiseen (kuva 10B)

aikapisteesséd 40 min, joka edelleen vahvistuu 2dikapisteeseen. Erot eri aikapisteissa,
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suhteessa vastaavien aikapisteiden kontrollisaludivat kuitenkaan nousseet tilastollisesti
merkitsevaksi.

Mydskaan fosfo-mTOR:n kohdalla ei havaittu tilakselsti merkittavia eroja
kummankaan kasittelyn naytteissa (kuva 11) ja labimaytteiden fosforylaatio on hyvin

yhdenmukainen hormonikasiteltyjen naytteiden kanssa

A 15 B
p-Akt
E }
15 I 5
= )‘
= : =p=iontrolll 3 4 Kantroll
1 &;—M_ o b e Caritrolli
? =] i £2 g1 M NETA
is e 10 RV E2 mge= 10 nM NETA
1 }
a q
0h 5min 20min 40 min Zh Oh Smin  20min  4Qmin
Aika Aika
C E2 D NETA
o — e o - e — —— —— . 7 -
Oh K 1nM10nM K 1nM 10nM K 1nM 10nM K 1nM 10nM O0h K 1nM10nM K 1nM 10nM K 1nM 10nM K 1nM 10nM
5min 20 min 40 min 2h 5min 20 min 40 min 2h

Kuva 10. Akt:n fosfarylaatio C,C;, myotuubeissa. Solut kasiteltin (A, C) Ella tai (B, D) NETA:lla
(InM/10nM), viidessd aikapisteessa, joissa jokamesli oma kontrollindyte, Kkuvattu materiaaleissa j
menetelmissd. Viivat kuvaavat vahintaén kolmentiggn keskiarvona saatua p-Akt:n méaraa yksikoitsn
asteikolla énglarbitrary unit, AU) ajan suhteen. Virhepylvaat kavat keskivirhettéd. Akt:n fosforylaatio
madritettin  Western blottausta apuna kayttden. (&) BE-kasittelyissd Akt:n fosforylaatio eri
hormonipitoisuuksilla eri aikapisteissa oli tasaista eika tilastollisesti merkitsevia eroja hawai{B, D) NETA-
kasittelyissa Akt:n fosforylaation maara kasvoinajsuhteen, mutta tilastolliset analyysit eivat &okaan
tuottaneet merkitsevia eroja. Jokaisella Westeratillal oli yksi sama nayte eri kasittelyjen vertel
mahdollistamiseksi (*).
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Kuva 11. mTOR:n fosfarylaatio C,C;, myotuubeissa.Solut kasiteltin (A, C) Ella tai (B, D) NETA:lla

(InM/10nM), viidessd aikapisteessa, joissa jokamesli oma kontrollindyte, kuvattu materiaaleissa |
menetelmissd. Viivat kuvaavat vahintddn kolmen tiélgh keskiarvona saatua p-mTOR:n maarda
yksikottomalla arvoasteikollaeglarbitrary unit, AU) ajan suhteen. Virhepylvaat kavat keskivirhetta. P-
mTOR maaritettin Western blottaus-menetelmalla (@@). Tilastollisesti merkitsevid eroja ei havaittu
kummankaan kasittelyn kohdalla. Jokaisella Westgotilla oli yksi sama nayte eri kasittelyjen veéhia
mahdollistamiseksi (*).
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5. Tulosten tarkastelu

Tassa tutkimuksessa selvitettiin yhdistelma-HRT :Bagillisesti kaytettavien, vaikuttavien
ainesosien, En ja NETA:n vaikutuksia PI3K/Akt-signalointireitin aktivoitumiseen
soluviljelyolosuhteissa. Reitin  aktiivisuutta hornikkasittelyiden jalkeen tutkittiin
tarkastelemalla reitilla esiintyvien geenieBRx, ER3, AR, Aktja mTOR ilmenemista
l&hettitasolla sekd Akt- ja mTOR-proteiinien fogsfiaatiota hiiren GCi-myotuubeissa.
Tulosten mukaan hormonikorvaushoidon eri kompornkatei nayttaisi olevan merkitsevaa
vaikutusta lihaksen hypertrofiareitile kuuluvien rogeiinien, Aktn ja mTOR:n,
aktivoitumiseen eika tutkittujen geenien ilmeneraisesuhteessa kontrollisoluihin. NETA
nayttaisi vaikuttavan positiivisesti Akt:n aktilgs muodon mdaaraan, mutta ero suhteessa
kontrolliin ei kuitenkaan ollut tilastollisesti matseva.

Vaihdevuosi-ikéisilla naisilla lihasten suorituskyvja massan on havaittu heikkenevan
merkittavasti (Samson ym., 2000). Viitteitd seemrastradiolitasojen seka lihasmassan ja
(Taaffe ym., 2005, lannuzzi-Sucich ym., 2002) —vaimn{Taaffe ym., 2005, Sipila ym., 2001)
valisestd yhteydesta on saatu tutkimuksista, joissa selvitetty vaihdevuosioireisiin
kaytettavan hormonikorvaushoidon vaikutuksia lieasbminaisuuksiin. Naiden tutkimusten
mukaan Eia ja NETA:a sisaltdva HRT parantaa vaihdevuo&isten naisten lihasten
suorituskykya, massaa ja koostumusta verrattun&liikkeeseen (Taaffe ym., 2005, Sipila
ym., 2001). Hormonitasojen laskusta johtuvista roksista ja toisaalta HRT:n
vaikutusmekanismeista molekyylitasolla ei kuitenk&éela toistaiseksi ole tarkkaa kasitysta,
vaikka viimeaikaiset tutkimukset jotakin viittei@heesta antavatkin (Péllanen ym., 2007,
Vasconsuelo ym., 2008).

PI3K/Akt-signalointireitin tiedetdan olevan yksi rkigtavimmista lihaksen kasvun
saatelyyn vaikuttavista reiteista lihassoluissani®@l ym., 2001). Akt:n ja mTOR:n kautta
kulkevan reitin on havaittu olevan osallisena lg@k kasvuun ja toisaalta heikentymiseen,
niin ihmisen lihaksessa (Leger ym., 2006) kuinemitGC;- myotuubeissakin (Lee, 2009).
Reitin on osoitettu aktivoituvan muun muassa IGk-Rommel ym., 2001, Lee, 2009) ja
fyysisen harjoittelun (Leger ym., 2006) vaikutuksegoten on mahdollista, ettd hypertrofiset

signalointireitit ovat osallisena myés HRT:n vaiksiten valittdmisessa.
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5.1 E:n ja NETA:n vaikutus PI3K/Akt-reitilla esiintyviegeenien ilmenemiseen

Lahettitasolla haluttiin selvittda kaytettyjen hammen vaikutuksia sekBRu:n ettaERS:n ja
lisdksi mydsARden ilmentymiseen. Lisaksi selvitettiin onke:lEa tai NETA:lla vaikutusta
Akt:ta ja mTOR:ia koodaavien geenien ilmenemiseen.

Tulosten mukaan Hla tai NETA:lla ei nayttaisi olevan vaikutuseeRden eikdARnN
maaradn lahetti-RNA-tasolla. Vaikutuksiaktn tai mTORnN ilmenemiseen ei myodskaan
havaittu. Vastaavanlaisia tuloksia on saatu t@&gsaERden ldhetti-RNA-tasojen maaran
vaihtelua vasteena estrogeeniin koe-elaimilla @arym., 2006). Barros ym. osoittivat
hiirimallia apuna kayttaen, ettéd estrogeeni itse@érita reseptoreidensa ilmentymista (Barros
ym., 2006). Inmisilla tehdysséa tutkimuksessa Péltaym. (2007) eivat mydskaan havainneet
estrogeenia (B ja progestiinia (NETA) sisdltavan HRT:n vaikutsavmm.ERx:n ja ERS:n
l&hetti-RNA-tasoihin vaihdevuosi-ikdisten naistémaksessa (Poéllanen ym., 2007)ARden
esittivatkin, ettd NETA voi vaikuttaa lihaksessakbe androgeenin tavoin ja nain ollen
mahdollisesti vaikuttaAR ilmentymiseen. Tarkkaa tietoa siitd, vaikutta@d®ilmentymiseen
ihmisen lihassoluissa ;Evai NETA, ei kuitenkaan ole (Pdllanen ym., 2007)as3a
tutkimuksessa pyrimme selvittimaagrga NETA:n erillisvaikutuksia, mutta kummankaan
hormonin kohdalla ei saatu tilastollisesti merkiigeeroja suhteessa kontrollisoluihin. On
mahdollista, ettdARnN ilmentymiseen vaaditaankin seka:rkettd NETA:n yhteisvaikutus.
Toisaalta tulosten vertailussa taytyy kuitenkin imimda se, ettd Pollasen ym. (2007) tulokset
ovat vuoden kestaneen intervention lopputuloksidlgRen ym., 2007). Vastaavaa tilaa ei
voida saavuttaa yksinkertaisessa soluviljelymalliss

Hormonien  vaikutus ER:den  lahettitasoihin  tdman kitntisongelman
kokonaistarkastelun kannalta on mielenkiintoinerbmgiita syystéd, ettéd se voi mahdollisesti
antaa viitteita E ja toisaalta NETA:n signalointimekanismeista. Adima E;:n tiedetaan
vaikuttavan soluissa useiden eri signalointiraitticautta (kuva 3). Naistd mekanismeista
kaikki eivat ole klassisen signalointimekanismindia suoraan ER:hin vaikuttavia vaan E
voi vaikuttaa myds mm. ei-genomisten ja ligandisigpumattomien vaikutusmekanismien
kautta, joita on tarkasteltu lahemmin kappalees2gBjornstrom ja Sjoberg, 2005, Deroo ja
Korach, 2006, Bjornstrom ja Sjoberg, 2002).
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5.2 E:n ja NETA:n vaikutus Akt:n ja mTOR:n aktivoitumese

Saatujen tulosten mukaan, Bai NETA ei nayttaisi vaikuttavan Akt:n eikd mTOR:
aktivoitumiseen hiiren myotuubeissa. NETA-kasiti#lytarkasteltaessa voidaan todeta, etta
NETA:lla on mahdollisesti positiivinen vaikutus Aktaktivoitumiseen (kuva 10), vaikka ero
kasiteltyjen ja kontrollisolujen valilla ei nouskatn tilastollisesti merkitsevéksi. Tulos on
mielenkiintoinen, koska Ha pidetaan yhdistelma-HRT:n merkittavampana konemdtina ja
monesti saatetaan unohtaa, etteivat kaikki vailagtikvalttamatta johdu yksin ;Bta.
Progestogeenien vaikutuksista lihaksiin ei kuitemktbistaiseksi juuri ole tietoa.

Oletus PI3K/Akt-reitin ja etenkin Akt:n aktivoitusen lisdantymisesta ,Ci,-
solulinjassa, erityisesti Jkasittelyiden seurauksena, perustettiin  aiemmirtkajgtuun
tutkimukseen (Vasconsuelo ym., 2008). On kuitertkiromioitava, etta Vasconsuelo ym.
(2008) ovat kayttdneet kokeissaan erilaistumatto@i&i,-myoblasteja, jotka poikkeavat
merkittavasti tdssa tutkimuksessa on kaytetyist@istuneista myotuubeista (Vasconsuelo
ym., 2008). Tutkimuksessamme myotuubien valinta bfgtien sijaan perustui
myotuubien “kehitysasteeseen”. Lihassyyn kehittygniralkaa myoblastien yhdistymisesta
monitumaisiksi myotuubeiksi, jolloin solujen muottmiminnot ja geenien ilmentyminen
muuttuvat merkittdvasti samalla kun tumien maar&véa yhdesta useisiin kymmeniin.
Myotuubien ominaisuuksia voidaan siis pitdad jossa@arin yhdenmukaisempana kypsien,
monitumaisten lihassolujen  ominaisuuksien kanssarrattana erilaistumattomiin
myoblasteihin. Vasconsuelon ym. (2008) koeaseteln@istamiseksi hormonikasittelyt
suoritettiin kuitenkin, fosfo-Akt:n osalta, mydsilaistumattomille myoblasteille (tuloksia ei
esitetty), mutta myotuubikokeisiin ndhden myobléistetehdyt tutkimukset eivat tuoneet
lopputuloksen kannalta uutta tietoa.

Aikaisempia tutkimustuloksia estrogeenin tai pragemin vaikutuksista mTOR:n
aktiivisuuteen myotuubeissa ei tiettavasti olefetafm. (2009) ovat raportoineeg:& lisaavan
MTOR:n aktiivisuutta rotan kohdun myosyyteissafétafm., 2009), kun taas Sobolewska ym.
(2009) totesivat seka,m ettd progesteronin estavdn mTOR:n fosforylaatiudan nisien
epiteelisoluissa (Sobolewska ym., 2009), mika otdeyimukaista taman tutkimuksen tulosten
kanssa.
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Tulosten mukaan seké aktiivisen fosfo-Akt:n ettsfdenTOR:n maaré kontrollisoluissa
oli hyvin samalla tasolla verrattuna hormonikasyibin solunaytteisiin. Fosfo-Akt:n
voimakas ilmentyminen kasitteleméattomissa kontnélitteissa oli yllattavaa. Tama havainto
voi mahdollisesti selittyd osaltaan myotuubien agstumisprosessiin liittyvalla Akt:n
aktivaation merkittavalla kasvulla. Alisi ym. (200®vat selvittaneet £C;,-myoblastien
erilaistumisprosessiin  liittyvien proteiinien, kate Akt:n, aktivoitumista. Kyseisessa
tutkimuksessa havaittiin, ettd Akt:n aktivaatio \Wa@is merkitsevasti myoblastien
erilaistumisprosessin ensimmaisen ja viidennen okerden valilla, kun soluja pidettiin
erilaistumisliuoksessa, (Alisi ym., 2008). Myos Boel ym. (2001) ovat raportoineet Akt:n
aktiivisuuden lisdantyvan erityisesti erilaistumizgessin alku- ja loppuvaiheessa (Bodine ym.,
2001). Naiden tutkimustulosten perusteella voidaatettaa, ettd solujen Akt:n
perusaktivaatiotaso on kokeiden aikaan ollut korkeesta seurauksena hormonikasittelyista
johtuvat mahdolliset Akt:n fosforylaatioon johtavataikutukset ovat ainakin osaltaan
peittyneet solujen elinkaaren tiettyyn ajanjaksdidtyvdén luontaisen Akt:n aktivaatiotason
nousun alle. On mahdollista, ettd myos mTOR:n @ktiaatiotaso on kokeiden aikana ollut
korkea, jolloin hormonikasittelyista johtuvaa mT@Raxktivoitumista ei pystytty havaitsemaan.
Mielenkiintoinen jatkotutkimuksen kohde voisikin lal k&sitelld soluja PI3K/Akt-reitin
estdjilla, kuten LY294002:lla (Vlahos ym., 1994) Ydortmannilla (Mizutani ym., 2002)
yhdistettynd & ja NETA-k&sittelyihin, jolloin esiin voisivat nata tutkittavien hormonien
mahdolliset vaikutukset Akt:n ja mTOR:n aktivaatoo

Toisena varteenotettavana jatkotutkimuksen kohteeoia pitdd E:n ja NETA:n
vaikutuksien selvittamista Akt:n toisen fosforyloian kohdan, THP%n, fosforylaatioon.
Tassa tutkimuksessa selvitettin  8&kohdan aktivoitumista, mutta Akt:n tiedetaan
fosforyloituvan kahdesta eri kohdasta (Ffirja Sef’® ja nykytietimyksen mukaan
taydellinen Akt:n aktivaatio vaatii molempien kadtii aktivoitumisen (Alessi ym., 1996,
Alessi ym., 1997). THP®ja Sef’®fosforyloituvat eri kinaasien toimesta (Sarbasgov, 2005,
Alessi ym., 1997), joten on mahdollista, ettd midkeissa kaytetyt hormonit vaikuttaisivat
eri kohtien fosforylaatioon eri tavalla. Alessi yif1996, 1997), osoittivat aktiivisen PI3K:n
fosforyloivan PIR:n, jolloin syntyy PIR:n, joka edelleen aktivoi PDK1:n. PDK1 taas aktivoi

osittain Akt:n lisddmalla fosfaatin 308. treonim{jAlessi ym., 1996, Alessi ym., 1997). Viime
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vuosina julkaistut tutkimukset osoittavat mTOR-oickompleksin puolestaan fosforyloivan
Akt:n Sef’*kohdan (Sarbassov ym., 2005).:1E ja NETA:n vaikutuksen tarkempi
selvittaminen Akt:n aktiivisuuteen vaatisi myds ¥fin fosforylaatiotasojen maarittamisen.

Kuvassa 12 on esitetty Akt:n aktivaatioon johtarattejd.

Insuliini, IGF-1, E27 NETA? E2+NETA?

PLP Thi308 Serd73
| W )
AKT )
i E

Kuva 12. Akt:n aktivaatioon johtavia reitteja. PI3K:n aktivaatio saa aikaan BI®sforyloitumisen PIRKksi,
joka edelleen aktivoi PDK1:n. PDK1 fosforyloi Akthr’®®n, nain osittain aktivoiden Akt:n. Todenn&kdistd o
etta taydellinen Aktn aktivaatio vaati myds S&rkohdan fosforyloitumisen. Viimeisimpien tutkimuste
mukaan ainakin mTOR-rictor-kompleksin oletetaan ivaktan Akt:ita lisddmalla fosfaatin 473. seriiniin
(Sarbassov ym., 2005). Kuva on tehty Pathway Buiidgelmalla (Protein Lound&™,
www.proteinlounge.com).

Toisaalta voi myds olla, etté&;Eamoin kun NETA vaikuttavat lihakseen jonkun muun
kuin PI3K/Akt-reitin kautta. On havaittu, ettd akia E;:lla on solukalvolla tapahtuvia, hyvin
nopeita ei-genomisia vaikutuksia, joiden vaikutuksgevat esiin minuutteja, jopa sekunteja,
hormonikasittelyn jalkeen (Deroo ja Korach, 20@)doteelisoluissa £ on havaittu saavan
aikaan endoteelisen typpioksidisyntaasin (eNOSkeanmktivoitumisen MAPK:n (Chen ym.,
1999) ja PI3K:n valityksella (Haynes ym., 2000).tikknen eNOS saa aikaan typpioksidin
vapautumisen, joka puolestaan edistaa verisuoaggeritumista ja tata kautta vaikuttaa myos
lihasten metaboliseen s&atelyyn. Endoteelisia tamhidiriditd alkaa esiintyd asteittain
vaihdevuosien jalkeen ja naihin toimintahairiditiityy mm. eNOS:n aktiivisuuden lasku ja

edelleen typpioksiditasojen madaltuminen soluiddajifhudar ym., 2000, Kublickiene ym.,
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2005). Myo6s progesteronilla on osoitettu olevarkwaista endoteelisen toiminnan yllapitoon
ja lisdksi sen on havaittu stimuloivan typpioksyditeesia seké& tukevan,:B vaikutuksia
eNOS:n aktivoimiseen johtavilla nopeilla reiteil&u ym., 2008, Simoncini ym., 2004).
eNOS:lla tiedetaan olevan merkittava vaikutus miydistolinaksen metabolisessa saatelyssa,
erityisesti fyysisen harjoituksen aikana. Jo pi@NOS maarédn vaheneminen aiheuttaa
metabolisen sdatelyn hairioita lihassoluissa, \dlauveren sokeripitoisuuden laskuun seka
heikentda suorituskykya fyysisessa kuormituksekea-{foung ym., 2010). Lee-Young ym.
(2010) esittivat eNOS:n saateleman typpioksidipitoden vaikuttavan myos 5'-
adenosiinimionofosfaatti-aktivoidun proteiinikinaas (AMPK) aktiivisuuteen. Aktiivinen
AMPK toimii proteiinisynteesin saatelyssad estamati OR:n aktiivisuutta ja edelleen
proteiinisynteesid. mMTOR:n lisdksi aktiivisen AMPKon esitetty inhiboivan myds Akt:ta
(Bolster ym., 2002). Toisaalta mTOR:n tiedetaanivaktan Akt:ita, joten jo mTOR:n
inaktivointi itsessdan voi aiheuttaa, ainakin @&t Akt:n inaktivoitumisen. AMPK:n
aktivoituminen 5-aminoimidazole-4-korboksiamidiBiD-ribonukleosidin (AICAR)
vaikutuksesta on todettu estavdn mTOR:n kauttaekalé, proteiinisynteesiin johtavaa, reittia
sekd MAPK signaloinnin aktivoitumista myds@,-myotuubeissa (Williamson ym., 2006).
AICAR:n lisdksi myds En tiedetddn vaikuttavan MAPK toimintaan;-soluissa (Ronda
ym., 2007).

5.3 Soluviljelyssa kaytetyn kontrollimallin valinnanerkitys

Soluviljelyssa kaytetyn kontrollimallin valinnan mkitys korostui tassa koejarjestelyssa.
Tilastoanalyyseja varten testattin kahta vaihtoefth mallia (tulokset eivat nakyvissa).
Saatujen tulosten mukaan voidaan todeta, ettdsigha tutkimuksissa, joissa kaytetd&n esim.
myogeneettisessa erilaistumisprosessissa oleviaujasololisi hyvin tarkedd esittda
kontrollisolut koko tutkimusjaksolla.

Ensimmaisesséd mallissa jokaiselle aikapisteelléetise oma kontrolli, jossa solut
kasiteltiin fysikaalisesti samoin kuin muut soluangassa aikapisteessd, mutta ilman
hormonivalmistetta (kuva 13A). Toisessa mallissanttallisolut kerattiin aikapisteessa 0
tuntia, ilman mekaanista kasittelya ja naita sokdjgtettiin kontrollina kaikille eri aikapisteille

(kuva 13B), kuten useissa julkaistuissa tutkimudaien tehty (Vasconsuelo ym., 2008, Nave
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ym., 1999, Bilbao ym., 2010). Ensimmaisen mallinkamn toteutettu hormonivalmisteiden
vaikutusten kontrollointi osoitti kontrollisolujerkayttaytyvdn suhteessa aikaan hyvin
samankaltaisesti kuinEja NETA-kasitellyt solut. Kun taas jalkimmaiserikrollimallin
mukaan nayttaisi hormonikasiteltyjen- ja kontralligen valilla olevan merkitsevid eroja
(kuva 13B). Tulos olisi kuitenkin todennakoisespakiotettava, koska se ei huomioisi
fysikaalisesta rasituksesta eikd myogeenisen stil@isprosessin etenemisesta johtuvia
muutoksia solujen kayttaytymisessa. Nain ollen kahalliksi valittin koko tutkimuksen
aikajakson kattava malli, jonka avulla seka fysiismm kasittelyn etta ajan tuomia vaaria

positiivisia vaikutuksia pyrittiin kontrolloimaan.

A & B &
_ | p-Akt _ | p-Akt
& &
* %k
5 5
?t 4 g ontrolli 3 4
% e 0l NETA
3 =@ ni\| NETA 3 oy
_ e 1.0 NV NETA
< =10 nM NETA
1| ﬁwi/- 1
g 2 0
Oh 5 min 20min  40min 2h K 5 min 20min  40min 2h
Aika Aika

Kuva 13. Kontrollimallien vertailu. Esimerkkind Akt:n aktivaation maarittdminen NETAskellyissa GC,»-
myotuubeissa. Molemmissa malleissa (A, B) tuloksetsitetty vahintdan kolmen kasittelyn keskiarveaatua
p-Akt:n maarda yksikottomalla asteikollenglarbitrary unit, AU) ajan suhteen. Virhepylvaat kavat
keskivirhetta. Mallissa A (kaytetty tasséa tutkimegsa) myotuubit on kasitelty 1nM/10nM NETA:lla, daissa
aikapisteessd, joissa jokaisella oma kontrollind¥igvaus: materiaalit ja menetelmat). Talla malligi saatu
tilastollisesti merkitsevia eroja eri kasittelyjeglille. Mallissa B myotuubit on kasitelty 1nM/10nMETA:lla
neljdssa aikapisteessa. Kaikille aikapisteille ohksiyyhteinen kontrolli, jossa myotuubit on keratty
kasittelemattomanagl.basal level). Talla mallilla saadaan kolme tilditekti merkitsevaa eroa. Aikapisteessa
20 min 1 nM NETA:lla kéasitelyssa naytteessa (*) kA maara on 1,95 Kkertainen verrattuna
kontrollindytteeseen (p=0,028). Samoin 10 nM na&ytt€**) p-Akt:n maaran ero suhteessa kontrolliin on
tilastollisesti merkitseva (p=0,03). (***) 1 nM NEY, 40 min, p=0,045.
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5.4 Yhteenveto

Taman tutkimuksen tulosten valossa voidaan tod#ta,E ja NETA eivét, ainakaan yksin,
vaikuta GCi>-myotuubeissa PI3K/Akt-reitilla esiintyvien Akt:m jmTOR:n aktivoitumiseen
eikd kyseisia proteiineja koodaavien geenien ilm@seen. Kyseisilla hormoneilla ei
mydskaan ole vaikutustaRa:n, ERS:n eikAARN lahetti-RNA-tasoihin C;,-myotuubeissa.
Selvittamatta ja& millainen vaikutus:& ja NETA:n yhteisk&sittelyilla mahdollisesti ali©n
my0s huomioitava, ettd tulokset on saatu kasittalEmerilaistuneita monitumaisia, hiiren
myotuubeja, joista puuttuu hermotus eivatka ne killenittyneet esim. toisiin soluihin tai
soluvéliaineeseen. Ihmisen lihaksesta eristetty maarisoluviljelma voisi antaa
mahdollisuuden tutkimusongelman tarkempaan sefwiiden. Toisaalta solusignalointi on
aarettbman monimutkainen jarjestelmd, jonka redtitdt ole suoraviivaisia tai edes aina
samaan suuntaan vaikuttavia. Esimerkiksi Akt:nei@én osallistuvan, PI3K/Akt-reitin liséksi,
myds useisiin muihin signalointireitteihin. On myd®hdollista, etté laajasta kirjallisuuden
tarkastelusta ja eri aikapisteiden ja hormonipitoksien testaamisesta huolimatta, hormonien
aikaansaamat vaikutukset ovat voineet jd&da hawa#ta esimerkiksi niiden nopeudesta tai
pitoisuudesta johtuen. Aikaisemmat tutkimukset (fagm., 2005, lannuzzi-Sucich ym.,
2002, Ronkainen ym., 2009, Sipila ym., 2001) siigitd vaihdevuosissa tapahtuvien
hormonimuutosten seurauksena naisten lihastentgskyky heikentyy ja etta HRT:n kaytto
vaikuttaa positiivisesti suorituskyvyn sailymisega hidastaa lihasmassan- ja voiman
vahenemista haastavat kuitenkin jatkamaan solungkekyylitasonmekanismien tarkempaa

selvittamista HRT:n k&yton taustalla.
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