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1 Johdanto

1.1 Ikdantyminen ja luurankolihakset

Ikdantyminen aiheuttaa kehossa monenlaisia muwaoksiksi merkittavimmista

muutoksista on luurankolihasten massan, voimaagdun progressiivinen heikentyminen
i1an karttuessa. llmiota kutsutaan kirjallisuudessain sarkopeniaksi, mutta oikeammin
sarkopenialla tarkoitetaan vain lihasten massanepiemista (ks. yleiskatsaus Clark ja
Manini, 2008). Ihmisen lihasten massa ja toiminkgkgn suurimmillaan nuorilla aikuisilla

(ks. yleiskatsaus Vandervoort, 2002). Noin 40 ilgden paikkeilla se alkaa kuitenkin
vahitellen pienentyd kiihtyen 75 ik&vuoden jalkg&n. yleiskatsaus Waters ym., 2000).
Lihasten surkastuminen eli atrofia johtuu suuretan lihasproteiinien hajoamisesta eli
kataboliasta. Tallgin lihassaikeiden koko pienefeaiiden maard vahenee idn myo6ta.
Erityisesti pienenevét nopeat, tyypin Il lihassé&ikeTasta johtuen 70-vuotiaalla ihmisella
lihaksen l&pimitta voi olla 25-30 % pienempi nua@wuwosiin verrattuna. Lisaksi lihasten
voima on alentunut 30-40 % (ks. yleiskatsaus Lee, y2007). Lihaksen laadun ja
voimantuottokyvyn huonontumiseen vaikuttaa myosvakadoksen tunkeutuminen

lihaksen sisdan (Goodpaster ym., 2001).

Vahvat ja hyvinvoivat lihakset yllapitavat merkittsti ihmisen terveytta ja hyvaa
elaméanlaatua. Vahvojen lihasten tiedetddn suoja#iwauista useilta sairauksilta, kuten
osteoporoosilta ja tyypin 2 diabetekselta (ks. slatsaus Greenlund ja Nair, 2003).
Lihasten surkastumista puolestaan pidetaan tarkeid@ntyneen ihmisen terveyden
huonontumisen ja toimintakyvyttomyyden aiheuttajabdnasten heikentymiseen liittyy

usein sairauksien lisaantyminen ja liikuntakyvynrkitéava rajoittuminen, koska lihaksen
voimantuottokyky alenee ja supistumis- ja rentouswaiheet hidastuvat (ks. yleiskatsaus
Ryall ym., 2008). Esimerkiksi kavely, portaiden seminen ja tavaroiden nostaminen
voivat hankaloitua (Janssen ym., 2002). Liikunnd@hmheneminen ja energiaa kuluttavan
lihasmassan pieneneminen johtavat yleensa painoisuoa, mikd huonontaa ihmisen
terveyttd entisestdadn (Morley ym., 2001). Lihashénofia saattaa vaikuttaa negatiivisesti
my0s tasapainoon, jolloin kaatumisten ja sitd leautiurtumien maara lisaantyy (Szulc
ym., 2005). Siten lihasten massan ja voiman vahemmon merkittdvampia syita



ikaantyneen ihmisen kyvyttdmyyteen elaa itsendig@siitoshoitoon joutumiseen (Morley
ym., 2001).

Erdan tutkimuksen mukaan yli 60-vuotiaista 13-24 j& 80-vuotiaista seka sita
vanhemmista ihmisista yli 50 % karsii lihasten legitymisestd (Baumgartner ym., 1998).
lan mukana kehittyvaa lihasheikkoutta on sekéa riébita naisilla. Se nayttaisi kuitenkin
olevan yleisempaa miehilla, silla 58 % yli 75-vaidia miehista karsii siitd. Saman
ikaisista naisista 45 % karsii lihasheikkoudestaisNle lihasheikkous on silti suurempi
ongelma, silla heilla on lahtokohtaisesti pienerhipasmassa (ks. yleiskatsaus Fisher,
2004). Lisaksi naiset elavat yleensa pidempé&an koiehet, jolloin he myds karsivat
lihasheikkoudesta pidempaan (ks. yleiskatsaus Rmibg Hughes, 2000). lk&antyvien
ihmisten maard kasvaa jatkuvasti niin Suomessa kuinalla maailmassa, minka takia
lihasatrofiasta johtuva sairaanhoidon ja vanhusteldn tarve seka niistd syntyvat kulut

tulevat lisaantymaan huomattavasti.

1.2 Luurankolihas

Luurankolihakset eli luustolihakset ovat elimist@uurin elinjarjestelma. Ne ovat
tahdonalaisesti ohjailtavissa olevia lihaksia, tisseimmat kiinnittyvat luihin janteiden
valityksella. Luustolihakset mahdollistavat kehanasien liikkeet. Lihakset muodostuvat
pitkista ja monitumaisista lihassoluista eli lihgst. Jokaista lihassolua ympar6i ohut
endomysium-sidekudoskalvo. Lihassyyt ryhmittyvatabsyykimpuiksi (kuva 1), joita
ympéaroi paksumpi sidekudoskalvo (perimysium). Usdiissyykimput puolestaan
muodostavat kokonaisen lihaksen, jonka ymparillgpaksu sidekudosta oleva peitinkalvo
eli faskia. Sidekudoksissa sijaitsevat lihasteneanvaihdunnasta ja hermotuksesta

huolehtivat verisuonet ja hermot.

1.2.1 Lihassolut

Lihassolut eli lihassyyt syntyvat jo sikidkaudellayn lihassolujen esiasteet, myoblastit,
sulautuvat yhteen sylinterimaisiksi rakenteiksi (tupes), jotka kypsyvat lihassoluiksi.
Myoblastien fuusioitumisessa syntyy myos lihassi@uyypillinen monitumaisuus. Tumat
sijaitsevat heti soluja ymparéivan solukalvon, ségknman, alapuolella. Sarkolemman



ylapuolella on satelliittisoluja ja tyvikalvo, jokan yhtendinen endomysiumin kanssa.
Lapsen synnyttya luustolihassolut eivat juuri en&&iudu, vaan lihasten kasvu perustuu
lahinna yksittaisten lihassolujen suurenemiseerkuigella lihassolut ovat lapimitaltaan

10-100 um ja ne voivat olla useita senttimetrejkigoi

Lihassolut rakentuvat tiiviisti pakkautuneista kisaikeista eli myofibrilleista, joiden
ymparilla on runsaasti mitokondrioita. Lihassaikakdttuvat koko solun paasta paahan ja
vievat yhdessa mitokondrioiden kanssa noin 80 %ogda@isman tilasta. Lihassaikeet
puolestaan muodostuvat padasiassa kahdenlaisedtimsta, aktiinista ja myosiinista.
Aktiini- ja myosiinisdikeet ovat jarjestaytyneet risameereiksi, jotka ovat lihaksen
supistuvia perusyksikoéita ja toistuvat koko lihaksén pituudelta. Lihas supistuu, kun
sarkomeerien aktiini- ja myosiinisaikeet liukuvaistensa lomiin. Ohuet aktiini- ja paksut
myosiinisaikeet aiheuttavat luustolihaksille tyyigsgn tummien ja vaaleiden raitojen
vuorottelun. Taman vuoksi luurankolihaksia kutsotaayos poikkijuovaisiksi lihaksiksi.
Mitokondrioiden liséksi jokaista lihassaiettd ymgasarkoplasmakalvosto, mikd vastaa
muiden solujen endoplasmakalvostoa. Sarkoplasmag@iwhdistyy ionikanavien kautta
sormimaisiin T-putkiin, jotka ovat sarkolemmastat&via ulokkeita. T-putkien tehtavana
on siirtdd motorisen hermon kuljettama aktiopotaitilihassoluun. Motorinen hermo ja

kaikki ne lihassolut, joita se hermottaa, muodostawotorisen yksikon.

Lihas

Myofibrilli eli
lihassaie

Lihassolu eli
lihassyy

Kuva 1. Luurankolihaksen rakenne. Mukailtu www-sivultapittwww.supercoach.de/muskel.jpg 13.3.2010.
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1.2.2 Lihassolutyypit

Luurankolihaksissa on kahdenlaisia lihassoluj&kgaroavat toisistaan aineenvaihdunnan
ja supistumisominaisuuksiensa mukaan. Tyypin |tsslyistuvat hitaasti, mutta pystyvat
vastustamaan vasymysta pitkaan, joten ne ovawvehdipitkdaikaisissa lihassupistuksissa.
Ne tuottavat energiansa aerobisesti. Tyypin | ssiséltavatkin runsaasti happea sitovaa
myoglobiinia, mitokondrioita sek& niitd ymparoih@ussuonia. Tasta syysta tyypin | solut
nayttavat punaisilta. Tyypin Il solut tuottavat ggiea anaerobisesti eli glykogeenia
hajottamalla. Ne sek& supistuvat etta vasyvat tyylpisoluja nopeammin. Niissd on
vahemman myoglobiinia ja mitokondrioita kuin tyypirsoluissa, joten ne ovat variltaan
yleenséa valkoisia. Tyypin Il solut jaetaan kahted¢suokkaan, IIA ja IIX, myosiinin eri
isoformien mukaan. Kaikki luurankolihakset koostuvseka hitaista, ettd nopeista
lihassoluista, jotka ovat jarjestaytyneet tasaiseBbksen alueelle. Lihassolutyyppien

suhde riippuu lihaksen tehtavasta.
1.2.3 Luurankolihasten massan saately

Elimistd yllapitdd luurankolihasten massaa lihaspioien synteesin ja hajotuksen
tasapainon avulla, jota saatelee synteesiin ja tiiegeen liittyvien signaalireittien
monimutkainen yhteistyd. Jos lihasproteiineja syngnemman kuin niitd hajoaa, voi
seurauksena olla lihassolujen suureneminen eBhijygertrofia. Lihassolut kasvavat, koska
niihin lisatdan uusia supistumiskykyisia aktiing myosiinifilamentteja (Goldspink ym.,
1983). Lihasten hypertrofiaa voi saada aikaan egiiks voimaharjoittelulla. Sen sijaan
esimerkiksi lihasten kuormituksen puute, ikaantyenirtai useat tautitilat voivat siirtdé
tasapainon lihasproteiinien hajotuksen puolelléoijo lihassaikeiden lapimitta pienenee ja
voimantuotto heikentyy. Tama johtaa lihasten ad@fi eli surkastumiseen (ks.

yleiskatsaus Jackman ja Kandarian, 2004).

Yksi tarkeimmistd hypertrofiaan johtavista signeateistd on fosfatidyyli-inositoli 3-
kinaasi-reitti (PI3K), joka aktivoituu anabolistaakijoiden vaikutuksesta (Bodine ym.,
2001, b; Glass, 2003). Insuliinin kaltainen kaskyi 1 (IGF-1) on anabolinen tekija,
jonka synteesi lihaksessa lisaantyy voimakkaanskbharmituksen aikana (DeVol ym.,

1990). IGF-1:n sitoutuminen solukalvolla olevaarseqgtoriin aktivoi PI3K:n, joka
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katalysoi fosfatidyyli-inositoli (4,5)-bifosfaatifiPIP,) muuttumisen fosfatidyyli-inositoli
(3,4,5)-trifosfaatiksi (PIE). PIP;toimii sitoutumiskohtana seriini-treoniini-kinaasktl1:lle,
joka tunnetaan my0Os proteiinikinaasi B:na (PKB).tRAkaktivoituu ja se fosforyloi
puolestaan useita muita molekyyleja, kuten mTORarimalian target of rapamycin),
johtaen proteiinisynteesin ja solun kasvun lisdémsgen (ks. yleiskatsaus Matsui ym.,
2003).

Hypertrofian saatelyn lisaksi Akt toimii lihastentr@fiaa edistavien signaalireittien
inhibiittorina. Lihasten atrofia johtuu useiden &@ajotusreittien aktivoitumisesta. Naista
tarkein on ubikitiini-proteasomireitti (Jagoe yn2002). Ubikitiini on lyhyt proteiini,
jonka avulla solu ohjaa hajotettavaksi tarkoitettpjoteiineja proteasomeihin. Ubikitiinin
littdminen proteiiniin tapahtuu kolmen eri entsyiymavulla. Naitd entsyymeja ovat
ubikitiinia aktivoiva (E1), ubikitiinia konjugoivdE?2) ja ubikitiinia ligoiva (E3) entsyymi.
Useiden, etenkin E3-luokkaan kuuluvien entsyymielmentymisen on havaittu
lisddntyneen lihasatrofian aikana. MuRF1 (musclgy rfinger) ja atrogiini-1/MAFbx
(muscle atrophy F-box) ovat erityisesti luurankakkessa ilmentyvida E3-
ubikitiiniligaaseja, joiden ilmentymista saatele\’DXO-transkriptiotekijat (Bodine ym.,
2001, a). Atrofian aikana FOXO:t ovat fosforyloinmahia ja aktivoivat tumassa
ubikitiiniligaasien transkriptiota. Lihasten hypefiassa Akt lisdd FOXO -proteiineihin
useita fosfaattiryhmia, jolloin ne inaktivoituvad giirtyvat sytoplasmaan estaen samalla
ubikitiiniligaasien muodostumisen ja atrofian etegen (Brunet ym., 1999). Lihasmassan

saatelya on havainnollistettu kuvassa 2.
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Proteiinisynteesi Proteiinien hajotus
Kuva 2. Yksinkertainen kaavio lihasmassan saatelysta. I@Fsitoutuessa reseptoriinsa, PI3K aktivoituu ja
saa aikaan PIP3:n muodostumisen, johon Aktl sitoutdktl edistdd proteiinisynteesia lihaksessa
aktivoimalla useita molekyyleja, joista yksi on mROSamalla Aktl inaktivoi FOXQO:n, jolloin proteiim
hajotusta edistavien ubikitiiniligaasien, MuRF1:na jMAFbx:n syntyminen estyy. (Mukailtu
katsausartikkelista Glass, 2003)

1.3 Lihasheikkouteen johtavia tekijoita

1.3.1 Denervaatio

Ikaantyneilla ihmisilla lihasten koko on pienentyng toimintakyky on huonontunut
lihasproteiinien katabolian lisd&ntymisen vuokdiseat korkean ian mukanaan tuomat
seikat vaikuttavat katabolian tehostumiseen. Msten hermojen kuoleminen
(denervaatio) ja sen myota motoristen yksikdidendelleen muokkautuminen on
luultavasti merkittavin lihaksia heikentava tek{rown, 1972). Hermon kuollessa myos
lihassolut voivat surkastua kokonaan, jolloin linmenenee. Toisaalta motorisen yksikon
hermotus voi korjaantua niin, etta jaljelle jaaneetmot kasvattavat haaroja, jotka liittyvat
denervoituneeseen motoriseen  yksikk6on (reinnenjaat Tall6in  lihassolujen
surkastuminen estyy. Usein reinnervoituneista Bbhssta tulee hitaasti supistuvia ja
vahemman voimaa tuottavia, vaikka ne olisivat aperin olleet nopeasti supistuvia
(Campbell ym., 1973).
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1.3.2 Oksidatiivinen stressi

Oksidatiivinen stressi-hypoteesin  mukaan aineemkaihassa syntyvien vapaiden
radikaalien aiheuttamia vaurioita keraantyy elidist idn myotd, eika antioksidanttien
kapasiteetti riitd korjaamaan kaikkia niiden ailt@oia vaurioita (ks. yleiskatsaus Yu ja
Yang, 1996). Vapaat radikaalit saavat aikaan muuassa mutaatioita mitokondrioiden
DNA:han ja proteiineihin. Mutaatioiden kertyessa tokondrioihin niiden toiminta

heikkenee ja solun energiansaanti vahenee. Tastiv&@ erityisesti luurankolihakset,
joissa on aktiivisen aineenvaihdunnan vuoksi rustsaaitokondrioita (ks. yleiskatsaus
Dirks ym., 2006).

1.3.3 Liikkumattomuus ja vah&proteiininen ravinto

Fyysinen aktiivisuus on luultavasti tarkein vahvg@atoimintakykyisia lihaksia sailyttava
ymparistotekija. Useiden tutkimusten mukaan kuarksen puute, esimerkiksi
vuodelevon aikana, nopeuttaa lihassaikeiden suwikasta (Bamman ym., 1998;
Hortobagyi ym., 2000). Voimaharjoittelun avulla f@nien katabolia voidaan kuitenkin
estdd. MyOs jo menetettya lihasmassaa ja voimdokydtyd saadaan tehokkaasti

palautettua voimaharjoittelulla (Bamman ym., 1998rtobagyi ym., 2000).

Lihasproteiinien hajotusta voi tehostaa myos liraakalti proteiineja sisaltava ravinto.

Paivittdinen suositus aikuisen proteiininsaanndie 0,8 grammaa jokaista painokiloa
kohti. lk&antyneille ihmisille tdma suositus saattaitenkin olla lilan alhainen. Onkin

esitetty, ettd heidan kohdallaan paivittaisen pirdte saannin suositusta tulisi nostaa
yhteen grammaan painokiloa kohti (ks. yleiskats&lisernoff, 2004). Suosituksista
huolimatta ikaantyvat syovat usein lilan vahan @iogja (Roubenoff ja Hughes, 2000).
Muita tarkeitd lihasheikkouden kehittymiseen vaiuvia asioita ovat muun muassa
anabolisten hormonien ja kasvutekijoiden vahenemwerenkierrossa seka katabolisten

tekijoiden lisdantyminen matalaintensiteettiseetduksen muodossa.
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1.4 Krooninen matalaintensiteettinen tulehdus

Tulehdusprosessin tarkoituksena on valkosolujeniigen tuottamien tulehdustekijéiden
avulla suojata elimistéd mikrobeilta, myrkyilté jauilta vierailta antigeeneilta. Lisaksi

elimistd kayttdd tulehdusta vaurioituneen kudok&emjaamiseen. Tulehdus voi olla
akuutti, jolloin se kestaa vain minuuteista muutanpidiviin. Toisaalta tulehdus voi olla

my0s krooninen eli pitkdaikainen. lkaantyminen oseino yhteydessa krooniseen
tulehdukseen. Tdméa on havaittavissa, kun verrataarten ja vanhojen ihmisten seerumin
tulehdustekijoiden  pitoisuuksia. Esimerkiksi tulebth edistavien sytokiinien,

interleukiini-6:n (IL-6) ja tuumorinekroositekij@n (TNF-n) seerumitasojen on todettu
olevan vanhoilla ihmisilla 2-4 kertaa korkeammabrampiin verrattuna (Paolisso ym.,
1998; Dobbs ym., 1999; Greiwe ym., 2001; Krabbe,hy2004). Tulehdustekijoiden

pitoisuudet ovat kuitenkin alhaisemmat kuin akusgai tulehduksissa, minkd vuoksi
ikaantyneiden ihmisten kroonista tulehdusta kutsutamatalaintensiteettiseksi (ks.
yleiskatsaus Sarkar ja Fisher, 2006).

1.4.1 Matalaintensiteettisen tulehduksen kehittyminen

Matalaintensiteettisen tulehduksen kehittymiseeikuttavat ikdantymisen aiheuttama
iImmuunijarjestelman saatelyn heikentyminen sekédalkisvinen stressi. Vapaat radikaalit
ja eraat antioksidantit voivat aktivoida transkiopgkijoitéa, etenkin NFeB:ta (nuclear
factor kappa B), jotka puolestaan aktivoivat tulgkgbn syntya edistavien,
proinflammatoristen, molekyylien synteesin. Kro@mntulehdus tuottaa lisdd vapaita
radikaaleja, silla niitd syntyy esimerkiksi valkbgen toiminnan tuloksena. Nain syntyy
positiivinen takaisinkytkentakierre, joka vahvistadehdusta ja oksidatiivista stressia (ks.
yleiskatsaus Chung ym., 2009). Oksidatiivinen sirgs tulehdus liittyvat toisiinsa myos
prostaglandiinien (PG) muodostumisessa. PG:t oudbg&hormoneja, joita valmistetaan
solukalvon  arakidoni-rasvahaposta. Osa PG:eista llistsa tulehdusreaktion
kehittymiseen. Lisdksi niiden tuotannon sivuainegyatyy vapaita radikaaleja ja muita
herkasti reagoivia aineita, jotka aiheuttavat kwdasioita ja voimistavat tulehdusreaktiota
(Kim ym., 2001; Chung ym., 2009).
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Useiden tutkimusten pohjalta pidetdé&n todennakaisettd myos rasvakudos osallistuu
kroonisen matalaintensiteettisen tulehduksen Kkehigeen. Nykyaikana lihavuus on
lisdantynyt etenkin hyvinvointivaltioissa ongelmad&sti. Kehon koostumuksen muutokset
ovat kuitenkin myods osa normaalia ikdantymista. akilnassan pienentyessa rasvan
suhteellinen osuus kasvaa, vaikka se ei nakyisikg@noindeksissa. Liséksi
rasvakudoksen sijainti kehossa muuttuu niin, ditéhalaisen rasvan maara vahenee ja
vatsaontelossa olevan rasvan maara kasvaa (Enzil@®6). Vatsaontelon rasva johtaa
vyotardlihavuuteen, mika lisda riskid sairastuaigiiee eri tauteihin, kuten tyypin 2
diabetekseen ja  sepelvaltimotautiin. Rasvasolut ttduat useita erilaisia
tulehdusreaktioiden kehittymistd edistavia syto@n kuten TNFx:aa ja IL-6:sta
(Weisberg ym., 2003). Monissa tutkimusryhmissa awalittu, ettd TNFen ja IL-6:n
tuotanto ja maara verenkierrossa kasvavat lihomesé@antymisen myota (Dandona ym.,
1998; Fried ym., 1998; Kern ym., 2001). Sytokiinmmnodostuminen on voimakkaampaa
vatsaontelon rasvassa kuin ihonalaisessa rasvéssayléiskatsaus Fried ym., 1998).
Taman takia keskivartalolla oleva rasva on tervégdmitallisempaa kuin ihonalaisrasva.
Rasvasolut tuottavat mydés MCP-1:std (monocyte clattnamtant protein-1), joka on
monosyytteja  houkutteleva kemokiini. MCP-1 saa nsygtt tunkeutumaan
rasvakudokseen, jossa ne muuttuvat makrofageiksmuuni- ja tulehdusreaktioissa
toimiviksi valkosoluiksi. Luultavasti MCP-1:sta dyy sitd enemman, mitd enemman on
rasvakudosta, mika johtaa my®s makrofagien lis&@@ty maaraan rasvakudoksessa
(Kamei ym., 2006). Eraassa hiirilla tehdyssa tutkisessa onkin todettu, ettda MCP-1:n
tuotanto oli tehostunut lihavilla hiirilla hoikkiirhiiriin verrattuna. Myds makrofagit
vaikuttavat kroonisen tulehduksen kehittymiseertt&malla muun muassa interleukiini-
l:std (IL-1), IL-6:sta ja TNF:aa. Nama sytokiinit puolestaan aktivoivat uusia
makrofageja ja muita immuunijarjestelméan solujas\R&olujen ja makrofagien tuottamat
molekyylit aiheuttavat paikallisen matalaintensitisen tulehduksen rasvakudoksessa.
Verenkiertoon erittyessaan ne ulottavat tulehdustiistavan vaikutuksensa edelleen

kaikkiin elimiin (Weisberg ym., 2003; Kamei ym., @8).

Kroonista matalaintensiteettista tulehdusta vos&di ja yllapitad myos tupakointi, joka
voi aiheuttaa verisuonistossa tulehdustilan. Kur6ih ja neljan muun tulehdustekijan
iimentymista selvitettiin tupakoivien ja ei-tupaki@n, suhteellisen terveiden naisten

valilla, havaittin kyseisten molekyylien plasmalsemtraatioiden olevan koholla



tupakoivilla koehenkil6illa (Bermudez ym., 2002)yt% korkea verenpaine voi vaikuttaa
kroonisen tulehduksen kehittymiseen, silla angisitanll, verenpainetta nostava hormoni,
stimuloi TNFo:n, IL-1:n ja IL-6:n tuotantoa seka aktivoi MCPtkga NF«B:aa (Han
ym., 1999; Sanz-Rosa ym., 2005).

1.4.2 Signalointimolekyylit matalaintensiteettisessa tulbduksessa
1.4.2.1NF-xB

Tulehdusprosessin keskeisin saatelijamolekyyli ramdgkriptiotekija NF<B. Kun NF«B
on inaktiivinen, se sijaitsee sytoplasmassa siteegna #B-inhibiittoriproteiiniin. NF«B
voi aktivoitua esimerkiksi vapaiden radikaalienkedauksesta, jolloindB fosforyloidaan ja
hajotetaan ubikitiini-proteasomireitillaxB:n hajotessa NkB:n tumalokalisaatiosignaali
paljastuu ja NReB kulkeutuu tumaan, jossa se aktivoi tulehdustatédien tekijoiden
transkriptiota. Useissa elainkokeissa on havagftéa NF«xB:n sitoutuminen DNA:han
lisdantyy eldinten vanhetessa, joten on mahdallists& silla on merkittdvd osuus
ikaantyneiden kroonisen tulehduksen saatelyssé(ited ym., 1996; Yan ym., 1999; Kim
ym., 2001).

NF-«kB:n saatelemiin geeneihin kuuluvat muun muassa &NH--1 ja IL-6. Naiden
geenien koodittamat molekyylit voivat puolestaativaida NF«B:n transkription (Chung
ym., 2009). Ne kuuluvat sytokiineihin, jotka ovabrimonien kaltaisia, solujenvalisessa
viestinnassa toimivia proteiineja tai glykoproteia. Sytokiinien aikaansaamat signaalit
saatelevat esimerkiksi solujen jakautumista, etilemnista ja apoptoosia (ks. yleiskatsaus
Larrubia ym., 2009).

1.4.2.21L-6

IL-6 on sytokiini, jolla on seka tulehdusta edistaetta hillitsevia ominaisuuksia (Xing
ym., 1998). Sita tuottavat immuunijarjestelman solendoteelisolut seka rasva- ja
lihassolut (ks. yleiskatsaus Maggio ym., 2006). 6ILtoimii erityisesti akuutissa
tulehdusvasteessa muun muassa aktivoiden T- jalugasohypotalamus-aivoliséke-
lisimunuais-akselia ja C-reaktiivisen proteiinirotantoa. Toisaalta IL-6 myo6s rajoittaa
tulehdusta vahentden TNFr ja IL-1B:n tuotantoa (Xing ym., 1998; Maggio ym., 2006).
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Akuutin tulehduksen lisdksi IL-6 on merkittava §éki myds Kkroonisten tautien
kehittymisessa (Xing ym., 1998). IL-6 signaloi kakth glykoproteiiniosasta, IL-6R:sta ja
gpl130:sta, koostuvan reseptorikompleksin kautte6RLon IL-6:n spesifisesti tunnistava
osa, mika esiintyy maksasolujen ja tiettyjen immijiujestelman solujen kalvoon

sitoutuneena seka liukoisena (sIL-6R). Sitouduttuda6:een, IL-6R kiinnittyy kahteen

gp130-molekyyliin, mitk& valittavat signaalin solgisaan. Liukoisen IL-6R:n ja yleisesti
iimentyvan gp130:n ansiosta IL-6 voi vaikuttaa myiigin soluihin, jotka eivat ilmenna

kalvoon sitoutunutta IL-6R:aa (Keller ym., 2005)ata kutsutaan trans-signaloinniksi
(Maggio ym., 2006).

1.4.2.3TNF-a

TNF-o:aa tuottavat padasiassa monosyytit ja makrofagitfta myds jonkin verran
lymfosyytit, keratinosyytit, sileat lihassolut jaagvainsolut. Sen ilmentymista stimuloi
esimerkiksi lipopolysakkaridi eli LPS, joka on gmegatiivisten bakteerien ulkokalvon
rakenneosa. Lisaksi sytokiinit, kuten IL-1 ja TNFtse, lisdavat sen aktivoitumista. TNF-
a on tulehdusta edistava sytokiini, jolla on uséi@logisia vaikutuksia. Sen tehtavana on
muun muassa aktivoida valkosoluja ja edistaa nisletymistéa verenkierrosta kudoksien
tulehduspaikoille. Lisdksi TNk:lla on kyky tuhota kasvainsoluja sek&a ohjaillaugeh
kasvua, erilaistumista ja apoptoosia. ThtHa on kaksi reseptoria, TNF-R1 ja TNF-R2,
joiden kautta se valittda signaalinsa solun sis@#ii:-R1 esiintyy lahes kaikissa soluissa,
kun taas TNF-R2:ta I6ytyy vain immuunijarjestelmsoluista (ks. yleiskatsaus Barbara
ym., 1996).

1.4.2.41L-1

IL-1 on tulehdusta edistava sytokiini, joka toiminmuunipuolustuksen valittajanéa
infektioiden ja tulehdusten aikana. Se ohjaa néiliem, T- ja B-solujen seka
luonnollisten tappajasolujen toimintaa. Valkosotujesaksi IL-1 vaikuttaa muun muassa
luihin, lihaksiin, rustoihin, maksaan, aivoihin Jaaimaan (ks. yleiskatsaus Dinarello,
1985). IL-1 esiintyya- ja p-muodoissa. IL-& sijaitsee joko solun sisélla tai sen pinnalla.
IL-1a toimii luultavasti autokriinisella tavalla valigé signaalin samaan soluun, joka on

sen tuottanut. ILf on IL-1:n kahdesta muodosta yleisempi. Se eritets@lusta ulos,
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jonka jalkeen se sitoutuu muiden solujen pinnalvion reseptoreihin (ks. yleiskatsaus
Hallegua ja Weisman, 2002). IL-1:n molemmat muosdibdutuvat kahdenlaisiin IL-1-
reseptoreihin, joita ilmentyy useissa eri kudoksis$yypin | reseptori (IL-1RI) on
biologisesti aktiivinen proteiini, joka aktivoi soisisdisen signaalireitin IL-1:n sitoutuessa
siihen. Tyypin Il reseptori (IL-1RII), jota on sekékoisena ettd solukalvoon sitoutuneena,
on biologisesti toimimaton, eikd valita signaal@us sisaan. Sen sijaan se sitoo IL-1:sta
estéaen sen vuorovaikutuksen aktiivisen tyypin epesrin kanssa (ks. yleiskatsaus Arend,

2002). IL-1:n toimintaa ja sen saatelya on havdimstettu kuvassa 3.

1.4.2.5IL-1Ra

IL-1-perheeseen kuuluu myds IL-1-reseptoriantagonid-1Ra), joka on tulehdusta
hillitseva sytokiini. IL-1Ra on rakenteellisesti \ng samankaltainen IL-1:n kanssa ja
esiintyy seka solunsisaisena ettéa liukoisena protai. IL-1Ra:ia tuottavat muun muassa
monosyytit, makrofagit, neutrofiilit, epiteeli- j@ndoteelisolut sek& hepatosyytit (ks.
yleiskatsaus Arend, 1993). Antagonisti pystyy dmwomaan molempiin  IL-1:n
reseptoreihin, Rl:een kuitenkin 100-kertaisellaratiéetilla Rll:een verrattuna. IL-1Ra ei
kuitenkaan pysty aktivoimaan signaalireitteja sadisi@lla. Sitoutuessaan reseptoreihin IL-
1Ra estéa IL-1:sta, seké ettd-muotoa, kiinnittymasta niihin, jolloin niiden aili@ama
tulehdusreaktio heikkenee. IL-1Ra toimii siten Ui kompetitiivisena inhibiittorina
(Arend, 1993). Kyetdkseen tehokkaasti inhiboimaanl:6tda, IL-1Ra:n paikallisen
konsentraation taytyy olla jopa sata kertaa ILd :sturempi. Tama johtuu siita, etta jo
hyvin pieni maara IL-1:sta riittdd aktivoimaan tuieisreaktion (Arend ym., 1990). Lisaksi
IL-1Ra:n puoliintumisaika on hyvin lyhyt, vain kuusinuuttia (ks. yleiskatsaus Dinarello,
1996). IL-1:n ja IL-1Ra:n vélinen tasapaino on &itkuseiden kudosten normaalissa
toiminnassa. Tasapainon horjuminen puolestaan oalliseha monien sairauksien
kehittymisessa. Liiallinen IL-1:n maara tai lilarlhainen IL-1Ra:n maara vaikuttaa
esimerkiksi  osteoporoosin, niveltulehduksen, mustaaitien, diabeteksen ja
keskushermostotautien kehittymiseen (Arend, 199aista taudeista ainakin

niveltulehduksia voidaan tehokkaasti hoitaa kay#fémantagonistia sisaltavaa laaketta.
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Kuva 3. IL-1:n toiminnan saately. (A) IL-1 sitoutuu IL-1REn, joka saa reseptorin apuproteiinin (IL-
1RAcP) muodostamaan heterodimeerin IL-1RI:n kansEalloin reseptorikompleksi aktivoituu ja signaali
kulkeutuu tumaan. (B) IL-1Ra sitoutuu myds IL-1Rine IL-1RAcP on kuitenkin kykeneméaton
kiinnittymaan kompleksiin, minka vuoksi signaaliteiei aktivoidu. (C) IL-1RII esiintyy seka liukeéna
(sIL-1RII) etta solukalvoon kiinnittyneena muotonaukoinen muoto sitoo IL-1:n ja estéa sita sitouasta
IL-1Rl:een. Solukalvolla oleva muoto ei voi aktidai signaalireittia, koska siitd puuttuu signaalin
valittimisessa olennainen sytoplasman puoleinesnradosa. (Mukailtu katsausartikkelista Dayer, 2003)

1.4.2.6IL-10

IL-10:n tehtdvand on ehkaistd ja hillta kehon hdlesprosesseja rajoittamalla
valkosolujen, kuten luonnollisten tappajasolujenponesyyttien, makrofagien ja Thil-
solujen toimintaa. IL-10:ll& on useita tapoja twlakten vaimentamiseksi. Yksi keino on
estaa valkosoluja tuottamasta tulehdusta edissyakiinejd, kuten IL-1:sta, IL-6:sta ja
TNF-a:aa. Lisdksi IL-10 heikentdd makrofagien ja demtbten solujen kykya tunnistaa
antigeeneja ja esitella niitd muille valkosoluille-10 estad myds dendriittisten solujen
erilaistumista ja kypsymista seka vahentaa TdNF+eseptoreiden ilmentymista solujen
pinnalla (ks. yleiskatsaus Opal ja DePalo, 2000asapaino on olennaista IL-10:n
toiminnassa. Jos tata sytokiinia on lilan vahargttaa tulehdus voimistua vaaralliselle
tasolle. Jos taas IL-10 ilmentyy lilan voimakkaaséistaa se immuunipuolustusta
tuhoamasta taudinaiheuttajia (ks. yleiskatsaus BtgasZzhang, 2008).



21

1.4.3 Matalaintensiteettinen tulehdus ja lihasten heikengminen

Kroonisen matalaintensiteettisen tulehduksen t#etvaikuttavan monien, vanhoilla
ihmisilla yleisten, tautien patogeneesiin. Muun s ateroskleroosiin, osteoporoosiin,
dementiaan, metaboliseen oireyhtymaan seka sydptgy krooninen tulehdustila (ks.
yleiskatsaukset Sarkar ja Fisher 2006; Chung y®09® Tulehdus on todennakéisesti
my0Os luurankolihasten heikentymisen taustalla. &sseiseka ihmisilla ettd elaimilla
tehdyissd tutkimuksissa on havaittu pienentyneehasihassan ja korkeiden
sytokiinikonsentraatioiden liittyvan toisiinsa (Gtexs ja Grimble 1989; Roubenoff ym.,
1994; Anker ym., 1999; Visser ym., 2002). EsimeskiKisser ym. (2002) selvittivat
tutkimuksessaan, ovatko plasman korkeat IL-6- ja FEMNoitoisuudet yhteydessa
sarkopeniaan. Tulosten mukaan henkil6illa, joilla6F ja TNF-o -pitoisuudet olivat
koholla, raajojen lihasmassa oli 2-4 % pienempinkaihaisen sytokiinipitoisuuden
omaavilla henkil6illa. Sama tutkimusryhma havaitsiyos, etta henkil6illa, joilla
sytokiinitasot olivat koholla, kaden puristusvoinmi alentunut 8-11 % ja polven
ojennusvoima 6-9 %. Na&in ollen kohonneet sytolasut nayttavat olevan yhteydessa
heikentyneeseen lihasvoimaan. Erdissa rottatutksiesét on selvitetty, ettd lihasten
proteiinipitoisuus vdhenee TNER, IL-6:n ja IL-1:n vaikutuksesta, silla niidenfuusio
kaynnistaa lihasproteiinien katabolian. Lisdksi TF&R on havaittu inhiboivan
proteiinisynteesia sekén vitro- ettd in vivo-tutkimuksissa(Charters ja Grimble 1989;
Flores ym., 1989; Garcia-Martinez ym., 1993; Front, 1997; Cooney ym., 1999; Greiwe
ym., 2001; Haddad ym., 2005).

Kroonisella tulehduksella on itsess&én kataboNsikutuksia, silla tulehdusta edistavéat
sytokiinit edesauttavat ikdantymiseen liittyvan eaksian kehittymista sekd elimiston
kuihtumista ja naivettymista (kakeksia). Liséksi twavaittu, ettd lihasten kasvulle
olennaisten anabolisten kasvutekijéiden ja hormorfi@svuhormoni ja IGF-1) maara on
alentunut kroonisen tulehduksen yhteydessa. IGH«bmsentraation aleneminen kuuluu
normaaliin ikdantymiseen, mutta myos korkea IL-&A&ra alentaa IGF-1:n tasoa (De
Benedetti ym., 1997). Tutkimuksessa, joka kasifi8 #li 65-vuotiasta naista, todettiin

kavelyn heikentyneen eniten niilla, joilla oli kaiknmat IL-6:n tasot ja matalimmat IGF-
1:n tasot. Samoilla henkil6illa oli myds eniten efrgia paivittaisten liikkumista vaativien

askareiden suorittamisessa, seka korkein kuollsigdappola ym., 2003).
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Yksi mekanismi, jolla krooninen matalaintensiteetti tulehdus voi lisatd lihasten
surkastumista, on TNE: suora kyky vahentdd proteiinisynteesia. TdNpystyy myos
estamaan IGF-1:sta stimuloimasta proteiinisynteesgékd mahdollisesti hairitsemaan
translaatiokoneiston muodostumista (Frost ym., 1@@iwe ym., 2001). Liséksi lihasten
proteiinikato tehostuu, kun TNé&-aktivoi ubikitiinin sitomista proteiineihin, jolia ne
siirretaan proteasomeihin hajotettavaksi (Li ym998). Naiden asioiden ohella osa
tulehdustekijoistd saattaa toimia myogeneesin ehasbyiden muodostumisen
inhibiittorina. Erdanin vitro-tutkimuksen mukaan TNE: aktivoima NFxkB vahentaa
myogeneesissa olennaisen MyoD-transkriptiotekijaremtymista ja toimintaa (Guttridge
ym., 2000).

Krooninen tulehdus saattaa edesauttaa lihasteasturkista myos lihassolujen apoptoosin
eli ohjelmoidun solukuoleman aktivoinnin kautta.rf3i ja Leeuwenburgh (Dirks ja
Leeuwenburgh, 2002) havaitsivat tutkimuksessaaa,agtoptoosi oli lisdéantynyt 50 % 24
kuukautta vanhojen rottien lihaksissa verrattunadem kuukauden ikaisiin rottiin. TNF-
a:n tiedetddn olevan tarked apoptoosin laukaidiakbessa. TNEk-aktivoi solun pinnalla
olevat kuolonreseptorit, jotka puolestaan kaynmigtéapoptoosiin johtavan kaspaasireitin
(Phillips ja Leeuwenburgh, 2005). Apoptoosin voiadtittaa myos oksidatiivisen stressin

aiheuttamat vauriot mitokondrioissa (ks. yleiskassheeuwenburgh, 2003).

1.5 Vaihdevuodet

Vaihdevuodet (klimakterium) ovat noin 45-55 vuodigssa alkava ajanjakso naisen
elaméassa, jolloin  munasarjojen toiminta pikkuhiljagéattyy. Tama johtuu
munarakkuloiden asteittaisesta vahenemisestd, alkaa jo noin 35 vuoden idssé. Sen
my6ta myods munasarjojen tuottaman estrogeenin m#&ahienee véhitellen. Ennen
vaihdevuosia estradiolia, estrogeenien voimakkaintaotoa, syntyy noin 400 pug
vuorokaudessa, kun taas vaihdevuosien jalkeen sesdastuminen on pudonnut noin
kuuteen pg:aan vuorokaudessa (ks. yleiskatsaushiPuif@ Reed, 2002). Lisaksi
ovulaatioita ei juuri enda tapahdu, jolloin ei mk@n synny progesteronia tuottavia
keltarauhasia. Munasarjahormonien tuotannon herk@nen nékyy muutoksina
kuukautiskierrossa. Kuukautisten vali muuttuu engmyemmaksi, sitten pidemmiksi ja

epasaanndllisemmiksi. Lopulta munarakkulat loppuk@konaan ja kuukautiset jaavat



lopullisesti pois (menopaussi). Menopaussi ajoitylaensa vaihdevuosien keskivaiheille.
Suomalaisilla naisilla menopaussi tapahtuu keskima&l vuoden idssa (Punnonen,
2004).

1.5.1 Vaihdevuosioireet ja hormonikorvaushoito

Estrogeenin vaheneminen aiheuttaa useimmille feisilonenlaisia vaihdevuosioireita.
Oireet ovat yleensd vaikeimpia menopaussin jalkegoden aikana, mutta ne voivat
alkaa jo ennen menopaussia. Tavallisimpia oirevat kuumat aallot ja hikoilupuuskat.
Monilla naisilla on my6s unihairiditéa, jotka johtavhelposti vasymykseen, artyneisyyteen
ja mielialanvaihteluihin. Muita yleisia oireita dvantakivut, sydamen tykytys, paansarky,
nivel- ja lihaskivut, emattimen kuivuminen, haluttous ja painonnousu. Lis&ksi
estrogeenin puute lisda riskia sairastua osteopongsydan- ja verisuonitauteihin, seka
emattimen ja virtsateiden tulehduksiin. Munasanatanien vahenemisen uskotaan

vaikuttavan myds lihasheikkouden kehittymiseen.

Vaihdevuosioireita voi hoitaa hormonikorvaushoidollhormone replacement therapy,
HRT), jolla korvataan elimistosta vahenevaa eseage HRT:sta on myods merkittdva apu
osteoporoosin ehkaisyssa ja hoidossa. Hormonivaditas on saatavilla pillereing,

laastareina, geeleind sekad paikallishoitovalmisteiNaisille, joilla kohtu on tallella,

suositellaan estrogeenin ja progesteronin yhdista)nsilla progesteroni suojaa kohdun
limakalvoa liikakasvulta ja siten vahentdd kohtwsyo riskid. Naiset, joilta kohtu on
poistettu, voivat kayttaa pelkk&a estrogeenia tsigal korvaushoitoa. Hormonihoitona
voidaan kayttad myds synteettista tiboloni-hormpnjalla on sek& estrogeenin,
progesteronin ettd androgeenin (mieshormonin) iset&aikutuksia. Androgeenin vuoksi
tiboloni helpottaa tavanomaisten vaihdevuosioineiddisdksi myos sukupuolista
haluttomuutta. HRT:a ei kuitenkaan suositella Kbaki Vasta-aiheita hoidolle ovat
esimerkiksi rinta- tai kohdunrungonsyopa, endoroesi, akuutin vaiheen veritulpat,
vaikeat maksasairaudet sekd synnynnéiset, vaikaavafaineenvaihdunnan hairiot
(Punnonen, 2004).
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1.6 Estrogeenit

Estrogeenit on yhteisnimitys luonnollisille ja sgattisille naissukupuolihormoneille.
Niiden tehtdvana on saadella naisille tyypillistemkupuoliominaisuuksien kehitysta ja
yllapitdd niitd. Naitd ominaisuuksia ovat muun ss& kuukautiskierron alkaminen,
rintojen ja kohdun kasvaminen, lantion leveneminemattimen limakalvon muutokset
seka sukupuolisen mielenkiinnon heraaminen. Sukigpumaisuuksien lisdksi estrogeenit

vaikuttavat lahes kaikkialla elimistdssa, kuters$ai ja lihaksissa.

Estrogeenit ovat kolesterolista valmistettavia @tBhormoneja. Niiden valmistusta ja
eritysta  sdatelevat hypotalamuksesta ja aivolisgédtiée erittyvdt  hormonit.
Hypotalamuksen tuottama gonadoliberiini (GnRH) lewituu aivolisékkeeseen, jossa se
stimuloi gonadotropiinien, lutropiinin (LH) ja falfopiinin (FSH), vapautumista (kuva 4).
LH ja FSH siirtyvat verenkierron mukana kohdekudimkgpadasiassa munasarjoihin. FSH
saatelee munasarjoissa munarakkuloiden kypsynastédigen estrogeenin tuotantoa. LH
puolestaan edistaa ovulaatiota seka munarakkulgad&altarauhasten kypsymista, jolloin
my0s niiden estrogeenien ja progesteronin tuothsééntyy. Estrogeeneja syntyy naisilla

munasarjojen liséksi istukassa, lisamunuaisen kaooksessa ja rasvakudoksessa.

» Hypotalamus |¢

Aivolisikkeen
etulohko
F
Munarakkulan Ovulaatio ja

kypsyminen keltarauhasen

kypsyminen
Munasarja )
L Progesteront
Estradioli ja estradioli

Kuva 4. Yksinkertainen kaavio siita, kuinka aivot sdatélesnunasarjahormonien tuotantoa. Vihreat nuolet
kuvaavat positiivista sadatelya. Punaiset nuoletaktawat puolestaan negatiivista takaisinkytkenthia e
estradioli ja progesteroni vaikuttavat hypotalanagsja aivolisakkeeseen niin, ettd GnRH:n, FSHirHan
vapautuminen vahenee. GnRH=gonadoliberiini, FSHitfopiini, LH=lutropiini.
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1.6.1 Kehon estrogeenityypit

Elimiston luontaisia estrogeeneja ovat estradiB}),(estroni (k) ja estrioli (E), joista
estradioli on voimakkaimmin vaikuttava. Se on myéskein estrogeeni hedelmallisessa
iAssd olevalla naisella. Estradiolia syntyy naasilinunasarjojen munarakkuloissa ja
keltarauhasessa, istukassa, lisdmunuaisen kuakemssa sekd rasvakudoksessa.
Estronista tulee merkittavd hormoni vaihdevuosigkeen, kun estradiolia ei en&aé juuri
synny. Estronia muodostuu eniten lisamunuaistermdasa, mutta my6s munasarjoissa ja
rasvakudoksessa. Estriolia puolestaan syntyy ralgfaaikana istukasta sekd maksassa

estradiolin ja estronin aineenvaihdunnan tuloksena.
1.6.2 Estrogeenien vaikutustavat

Klassinen mekanismi, jolla estrogeenit valittavaikutuksensa, on sitoutua sytoplasmassa
ja tumassa sijaitseviin estrogeenireseptoreihin) (EiRsta tyypillisimpia ovat ER ja ERB.
Estrogeenit ovat rasvaliukoisia ja kulkeutuvat sewoksi helposti solu- ja tumakalvojen
l&pi reseptoriensa luo. Estrogeenin kiinnittymingam reseptorit dimerisoitumaan. ER-
dimeerit kiinnittyvat kohdegeenien promoottoriallee olevaan estrogeeniherkkaan
elementtin (ERE) ja saavat yleensa aikaan geeramskription tehostumisen (ks.
yleiskatsaus Bjornstrom ja Sjoberg, 2005). Eratsgruksissa ER:t voivat toimia myos
transkription repressoreina eli estgjina. ER:t ypy&t sdatelemaan myds muiden
transkriptiotekijoiden toimintaa proteiini-proteinuorovaikutuksen kautta. Siten ER:t
voivat epasuorasti sdadella myos geenejd, joissasleeERE-alueita. Osa estrogeenien
aikaansaamista vaikutuksista on hyvin nopeita jgesiomisia, jotka saattavat tapahtua
solukalvolla olevien ER:ien kautta (Bjornstrom jgol&erg, 2005). Estrogeenien ei-
genominen toiminta saa yleensa aikaan toisiol@rethuodostumisen ja solunsiséisten
signaalireittien aktivoitumisen. Ei-genomiset vadikksetkin johtavat usein lopulta
joidenkin transkriptiotekijoiden aktivaatioon (kgleiskatsaus Losel ja Wehling, 2003).
Varsinaisten sukupuolielinten lisdksi estrogeendikuttavat useisiin eri  kudoksiin.
Estrogeenireseptoreita on |0ydetty esimerkiksi Byd§a verisuonijarjestelmasta,
keskushermostosta, immuunijarjestelman soluistayakaudoksesta, luista ja lihaksista
(Vidal ym., 1999; Wiik ym., 2003; ks. yleiskatsaligrgeon ym., 2006).
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1.6.3 Estrogeenien positiivinen vaikutus luurankolihaksin
1.6.3.1Radikaalien ja tulehdussolujen torjuminen

Useissa tutkimuksissa on havaittu, etté estrogesatiaa suojata naisten ja naaraspuolisten
elainten lihassolujen sarkolemmaa voimakkaan lilam aiheuttamilta vaurioilta.
Liikunnasta johtuva sarkolemman rikkoutuminen sdmadproteiineja ja — entsyymeja,
kuten kreatiinikinaasia (CK), vapautumaan verert&n (ks. yleiskatsaus Tiidus, 2000).
Monissa tutkimuksissa on verrattu liikunnan jalk&isveren CK-tasoa normaaleilla
naarailla, uroksilla ja naarailla, joilta munasame poistettu. Tall6in on huomattu, etta
CK-taso on pienempi normaaleilla naarailla kuin lhauvertailuryhmilla. Tama viittaa
mahdollisesti siihen, ettd estrogeeneilla on sarkohaan vahvistava vaikutus (Shumate
ym., 1979; Amelink ja Bar, 1986; Amelink ym., 199@strogeenien suojaava vaikutus
saattaa perustua niiden kykyyn toimia antioksidaaitjolloin ne pystyvat vahentamaan
sarkolemman vaurioita, joita likunnan aikana syétyvapaat radikaalit aiheuttavat (Enns
ja Tiidus, 2010). Liséksi estrogeeni voi vahentdd&syntyneen lihasvaurion aiheuttamaa
tulehdusta. Eraassé tutkimuksessa esimerkiksi htiom ettd lihasvaurion aikaansaama
valkosolujen, kuten neutrofiilien ja makrofagieankeutuminen lihaskudokseen oli paljon
vahdisempadd naisilla verrattuna miehiin (Stupka , y2000). Valkosolujen méaara
lihasvauriossa oli pienempi my6s naarasrotilla $&rageenia saaneilla urosrotilla kuin

normaaleilla urosrotilla (St Pierre Schneider yh999).
1.6.3.2Satelliittisolujen aktivoiminen

Estrogeenit osallistuvat mahdollisesti my6s jo ggetden lihasvaurioiden korjaamiseen
aktivoimalla lihaksen kantasoluja eli satelliitigia. Erddssa tutkimuksessa estrogeenia
saaneiden urosrottien satelliittisolujen havaittisiantyneen juoksuharjoituksen jalkeen.
Sen sijaan satelliittisolut eivat lisdantyneet withft, jotka eivét olleet saaneet estrogeenia.
Samassa laboratoriossa suoritettiin juoksutuskakeyts naarasrotilla, joilta munasarjat
oli poistettu ja joille annettiin estrogeenia. N&iirotilla aktivoituneiden ja jakautuvien

satelliittisolujen maara oli lisdantynyt (Enns jedts, 2008).
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1.6.3.3Apoptoosin inhiboiminen

Estrogeeneilla on havaittu olevan apoptoosia ebk#isvaikutuksia useissa kudoksissa,
kuten sileissa lihaksissa, verisuonten endoteeljasany6s luurankolihaksissa. Hiiren
C2C12-lihassolulinjan avulla suoritetuissa tutkirsigka estradioli pystyi aktivoimaan
PI3K-Akt-signalointireitin ja Akt puolestaan estp@ptoosia edistdvan BAD-proteiinin

toiminnan (Vasconsuelo ym., 2008). Estradiolin aagpa vaikutusta selvitettin myos
estamalla sitd sitoutumasta lihassoluissa olewseptoreihinsa kayttaen joko anti-ER-
vasta-ainetta tai siRNA-menetelmaa. Talloin mitakdmiden sytokromi ¢ vapautui

sytoplasmaan (Vasconsuelo ym., 2008). Sytokronvimit normaalisti mitokondrioissa

osana elektroninsiirtoketjua, mutta sytoplasmassaldivoi apoptoosia (Vempati ym.,

2007).

1.6.4 Estrogeenien vdhenemisen ja HRT:n vaikutus eri kudksiin

Vaihdevuosien aikana tapahtuvan munasarjahormonietannon nopean vahenemisen
tiedetaan olevan yhteydessé luurankolihasten hgikeseen (Phillips ym., 1993). Siten
on mahdollista, etta estrogeenien puute osallistuerkittavalla tavalla sarkopenian
kehittymiseen ja lihasvoiman pienenemiseen vaihdswvikaisilla naisilla. Erityisesti
estrogeenin vaheneminen saattaa vaikuttaa tyyph Hopeisiin lihassoluihin, silla niissa
iimentyy enemman EdRaa kuin hitaissa lihassoluissa. Tasta saattagobe, ettd ian

my0ta surkastuvista lihassoluista suurin osa oremafihassoluja (Brown, 2008).
1.6.4.1Sytokiinien lisdantyminen

Yksi tapa, jolla estrogeenien puute voi edesautibasheikkouden kehittymista, on
tulehdusta edistavien sytokiinien, kuten IL-6:nTjdF-a:n tuotannon lisaéaminen. Ainakin
eraan reumaan liittyvan tutkimuksen perusteelladeti&gan, ettd estrogeenien puute
edesauttaa CD-16-reseptorin iimentymistd monoyyja makrofagien pinnalla. Kyseisen
reseptorin aktivoituminen puolestaan lisaa syto&nntuotantoa naissa soluissa (Kramer
ym., 2004). Lisaksi estradiolin puute aiheuttaa T ja IL-6:n vapautumista ainakin
luuytimessa ja luuperéisista soluista, kun taasaéstin lisadminen inhiboi sitd (Pottratz
ym., 1994; Srivastava ym., 1999). IL-6:n liukois&septorin (SIL-6R) seerumitasojen on
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raportoitu kohonneen naisilla, joille on tehty msagojen poisto. Kun téllaisille naisille
annettiin estrogeenia sisaltdvaa hormonikorvaushpgIL-6R:n lisddntyminen seerumissa

estyi (Girasole ym., 1999).
1.6.4.2Rasvakudoksen lisaantyminen

Estrogeenin vdheneminen vaikuttaa normaalin ikdaisgn ohella myds kehon
koostumuksen muuttumiseen niin, ettd rasvakudoksew@rd kasvaa ja sen sijainti
painottuu vatsaonteloon ihonalaiskudoksen sijaseli( ym., 2004). Tama johtaa
rasvasolujen tuottamien tulehdussytokiinien lisgdigeen. Sytokiinit taas edistavat
matalaintensiteettista tulehdusta. Mekanismejdlaj@strogeenin puute vaikuttaa rasvan
lisdantymiseen, ei tiedeta tarkkaan. Yksi tapakwunienkin olla se, etta estrogeeni inhiboi
lipoproteiinilipaasin (LPL) toimintaa (Pedersen yn2004). LPL on entsyymi, joka
hajottaa rasvaa sellaiseen muotoon, ettd rasvasehivat ottaa sitd sisaansa
varastoitavaksi. LPL-geenissd on ERE -alue, johstnogeeni voi sitoutua ja inhiboida
LPL-geenin transkriptiota. Menopaussin kokeneill@sila tata inhibitiota ei tapahdu,
joten LPL:n maarad ja toiminta lisdantyvat ja rasweamastointi tehostuu (Homma ym.,
2000).

Estrogeenit saattavat vaikuttaa rasvan méaarddn repdsuorasti, silla estrogeenien
yhteydesta fyysisen aktiivisuuden lisaantymiseemawaittu viitteitd (Brown, 2008). Siten
on mahdollista, ettd vaihdevuosina estrogeenien engthinen vaikuttaa
likuntainnostuksen hiipumiseen ja sita kautta eksmloksen kasvamiseen (Brown, 2008).
Estrogeenien puutteen aiheuttamaa inaktiivisuutté @elvitetty naarasrottien
juoksutuskokeilla. Tutkimuksen alussa rotat juolsiwli kuusi kilometrid paivassa.
Munasarjojen poiston jalkeen niiden juoksumatkaetyhaluksi noin kahteen kilometriin
paivassa, josta se lyheni entisestaan niiden 2Rorwiiaikana, jonka rotat elivat
estrogeenipuutteessa. Taman jalkeen rotille ammettiormonikorvausta, jolloin
juoksumatka piteni lahes alkuperaiseksi (Brown, @0&amantyylisia tuloksia on saatu
my0s tutkimuksesta, jossa rottien juoksumatkaaasginr normaalin estruskierron aikana.
Nailla rotilla juoksumatka oli kolme kertaa pidemypoimakkaan estrogeenin erityksen
vaiheessa verrattuna matalan estrogeenin vaiheéseleel ym., 2000).
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1.6.4.3HRT:n kaytto ja lihakset

Muutamissa lihasten fyysisiin  ominaisuuksiin  kegkieissa satunnaistetuissa
tutkimuksissa on osoitettu, ettd HRT:lla on pogsia vaikutuksia ikdantyneiden naisten
lihaksiin (Skelton ym., 1999; Sipila ym., 2001). dfdwnihoidon avulla naiset voivat
mahdollisesti sailyttda lihastensa voiman vaihdsiaiedeltavélla tasolla tai jopa parantaa
sitd. Esimerkiksi erdaassa tutkimuksessa peukalbentdjalihaksen isometrinen voima
parani noin 15 % naisilla, jotka kayttivat estrogealmistetta 6—12 kuukautta (Skelton
ym., 1999). Toisessa tutkimuksessa ylospdin sutuintau hyppyvoima ol
kontrollirynm&an verrattuna 11 % parempi naisiflatka olivat kayttaneen HRT:a 12
kuukautta. Sen sijaan polven ojennusvoiman parasgen HRT:lla ei ollut merkitsevaa
yhteyttd, mutta se huononi hiukan kontrolliryhmgiléa. Hormonihoitoon yhdistetty
voimakas liikunta paransi lihasvoimaa enemman KR yksinaan (Sipila ym., 2001).
HRT:n vaikutuksia on tutkittu myos postmenopausdtdiidenttisilla kaksosnaisilla, joista
toinen kayttdd HRT:a, kun taas toinen ei ole koskigyttéanyt sitd. HRT:a kayttavilla
naisilla havaittiin positiivisia muutoksia kehon dgtumuksessa, silla rasvan maéaara
reisilihaksen sisélla ja koko reiden alueella olenentynyt HRT:a kayttamattomiin
sisaruksiin verrattuna. Myos koko kehon rasvaprtset alentunut (Ronkainen ym.,
2009). Tutkimustieto HRT:n hyotdyista ei kuitenkada taysin yhdenmukaista, silla useat
tutkimusryhmat eivat ole havainneet merkittdvadadriRT:a kayttavien ja ei-kayttavien
naisten lihasmassassa ja -voimassa (Ribom ym.,;2082ko ym., 2002; Kenny ym.,
2005).



2 Tutkimuksen tarkoitus

Taman tutkimuksen tavoitteena oli saada lisatietéa ja hormonikorvaushoidon

yhteyksista tulehdustekijoihin, joiden arvellaanséivan luurankolihasten heikentymista
vanhemmalla ialla. Tutkimustulosten kautta pystgt@@remmin ymmartamaan, kuinka
vaihdevuosi-ikaiset naiset voivat sailyttdd luumaitlastensa massan ja voiman ja siten

yllapitdd parempaa eldmanlaatua. Tutkimuksen tarke¢na oli selvittaa:

1. Onko ik& yhteydessa tiettyjen tulehdussytokiinign1(, IL-1RI, IL-1RII, IL-1Ra,
TNF-a ja IL-10) maaraan seerumissa?

2. Onko ika yhteydessa naiden sytokiinien geeniennbyraiseen luurankolihaksissa,
rasvassa ja valkosoluissa?

3. Miten hormonikorvaushoito on yhteydessa sytokiimagéaraan seerumissa?

4. Onko hormonikorvaushoito yhteydessa sytokiinienk@éiseen ilmentymiseen
lihaksessa, rasvassa ja valkosoluissa?

5. Ovatko ika tai HRT yhteydessa koehenkildiden ketaofihaksen koostumukseen?
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3 Materiaalit ja menetelmét

3.1 Koehenkil6t

Tama tutkimus pohjautuu SAWES-projektiin (“SarcoperSkeletal Muscle Adaptation to
Postmenopausal Hypogonadism, Effects of Physicéiviac and Hormone Replacement
Therapy in Older Women - Genetic and Molecular &gptal Study on Estrogen-related
Pathways and Physical Activity”), joka koostuu asta alatutkimuksesta. Tutkimuksessa
on kaksi eri koehenkiléryhmaa. Toisen ryhman mutail@d identtiset kaksosnaiset, jotka
on rekrytoitu projektiin vuonna 1974 perustetustzorBen Kaksoskohortista (n=13888
paria). Tutkimuskutsu ja alustava kyselylomakeetéttiin pareille, jotka ovat syntyneet
vuosina 1943-1952 (n=537 paria). Niitd pareja,gatkvat diskordantteja HRT:n suhteen
(kaksosista toinen oli parhaillaan HRT:n kayttégatpinen ei), pyydettiin vastaamaan
kutsuun. Vastauksen lahetti 114 kaksosparia. Heistittin ne parit, jotka olivat
halukkaita osallistumaan laboratoriotutkimuksiirjgésta toinen ei ollut koskaan kayttanyt
HRT:a (n=21 paria). Lopulta tutkimukseen osallistGikaksosparia, jotka ovat idltaéan 54—
62 vuotiaita ja joilla ei ollut mitdan vasta-aiteeitutkimukselle. Kaksosten rekrytoinnin

kulku on esitetty kuvassa 5.



Suomen Kaksoskohortti: 13 888 paria
Kutsu 1943-1952 syntyneille identtisille kaksosnaisille (=537 paria)

v

Vastaukset kutsuun (n=114 paria) |

Syyt parien poissulkemiseksi:

Hormonien kayttd epésopiva: 62 paria

Vastaus vain toiselta kaksoselta: 19 paria

Laakitys verenvuotoon: 5 paria
Kieltdytyminen tutkimuksesta: 5 paria

v Sairaus: 2 paria

Parit, joista toinen HRT:n kayttdja ja toinen ei (n=21 paria) |

Syyt parien poissulkemiseksi:
Emaéttimeen asetettava HRT: 3 paria
l » Verenvuotosairaus: 1 pari

Hormonien kaytto epasopiva: 1 pari

Kutsu laboratoriomittauksiin (n=16 paria)

} Syyt parien poissulkemiseksi:
Epéidenttiset kaksoset: 1 pari

v

Tutkimukseen osallistuvat kaksosparit (h=15 paria) |

Kuva 5. Kaavio postmenopausaalisten identtisten kaksasmaigkrytoimisesta SAWES-projektiin.

SAWES-projektiin osallistuessaan HRT-koehenkil6illdli ollut hoito kaytdéssaan
keskimaarin 6,9 vuotta (+ 4,1 vuotta). Osa heisiiittk hormonihoitoa, joka sisélsi seka
estradiolia etté progesteronia (n=6). Osalla naixd kaytdssdan pelkka estradioli (n=5).
Loput HRT-ryhmé&n naiset (n=4) kayttivat tibolonidassa tutkimuksessa tibolonin
kayttajat ja heidan sisarensa paatettiin jattastuollisista analyyseisté pois heidan vahaisen
lukumaaransa vuoksi. Nain voitin  myds keskittyatradiolia sisaltavan hoidon
aikaansaamiin vaikutuksiin tibolonin androgeenisteninaisuuksien hairitsematta. Tasta

johtuen HRT- ja ei-HRT-ryhmissa on 11 koehenkil6a.

Toinen SAWES-projektin koehenkiloryhméa (fertiilidkset) koostuu 60 hedelmallisessa
iAssa olevista (30—40-vuotta) naisista, jotka ohttuatutkimukseen satunnaisotannalla

vaestorekisterista. Tutkimukseen osallistumisenllggksena oli, ettd he eivat kayta
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hormonivalmisteita, joilla tarkoitetaan raskauddrkd@syyn kaytettdvia ehkaisypillereita,
hormonilaastareita, ematinrenkaita ja hormonikierizgk tai kuukautishairiGihin
tarkoitettua  keltarauhashormonivalmistetta.  Feikisten  ryhmasta  valittiin

satunnaisotannalla tata tutkimusta varten 30-3faite naisia (n=14).
3.2 Verinaytteenotto seka valkosolujen ja seerumin ert&minen

Koehenkil6ilta otettiin  laskimoverindayte aamulla 12unnin paaston jalkeen.
Kyynartaipeessa oleva naytteenottokohta desirifiojéi siitd otettiin verta muun muassa
valkosolujen ja seerumin eristysta varten. Valkoselistettiin natriumsitraattia sisaltavilla
BD Vacutainel CPT™ Cell Preparation-putkilla valmistajan ohjeiden raak (BD

Vacutainer Systems, Preanalytical solutions, Bec@itkinson and Company, USA).

Valkosolut sailéttiin -80°C:een.

Seerumin saamiseksi verta otettiin noin 8 ml seegaatiputkiin ja niita seisotettiin 15
minuuttia huoneenlammaossa. Seisotuksen jalkeengosdktrifugoitiin 10 minuuttia (3500
g, +#C), jonka tuloksena saatu seerumi jaettiin pienemputkiin (500ul/putki) ja

sailottiin -80°C:een.
3.3 Reiden koostumuksen maarittaminen

Koehenkilbiden vasemman reiden lihas- ja rasvakmogs tutkittin Keski-Suomen
keskussairaalassa tietokonetomografian (CT) a8ilamens Somatom Emotion scanner,
Siemens AG, Erlangen, Saksd&}T-kuvat otettiin ison sarvennoisen (trochanterar)ap
polven lateraalisen nivellinjan vélisen alueen le#tsk Kuvat analysoitiin Jyvaskylan
yliopistossa kehitetylla ohjelmalla (Geanie 2.1,n@oit Oy, Espoo). Ohjelma erottelee
rasvan ja rasvattoman kudoksen toisistaan tiettgdiologisten tiheysarvojen perusteella.
CT-kuvista maaritettiin koko reiden poikkipinta-gkisaltaa inonalaisen ja lihaksen sisdén
tunkeutuneen rasvan), ihonalaisen rasvan pintseka rasvattoman- ja rasvakudoksen
suhteelliset osuudet. Lihasaition sisdisen rasvatajala laskettiin niin, ettd lihasaitio
rajattiin piirtAmalla viiva peitinkalvon eli faskiakohdalle. Talléin saatiin ihonalainen

rasva poissuljettua kuvasta. Sen jalkeen ohjelnb@nzaattisesti erotteli lihasaition rasvan
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ja rasvattoman kudoksen. Lisaksi koehenkilGiltd amtiih koko kehon rasvaprosentti

bioelektrista impedanssia kayttden (InBody (720psBace, Seoul, Korea).
3.4 Lihas- ja rasvakoepalojen ottaminen

Koepalojen otto suoritettin aamupaivan aikana ytinrkestadneen paastoamisen jalkeen.
Koehenkil6itd ohjeistettin  myods valttdmaan voimstiga liikuntaa naytteiden ottoa
edeltavind paivind seka naytteenottopaivan aamufaepalojen otto suoritettiin

asiantuntevan laékarin ja hoitajan avulla kayttsteniileja valineitd ja toimintatapoja.

Lihaskoepalat otettiin vastus lateralis-lihaksersikieohdasta, joka on lihaksen paksuin
kohta, ja jossa ei kulje suuria verisuonia tai hgemIhokarvojen ajelun ja desinfioinnin
jalkeen naytteenottokohtaan tehtiin ihonsisédinkonalainen ja lihaksen sidekudoskalvon
paikallispuudutus (2-3 ml Lidocain 10 mg/ml cum emklin 10pg/ml, Orion, Finland).
Puudutusta ei ulotettu lihaksen sisélle asti, jotddtettdisiin puudutteen mahdolliset
haitalliset vaikutukset naytteeseen. lho ja lihakpéalla oleva sidekudoskalvo avattiin
kirurgin veitselld, jonka jalkeen otettiin lihasnéy(noin 50-100 mg) kayttaen 5 mm
Bergstromin neulaa. Haava suljettiin perhosteipillésaksi haavan ymparille laitettiin
joustava kompressioside. Koehenkil6t saivat laktgan noin 20 minuutin levon jalkeen.
Heita neuvottiin poistamaan kompressiosd@ tunnin kuluttua tai viimeistaan seuraavana
aamuna. Haavan aiheuttamaa kipua he voisivat hoitamalla 500 mg parasetamolia 2-3
kertaa vuorokaudessa 24 tunnin ajan. Heita neuvattyos valttamaan saunomista ja
raskasta fyysistd kuormitusta kolmen péivan ajahasnayte puhdistettiin mahdollisesta
side- ja rasvakudoksesta, jonka jalkeen se jaddytedlittomasti nestemaisessa typessa ja

sailottiin -80°C:een biokemiallisia analyyseja varten.

Ennen rasvakoepalan ottoa suoritettiin ihonsisapaghkallispuudutus (1 ml Lidocain cum
adrenalin) 12 G:n neulalla. Rasvanayte otettiinamatasolta noin 10 cm navasta sivulle,
jonka jalkeen naytteenottokohta suljettiin stdldli teipilla. Koepalasta puhdistettiin
nakyva veri steriilin fysiologisen suolaliuoksenuda, jonka jalkeen nayte kasiteltiin

samoin kuin lihaskoepala.
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3.5 RNA:n eristdminen lihasnaytteista

RNA-eristys suoritettiin kayttden Trizol -reagemsginvitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Lihasnaytetta kaytettiin eristykseen 20-100 mg/Ingol:ia. Homogenoinnissa kaytettiin
FastPrep -homogenointiputkia (MP Biomedicals, itlky Ranska) sek&a FastPrep FP120 -
laitetta (ThermoSavant, Savant Instruments, Holkrod\Y, USA). Naytteitd
homogenoitin FastPrep -laitteessa 1-2 kertaa 1@ursen ajan nopeudella 6.
Homogenointien valilla putkien annettiin olla jailhoin minuutin ajan. Homogenoinnin
jalkeen putkien annettiin olla huoneenlammdssa Sumttia, minkd jalkeen niita
sentrifugoitin 10 minuuttia (12000 g, %@ ). Homogenaatti siirrettiin puhtaisiin
Eppendorf-putkiin ja niiden annettiin olla huonganmosséa viisi minuuttia. TAméan
jalkeen homogenaattiin lisattiin 200 pl klorofornje putkia sekoitettiin kaantelemalla.
Putkien annettiin olla huoneenlammadssa 2-3 minauktinka jalkeen niitéa sentrifugoitiin
15 minuuttia (12000 g, *€). Sentrifugoinnissa muodostunut ylafaasi pipetoit
puhtaisiin Eppendorf-putkiin ja niihin lisattiin 8Qul isopropanolia RNA:n saostamiseksi.
Putkien annettiin seistéd huoneenlammadssa 10 miauuatinka jalkeen niita sentrifugoitiin
10 minuuttia (12000 g, *€ ). Supernatantti poistettiin ja pellettia pesiit % etanolilla
(1 ml). Putkia sekoitettiin vortexilla ja sentrifoigin viisi minuuttia (7500 g, +2C), minka
jalkeen supernatantti poistettiin ja pelletteja viatiiin antamalla putkien olla avoinna
poydalla. Pelletit liuotettiin jailla 20-40 pl:adDEPC-ddw-veteen (DEPC treated douple
distilled water). RNA:n puhtauden ja saannon mgsiriiehtiin NanoDrop ND-1000 -
spektrifotometrilla (Thermo Scientific, WilmingtoblSA). Valmiit RNA-naytteet sail6ttiin
-80°C:een.

3.6 RNA:n eristdminen rasvanaytteista

Rasvanaytteiden RNA eristettiin Helsingin Biomedgssa kayttden RNAqueous-Micro-
kittid (Ambion, Applied Biosystems, CA, USA). Nagtt homogenoitiin neulan (18 G) ja

ruiskun avulla, jonka jalkeen eristys suoritetitin ohjeiden mukaan.



3.7 Entsyymivalitteinen immunosorbenttimaaritys (ELISA)

Tassa tutkimuksessa maaritettiin 1B, IL-1Ra:n TNFe:n, ja IL-10:n proteiinitasoja
fertiili-ikaisten ja postmenopausaalisten naistegersmissa. Tama tehtiin ELISA-
menetelmalld, jolla voidaan havaita biologisestgte#@sta tietty antigeeni spesifisen vasta-
aineen avulla. ELISA suoritettin kaupallisella iki# (Quantikine, R & D Systems,
Minneapolis, USA) valmistajan ohjeiden mukaan. kskt mitattiin aallonpituudella 450

nm.
3.8 Kaanteistranskriptaasipolymeraasiketjureaktio

Koehenkildiden lihas- ja rasva ja valkosolunaytteisristettyd RNA:ta k&annettiin sita
vastaavaksi komplementaariseksi DNA:ksi (CDNA) kiatiivista Real Time-PCR-

menetelmaa (qRT-PCR) varten. Lisaksi cDNA:ksi kditin kaupallista valkosolu-

RNA:ta (Yorkshire Bioscience Blood TL total RNA, Jug/ul), jota kaytetdan

standardisuorien tekoon gRT-PCR:ssa. Kaannot mekéupallisen kitin (High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosyster®3), USA) avulla. Yksi reaktioseos
oli 40 pl ja se tehtiin jailla taulukossa 1. esitebhjeen mukaan.

Taulukko 1. Reaktioseoksen valmistus k&anteistranskriptabsipgyaasiketjureaktiota varten.

1x reaktioseos

Tilavuus (ul)
10x RT Buffer 4
25x dNTP Mix (100 mM) 1,6
10x RT Random Primers 4
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 2
Nuclease-free H20
RNA } 28,4

Yhteensa 40

36
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Reaktioseokseen tarvittavan RNA:n maara lasketkimkin naytteen konsentraation
perusteella niin, etta reaktioon tuli 1 pg RNA:Reaktio suoritettin PCR-laitteella
(Eppendorf Mastercycler Epgradient S, Eppendorfnplari, Saksa) taulukossa 2. esitetyn

ohjelman mukaan.

Taulukko 2. Ohjelma, jota kaytettiin kdanteistranskriptaasypotraasiketjureaktiossa.
Vaihe 1 Vaihe 2 Vaihe 3 Vaihe 4

Lampotila (°C) 25 37 85 4
Aika 10 min 120 min 5s o0

3.9 Kvantitatiivinen Real Time-PCR (qRT-PCR)

Kvantitatiivisella Real Time PCR-menetelmalla mégitiin I1L-18:n, IL-1RI:n, IL-1RII:nN,
IL-1Ra:n, TNFe:n ja IL-10:n lahetti-RNA:n paikallistasot luurariktaksessa, rasvassa ja
valkosoluissa. Normalisointigeenind kaytettin GARE, johon kaikki tulokset
suhteutettiin. Standardisuoria varten kdannetgBidA:sta tehtiin laimennossarja veteen
(0,2, 2, 20 ja 200 ng /5 pl). Lisaksi naytteidenNt laimennettiin vedella 1:10.
Reaktioseoksen valmistamiseen kaytettiin kaupallighastermix- (Tagman Gene
Expression Master Mix, Applied Biosystems) ja ak#@ksia (Tagman Gene Expression
Assays, Applied Biosystems). Alukkeiden tuotenurheno esitetty liitteessd 1. Yhteen
naytteeseen riittdvan reaktioseoksen tilavuus 0liu2 ja sen ohje oli seuraava: 12,5 ul
mastermix-seosta, 1 pl alukeseosta ja 6,5 ul veRéaktioseosta pipetoitin 96-
kuoppalevyn kaivoihin 20 pl. Reaktioseokseen ligath pul standardisuora- tai nayte-
cDNA:ta, jolloin reaktion kokonaistilavuudeksi tull5 pl. Kutakin naytettéa pipetoitiin
kolmeen rinnakkaiseen kuoppaan. Pipetoinnin jalkeesteet spinnattin nopeasti
kuoppien pohjalle sentrifugilla (Jouan C3i Multittron Centrifuge, Thermo Electron
Corporation, Ranska). PCR-reaktio suoritettin 73®6€al Time PCR System-laitteella
(Applied Biosystems) taulukossa 3 esitetyn ohjelmarkaan.
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Taulukko 3. Ohjelma, jota kaytettiin kvantitatiivisessa Re&ah&-PCR:ssa.
Vaihe 1 Vaihe 2 Vaihe 3 Vaihe 4

Lampatila (°C) 50 95 95 60
Aika 2 min 10 min 15s 1 min

3.10 Tilastoanalyysit

Tilastoanalyysit suoritettin Excel 2002 ja SPSSO016hjelmilla. Tassa tutkimuksessa
koehenkiloryhmina olivat nuoret fertiili-ikdiset isat (n=14), HRT:a kayttdmattomat
naiset (n=11) sekd HRT:a kayttavat naiset (n=1Dbkai¥en tulehdussytokiinin eri
kudoksista saaduista lahetti-RNA-tasoista seka usaar proteiinitasoista laskettiin
kullekin koehenkiléryhmalle keskiarvo ja -hajonta. Keskiarvojen
normaalijakautuneisuuden selvittdmiseksi kaytetdhmapiro-Wilk-testia. Tulosta pidettiin
normaalisti jakautuneena, kiarvo oli vahintdan 0,05. Tutkittaessa, eroavatdkskset
sytokiinien paikallis- ja seerumitasojen suhteemyt&ttiin parittaista t-testia.  Ei-
parametristd testia kaytettiin, kun muuttujat eivélleet normaalisti jakautuneet.
Ikdantymisen yhteyttd sytokiineihin selvitettiin ri@amalla fertiili-ikaisia ja ei-HRT:a
kayttavia naisia. Heidan erojensa tutkimiseen k#ytaiippumattomien otosten t-testia tai
ei-parametrista testid. Eri koehenkiloryhmien \dllis erot reiden lihas- ja
rasvakoostumuksessa seka kehon rasvaprosentisséetSiel laskemalla ryhmien

keskiarvot ja -hajonnat.
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4 Tulokset

4.1 Sytokiinien systeemiset tasot

4.1.1 lan yhteys

lan merkitystd matalaintensiteettisen tulehdukseitigkseen selvitettiin  vertaamalla
sytokiinien systeemisia ja paikallisia tasoja fb+ikaisilla ja postmenopausaalisilla
naisilla, jotka eivat ole kayttdneet hormonivalmaist. Postmenopausaalisten naisten TNF-
a:n taso oli fertiili-ikaisiin naisiin verrattuna meatsevasti korkeampiR < 0,001, kuva 6).
Myo6s seerumin IL-10:4 oli postmenopausaalisillanné&iksinkertainen maara fertiili-
ikaisiin verrattuna, joskaan ero ei ollut merkitdgkuva 7). Muiden sytokiinien kohdalla

merkitsevia eroja ei ollut (kuvat 9 ja 11).
4.1.2 HRT:n yhteys

Hormonikorvaushoidon yhteyttéa sytokiinien seeruma paikallistasoihin tutkittiin
vertaamalla keskendédn postmenopausaalisia kaksassig, joista toinen oli kayttanyt
hormonivalmistetta useita vuosia ja toinen ei olkiskaan kayttanyt. Seerumista
tutkituissa sytokiinien proteiinitasoissa ei hattatilastollisesti merkitsevid eroja hormonia
kayttavien ja ei-kayttavien naisten valilla.

4.2 Sytokiinien paikalliset transkriptiotasot eri kudok sissa

Sytokiinien ilmentymista lahetti-RNA-tasolla lihgs rasvakudoksessa seka valkosoluissa
tutkittin  gRT-PCR-menetelmalla. Rasvakudos oli 10:n ja IL-1RI:n ylivoimainen
tuottaja (kuvat 7 ja 8). Myds muut sytokiinit IL-IEta lukuun ottamatta, ilmentyivat
rasvassa hyvin. Valkosolut iimensivat sytokiinej&ih IL-1RIl:sta lukuun ottamatta. Sen
sijaan luurankolihakset eivat nayta tuottavan fiah, IL-1RIll:sta ja IL-1Ra:a juuri
ollenkaan (kuvat 9, 10 ja 11). Myds muiden sytakimilmentyminen lihaksessa oli hyvin
vaatimatonta. Tutkimme sytokiinien lahetti-RNA-tasoensimmaisena kaksosten

lihasnaytteista. Koska ilmentymista ei kaytdnnosséut lainkaan, paatettin osa
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sytokiineista (IL-B ja IL-1Ra) jattda tutkimatta kokonaan fertiili-ikéen naisten

lihasnaytteista.
4.2.1 lan yhteys

Lihaskudoksessa havaittiin TNER ja IL-1RI:n l&hetti-RNA-tasojen olevan merkitsesi
suurempia postmenopausaalisilla naisilla fertkéisiin verrattunaR < 0,001 jaP = 0,004
edella mainitussa jarjestyksessa, kuvat 6 ja 8)}10in ilmentyminen lihaksessa oli
puolestaan matalampaa postmenopausaalisilla kuiilifi&aisilla (P < 0,001, kuva 7).
Valkosoluista tutkituista sytokiineista ILBIn ja IL-1Ra:n l|ahetti-RNA-tasot olivat
merkitsevasti matalammat postmenopausaalisillaillaairtiili-ikaisiin verrattuna P <
0,001 ja 0,001 edella mainitussa jarjestyksess#). sjaan valkosolujemNF-a ja IL-10
olivat korkeammalla postmenopausaalisilla kuiniiferkaisilla (P = 0,001 ja 0,040 edella
mainitussa jarjestyksessa). Rasvakudoksessa IL-10:#fmentyminen oli
postmenopausaalisilla naisilla tilastollisesti nisgwasti voimakkaampa® € 0,043, kuva
7) ja IL-1RI:n puolestaan alhaisemp#&sa= 0,005, kuva 8), kuin fertiili-ikaisilla naisilla.

4.2.2 HRT:n yhteys

Hormonikorvaushoidolla ei havaittu olevan tilasg#kti merkitsevaa yhteytta lihaksista ja
valkosoluista tutkittuihin  sytokiineihin. Sen sijaa rasvakudoksessa IL-1RIl:n
iimentyminen oli vahaisempaa hormonihoitoa kayttawnaisilla kuin ei-kayttajilla P =
0,043, kuva 10).
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Kuva 6. TNF-o:n maarat seerumissa (A) ja ilmentyminen lihaks€B3avalkosoluissa (C) ja rasvassa (D).
Koehenkiloryhmat, joiden valille syntyi merkitsevéro sytokiinin lahetti-RNA:n tasoissa, on merkitty
kuvaan ko.P -arvoilla. Seerumikuvassa (A) koehenkildiden luld@réd on 14 (Fer), 11 (ei-HRT) ja 11
(HRT).
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Seernumi Lihas Valkosoluat Rasva

Kuva 7. Interleukiini 10:n maéarat seerumissa (A) ja ilmeniyen lihaksessa (B), valkosoluissa (C) ja
rasvassa (D). Koehenkildryhmat, joiden valille symherkitseva ero sytokiinin lahetti-RNA:n tasoissam
merkitty kuvaan koP -arvoilla. Seerumikuvassa (A) koehenkildiden luld@ré on 14 (Fer), 11 (ei-HRT) ja
11 (HRT).
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Lihas Valkosolut Rasva

Kuva 8. Interleukiini 1RI:n ilmentyminen lihaksessa (A), Ikasoluissa (B) ja rasvassa (C).
Koehenkiloryhmat, joiden valille syntyi merkitsevéro sytokiinin lahetti-RNA:n tasoissa, on merkitty
kuvaan koP -arvoilla.
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0,00 A 2 0,000 A Z 0,00 A 2 0,00
Seerumi Lihas Valkosolut Rasva

Kuva 9. Interleukiini 13:n maarat seerumissa (A) ja iimentyminen lihaksg®a valkosoluissa (C) ja
rasvassa (D). Koehenkiloryhmét, joiden valille symherkitseva ero sytokiinin lahetti-RNA:n tasoissm
merkitty kuvaan koP -arvolla. Seerumikuvassa (A) koehenkildiden lukéndgon 7 (Fer), 4 (ei-HRT) ja 6
(HRT). Koehenkildiden pieni lukumé&ard seerumimikisissa johtuu ELISA:n epdonnistumisesta useiden
koehenkildiden kohdalla.

A B C OFer
B ei HRT
£ 0,0003 - = 0,05 - g 0.10 - B HRT
£ £ 0,04 | E 0,09 -
E 0,0003 E E 0,08 -
= Eo0s 4 Eo
Ennnuz 1 £ 0,03 - 5 ggg:
£ B E -
= 0,0002 £ 0.03 = 0.05
g g 0.02 1 5 0,04 1
£ 0,0001 £ 0,02 1 £ 0,03
= = = 0
= 0,0001 g 0.01 1 g 0,02
3 = 0.01 Z 0,01
“ 10,0000 2 0,00 # 0,00
Lihas Valkosolut Rasva

Kuva 10. Interleukiini 1RIl:n ilmentyminen lihaksessa (A)yalkosoluissa (B) ja rasvassa (C).
Koehenkiloryhmat, joiden valille syntyi merkitsevéro sytokiinin lahetti-RNA:n tasoissa, on merkitty
kuvaan koP -arvolla.

A B C D OFer
B ei-HRT
P=0,001

900,00 - g 00009 £1.20 - - g§ 0,90 q B HRT
800,00 4 § 0,0008 4 5 100 g 0,80 A
270000 1 E_ 0,0007 4 £ £.070 -
£ 50000 g 0,0006 S 0,40 g 050 -
50010 A & 0.0005 - & eo £ 040 A
& 40000 A 50,0004 1 g g 0,40 -
7, 300,00 1 % 0,0003 4 % 0,40 1 50,30 4
= 200000 A T 0,0002 - R~ 020
100,00 - % 0,0001 4 % k £ 0,10 A
000 @ 0,0000 4 “ 000+ “ 0,00 4

Seerumi Lihas Valkosolut Rasva

Kuva 11. Interleukiini 1 reseptoriantagonistimdarat seerumissa (A) ja ilmentyminen lihaksessp (B
valkosoluissa (C) ja rasvassa (D). Koehenkiloryhnwiden valille syntyi merkitseva ero sytokiiniahetti-
RNA:n tasoissa, on merkitty kuvaan Ke.-arvolla. Seerumikuvassa (A) koehenkildiden lukénddon 14
(Fer), 11 (ei-HRT) ja 11 (HRT).
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4.3 Kehon koostumus

Koehenkiléiden kehon koostumusta analysoitaessaaittiav ikd&ntymisen olevan

yhteydessa erityisesti reiden lihaspinta-ald2s 0,026, kuva 12 B). Liséksi ikaantyminen
oli yhteydessa rasvan maaraan seka koko kehos&arasttessa (kuva 12 A ja C),
vaikkakaan muutokset eivat olleet tilastolliseserkitsevia. HRT:n kayttd ei juuri ollut

yhteydessa lihaksen pinta-alaan, mutta koko kehewaprosenttiR = 0,022, kuva 11 A)

ja reiden rasvapinta-al@® (= 0,053, kuva 12 C) olivat HRT:n kayttgjilla pienpia ei-

Kehon rasvaprosentti Reiden lihasala
P=0,026
50 ¢ P=0,022 12000 - -~ 13000 -
45 4 16000 -
10000 1 [
404 14000 -
35 1 [ 5000 - 12000 -
30
10000
& 25 “g 5000 A -
i ¢ € 8000
15 4000 1 BO00
4000
104 2000 A
5 2000
] i ]
A B

Kuva 12. Erot kehon rasvaprosentissa (A), reiden lihasala@B)

Reiden rasva-ala

P=0,053

o,

C

seka reiden rasva-alassa eri

M Fer
M 2i-HRT
EHRT

koehenkildryhmilla (C). Koehenkiléryhmat, joidenlia oli merkitseva ero, on merkitty k&-arvolla.
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5 Tulosten tarkastelu

Tutkimuksemme tavoitteena oli selvittéd molekyygdba, miten ikaantyminen ja HRT
ovat yhteydesséd tulehdustekijoihin seka systeemisEti paikallisesti kudostasolla.
Liséksi selvitimme ovatko havaitut muutokset yhteggh lihaskoostumukseen. Tutkimme
useiden sytokiinien tasoa verenkierrossa ja niiglanskriptiota tulehdukseen oleellisesti
liittyvissd kudoksissa (luurankolihas, rasva jakeablut) HRT:n suhteen diskordanteilla
identtisilla kaksosnaisilla, jotka elavat kuukatdrs loppumisen eli menopaussin jalkeista
elamaa. Tama tutkimusasetelma mahdollisti vertalilRT:ta kayttavien ja ei-kayttavien
naisten valilla tilanteessa, jossa geneettistatetaih tai herkkyytta aiheuttavat tekijat oli
suljettu pois. Verrattuna moniin muihin aiheestikaistuihin tutkimuksiin, asetelmamme
edustaa myds hyvin vallitsevaa kaytantva HRT:nruseiosia kestavan kayton suhteen.
Tietojemme mukaan tulehdustekijoiden paikallistatslya suhteessa lihaskoostumukseen
ei ole aiemmin tutkittu. HRT:n vaikutusten lisdksystyimme tutkimaan ian yhteytta
tulehdustekijoihin kayttamalla fertiili-ikaisia reaa kontrollirynméné. Tydmme tarkeimmat
havainnot olivat, etté ikdantyminen on yhteydesg#igesti lihaskudoksen vahenemiseen,
mutta my6s rasvan osuus kehossa on hieman suuremtigeihin naisiin verrattuna.
Sytokiineistd etenkin TNk- on yhteydessakaantymiseen ollen postmenopausaalisten
naisten seerumissa ja valkosoluissa korkeammaltafkttiili-ikaisilla. Myos IL-10:n taso
seerumissa, valkosoluissa ja rasvassa oli postraesaglisilla suurempi fertiili-ik&isiin
naisiin  verrattuna. Lisaksi IL-1Ra:n transkriptio ogpmenopausaalisten naisten
valkosoluissa on selkeasti vahaisempaa kuin fekdisilla. HRT puolestaan ei juuri ollut

yhteydessa tulehdustekijoihin. Sen sijaan rasvam&ehossa oli merkitsevasti pienempi

5.1 lan ja HRT:n yhteys seerumin sytokiineihin

Tassa tutkimuksessa selvitettin  ensiksi vanhenemisyhteyttd tulehdustekijoihin
vertailemalla nuorten ja ikdantyneiden naisten lgyien maardad proteiini- ja lahetti-
RNA-tasolla. Tulostemme mukaan postmenopausaalisesten TNFa:n proteiinitaso ol

merkitsevasti korkeampi kuin fertiili-ikaisilla. Teksemme mukailevat aiempia

tutkimuksia, joiden mukaan seerumin TNF- on korkeammalla tasolla



postmenopausaalisilla kuin fertiili-ikaisilla ndlai (Paolisso ym., 1998; Bruunsgaard ym.,
2000). TNF-a:n kohonnut proteiinitaso postmenopausaalisillasiiaivoi ainakin osittain
olla peréisin leukosyyteistd, silla myos niiden elmdman TNFexn maard oli suurempi

postmenopausaalisilla fertiili-ikaisiin naisiin vattuna.

Vain muutamat tutkimusryhmat ovat aiemmin selviggn ikadntymisen yhteyksia
seerumin IL-10:een. Heidan mukaansa kyseisen sgiokplasmatasoissa ei ole eroja
nuorten ja vanhojen koehenkildiden valilla (Forgey., 2003; Stowe ym., 2010). Meidan
tutkimuksessamme seerumin IL-10:t4 oli postmencgalisslla naisilla  noin
kaksinkertainen méaaréa fertiili-ikaisiin verratturfauuri ero koehenkiloryhmien valilla voi
johtua IL-10:n pyrkimyksesta tasoittaa tulehdustestivan TNFa:n vaikutusta.

Tutkimuksemme seerumin IL-1Ra:ssa ei ilmennyt meekid eroja koehenkildryhmien
valilla. Tulos on yhtenevainen tutkimusten kangsesa ei ole ilmennyt eroja nuorten ja
vanhojen IL-1Ra:ssa (Stowe ym., 2010). Toisaaltaissa julkaisuissa on raportoitu
kohonneista seerumin tai plasman IL-1Ra:n arvo(@@atania ym., 1997; Ferrucci ym.,
2005). Erilaiset tulokset omiin tuloksiimme vertata voivat johtua koehenkildista, jotka
ovat muiden tutkimuksissa idltdéan vanhempia kuinidére koehenkilomme. Meidan

tutkimuksemme postmenopausaaliset kaksoset of&tan suhteellisen nuoria (54 — 62

vuotta), jolloin tulehdustekijoiden maaréa kehossawvasta saattanut alkaa kohoamaan.

Talloin ei vield voida puhua kroonisesta matalaistteettisesta tulehduksesta.

Tassa  tutkimuksessa  analysoidut  seerumin  sytokiinigivat  poikenneet

hormonikorvaushoitoa kayttaneilla naisilla ei-kayth verrattuna. Useat muut soluja,
elaimia tai ihmisia tutkimuksissaan kayttéaneet rghravat raportoineet, ettéa sytokiinien
(mm. IL-6, TNF«a ja IL-1B) aktiivisuus alenee HRT:n vaikutuksesta (ks. Waisaus

Pfeilschifter ym., 2002). Taman tutkimuksen ja namdtutkimusryhmien (Pfeilschifter
ym., 2002) julkaisemat erilaiset tulokset voivathtiga k&aytettyjen hormonihoitojen
kestosta, jotka ovat olleet muiden tutkimuksissesivalyhyitd: kolmesta viikosta kuuteen
kuukauteen. Sen sijaan meidan tutkimuksemme nalsett kayttdneet HRT:t& pitkaan,
keskimaarin 7 vuotta. On mahdollista, etta lyhyaslkn hoidon vaikutukset sytokiinien
aktiivisuuteen tasaantuvat pidempaan kestaneenomoalkana. Tutkimustuloksemme

vastaavat ikaantyneiden naisten normaalia elamé&kent@koisesti paremmin kuin
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suhteellisen lyhyita hoitojaksoja kayttaneet aiemtoitkimukset (Pfeilschifter ym., 2002),
silla yleensa vaihdevuosioireita hoidetaan HRT:mllavuseita vuosia, keskiméaarin 3-5
vuotta (ks. yleiskatsaus Baber ym., 2003). Omiitkitnustuloksiimme voivat vaikuttaa
myOds useat erilaiset hormonivalmisteet ja hormoniannostelutavat, joita

koehenkil6illamme oli kaytossaan.

5.2 Sytokiinien paikallinen tuotanto

Sytokiinien transkriptiotasot analysoitin qRT-P@kenetelmalla kolmesta kudoksesta:
lihaksesta, rasvasta ja valkosoluista. Valkos@uragvanaytteissa suurin osa sytokiineista
ilmentyi hyvin. Tama havainto oli odotusten mukainaiseiden tutkimusten mukaan
Immuunijarjestelman solut ovat merkittavimpid syholen tuottajia. Useiden sytokiinien
interleukiini-nimitys juontaa juurensa siitd, etté@ma sytokiinit l0ydettiin alun perin
leukosyyttien eli valkosolujen tuottamina. My0Os vas tiedetddn tuottavan sytokiineja
runsaasti (Dandona ym., 1998; Juge-Aubry ym., 20@&&1ka ym., 2010).

Tutkimuksessamme tiettyjen sytokiinien (I3;11L-1RIl ja IL-1Ra) lahetti-RNA:ta ei
iimentynyt kaytanndssa lainkaan luurankolinasnésdte Tama antaa aihetta ajatella, etta
luurankolinas ei kuulu sytokiinien paaasiallisiinottajakudoksiin. Toisaalta useissa
tutkimuksissa lihassaikeiden on havaittu ilmentaltaf:sta (Gherardi ym., 1994; Authier
ym., 1997; Belec ym., 1997; Authier ym., 1999). $&di tutkimuksissa on kuitenkin
tutkittu lihasnaytteitd henkililtd, joilla on jakilihaksia koetteleva sairaus, joka voi olla
riittdvdn voimakas aiheuttamaan IL-1:n synteesimaksessa. Voitaneen ajatella, etta
luurankolinaksella on kapasiteettia syntetisoidéolgineja, mutta se ei normaalitilassa
niitd juurikaan tuota, mika selittanee sytokiinibeikon ilmentymisen tutkimuksemme
lihasnaytteissa. IL-1:n ja sen reseptorien heikkoentyminen lihaksessa saattaa johtua
my0s siitd, ettd signaalireitin aktivoimiseksi té& jo hyvin pieni m&arad kyseisia
molekyyleja (Arend, 1993; Dinarello, 1996), jollomita ei ole tarpeen tuottaa enempaa.
Lihas voi toimia kuitenkin IL-1:n vaikutuksen mettéivanéd kohdekudoksena ja reagoida
sen systeemisiin  muutoksiin, silla IL-1:n tyypin rdeseptoria ilmentyi kaikkien

koehenkiléryhmien lihasnaytteissa kohtuullisesti.
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5.3 lan ja HRT:n yhteys sytokiinien transkriptiotasoihin ja

kehon koostumukseen

TNF-a:n transkriptiotaso valkosoluissa selittdd ainakisittain seerumissa havaitun
ikavaikutuksen. Postmenopausaalisten valkosolui$é¢i-o:n ilmentyminen oli selkeésti
korkeampi fertiili-ikaisiin verrattuna. Tama kertoasahdollisesti siita, etta valkosolut ovat
postmenopausaalisilla naisilla tarkeimpia TiR-tuottajia. Lihaksen TNe:ssa fertiili-
ikaisten ja postmenopausaalisten valilla oli meduti nousu, mutta sen ilmentyminen on

kuitenkin niin vahaista, etta tulosta ei voida @ifgisiologisesti merkittavana.

lan yhteys IL-10:een nakyi seerumin lisdksi hyviaswvassa ja valkosoluissa, jotka
todennakoisesti tuottavat valtaosan seerumin IIst&0: Fertiili-ikaisilla naisilla lihas
iimentda jonkin verran IL-10:t4, mutta sen tuotardn huomattavasti vahaisempéaa
postmenopausaalisten lihaksessa. Ikdantyminen asaatilla yhteydessad IL-10:n
transkriptioon niin, ettd se painottuu lihakserastiga muihin kudoksiin, kuten rasvaan ja
valkosoluihin. Koska IL-10 toimii IL-1Ra:n tapaaunléhdusta vaimentavana molekyylina
rajoittaen muun muassa TNFA toimintaa, on mahdollista, etté lihaksessa tapeahlL-
10:n vdheneminen aiheuttaa epatasapainoa sytokitmininnassa. Tama taas saattaa
edistdd matalaintensiteettisen tulehduksen kehitgm seka proteiinien hajotusta

lihaksessa.

Seerumin IL-1Ra-tasoissa ei ollut eroja eri koeliénghmien valilla. Fertiili-ikaisilla osa
seerumin IL-1Ra:sta syntyy valkosoluissa. Postmaunsgalisten naisten valkosoluissa IL-
1Ra:n transkriptio oli huomattavasti vahaisempadiiliekaisiin verrattuna. IL-1Ra:n
tehtavand on toimia IL-1:n vastavaikuttajana jarsitillitd tulehdusta. Siksi IL-1Ra:n
vaheneminen saattaa vaikuttaa matalaintensitemttiseulendukseen voimistavasti.
Seerumitasojen seké valkosolujen ja rasvan trgptstasojen valinen ristiriita voi johtua
jonkin muun kudoksen tuottamasta IL-1Ra:sta takglsten saatelymekanismien eroista.
Ylipaataan geenin ilmentyminen RNA-tasolla ei ai@ yhdenmukainen proteiinituotteen

maaran kanssa.

Kolmen tutkimamme kudoksen sekd seerumin mukaatfih- aktiivisuus ei lisdanny

ikaantymisen myo6ta. Myoskaan muutamat aikaisemuoiatniukset eivat ole havainneet



eroja nuorien ja vanhojen koehenkildiden seeruntétsoluviljelmista mitatussa ILBlssa
(Ahluwalia ym., 2001; Ferrucci ym., 2005). Toisaaltavaitsimme postmenopausaalisten

naisten lihaksen tuottamassa IL-1RI:ssa merkitseviddantymisen fertiili-ikaisiin

verrattuna, mika voisi olla merkki ikdantymisenaittamasta tulehdustason kohoamisesta.

Lihas on alttiimpi ottamaan vastaan enemman ILtblgiia kuin nuoremmilla inmisilla.
Nama IL-1-molekyylit saattavat olla peraisin muigian tutkimistamme kudoksista. Ne
voivat olla myos IL-l:na-muotoa, joka sitoutuu samaan reseptoriin k@imuoto.
Lihaksesta poiketen postmenopausaalisten nais@ramatuottamassa IL-1RI:ssa ilmeni
merkitseva lasku; rasvan IL-1RI:n transkriptiota®o vain lahes puolet fertiili-ik&isten
verrattuna. Rasvan suhteellisen osuuden tiedetédidenkin kasvavan ihmisen ikaantyessa
(Enzi ym., 1986). Omat kehonkoostumukseen liittyddbksemme ovat samansuuntaisia
taman tiedon kanssa, sillda koko kehon rasvaprassekid reiden rasvapinta-ala olivat
postmenopausaalisilla naisilla korkeampia kuiniifeikaisilla. HRT:n kayttgjilla kehon
rasvaprosentti  olivat pienempia. Koska IL-1RL:n eéimbyminen  véhenee
postmenopausaalisilla naisilla rasvakudoksen lig@édisestd huolimatta, IL-1RI ei
todennékdisesti ole rasvasolujen tuottamaa. SexarsijL-1RI| saattaa syntyd muissa
rasvakudoksen soluissa, esimerkiksi makrofagess$#ijoblasteissa. Matalampi IL-1RI:n
iimentyminen saattaa johtua siitd, ettd makrofagermuiden solujen maara vahenee

rasvakudoksen suhteellisen osuuden kasvaessa.

Tassa  tutkimuksessa  analysoidut  sytokiinien  traps@tasot  poikkesivat
hormonikorvaushoitoa kaytténeilla naisilla ainoastalL-1RIl:n kohdalla. Reseptorin
iImentyminen rasvassa oli kuitenkin niin vahais#a tulosta ei voida pitdd oleellisena.
Tuloksistamme voidaan yhteenvetona sanoa, ettitg@@en on yhteydessa erityisesti
lihaskudoksen pienenemiseen. Sytokiineista eteMdit-a:n ja IL-10:n seerumi- ja
transkriptiotasot poikkesivat postmenopausaalisitiaisilla fertiili-ikdisiin verrattuna.
HRT:n kayttd puolestaan on yhteydessa kehonkoodtseam vahentéden rasvan osuutta.
Sita vastoin tutkimiemme sytokiinien proteiini- taianskriptiotasoihin pitkaaikaisella
HRT:lla ei ollut yhteytta.
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5.4 Tulevaisuuden nakymat

Tulevaisuudessa tutkimusta tullaan jatkamaan ansgdvittamalla miten ikdéntyminen ja
HRT ovat yhteydessa rasvasoluihin ja muihin rasdaksessa oleviin soluihin. Samalla
voidaan saada selville, miksi sytokiinien tuotardevassa ei reagoi HRT:n kayttéon niin
kuin kehon koostumusmuutoksista voisi paatella. Ké&odihaskunnon on osoitettu
paranevan HRT:a kayttavilla naisilla (Skelton yt®99; Sipila ym., 2001), on syyta tutkia
tarkemmin lihasten voimistumiseen johtavia mekaejsm IGF-1:n kautta kulkevalla
reaktiotiella voi olla merkittava yhteys lihaskummelpymiseen. IGF-1 tehostaa proteiinien
synteesia ja ehkaisee niiden hajotusta, mutta ti&énen ja tulehdusta edistavat sytokiinit
voivat vaikuttaa sen signalointiin negatiivisesgjmerkiksi vahentamalla IGF-1:n eritysta.
Tutkimusryhmassamme on jo aiemmin saatu viitte@®-IL:n reaktiotien aktiivisuuden
vahenemisesta ian myota ja sen palautumisestarhallisen ian tasolle HRT:n kayttajilla
(Ahtiainen ym., 2010). Seka talla tyolla ettd taeswuden tutkimuksilla voidaan saada
arvokasta tietoa selventamaan kasitystamme HRTtaykhistd matalaintensiteettiseen
tulehdukseen ja lihasten massan, voiman ja toik@p@asiteetin sailymiseen. Tama tieto
on tarpeen eri puolila maailmaa tehtyjen tutkinemstistiriitaisuuden vuoksi. Lisaksi
taman tutkimuksen tuloksia voidaan parhaimmillaanyédyntad kehitettaessa
hoitomenetelmid, joilla voidaan tulevaisuudessaemenin hoitaa ja ennaltaehkaista
ikdantyvien naisten lihaskatoa ja liikkuntakyvyn kkanemista. Tama tulee pienentamaan
julkisen sektorin terveyden- ja vanhustenhuolloheattamia kustannuksia sek& ennen

kaikkea parantamaan vanhenevien ihmisten elaméanalaat
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7 Liitteet

Liite 1. qRT-PCR -alukkeet

Taulukko 4. Tagman Gene Expression Assays -alukkeiden tuoteratm

Geeni Tuotenumero
GAPDH ooyseraldenydid Hs99999905_ml
osfaattidehydrogenaasi -
IL-1B Interleukiini-18 Hs00174097_m1l
IL-1RI Interleukiini-1:n tyypin | reseptori Hs00168392 ml
IL-1RII Interleukiini-1:n tyypin Il reseptori Hs01030384 _m1l
IL-1Ra Interleukiini-1n Hs00277299_m1
reseptoriantagonisti -
TNF-a Tuumorinekroositekija-a Hs00174128 ml
IL-10 Interleukiini-10 Hs00174086_m1
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