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MARP (muscle ankyrin repeat protein) — proteiinlpsgn proteiinien arvellaan olevan mukana etenkin
luurankolihaksen adaptoitumisessa paljon ekseattibasliikettéa sisaltavaan harjoitukseen. Arveilaa
ettd ne saattavat ehkaistd muun muassa soluvgauridilden ilmenemista fyysisen rasituksen yhtegdes
on kuitenkin tutkittu ihmisilla vasta yhdessa tatkiksessa (Lehti ym .2009) ja tietoa tarvitaan liSa#
mén tutkimuksen tarkoituksena olikin tutkia, mit€ARP:in (cardiac ankyrin repeat protein), Ankrd2:n
(ankyrin repeat protein 2) ja DARP:in (diabetesyaitkrepeat protein) mRNA (messenger RNA) - maa-
rat muuttuvat SSC (stretch- shortening- cycle) erkuituksen seurauksena. Maérityksessa kaytettiin RT
PCR (Real —Time polymerase chain reaction) — tkkaa. Yhdeksan koehenkil6a suorittivat saman pro-
tokollan, jossa he tekivat yhden jalan hyppyjaesiiiarkoitetussa kelkassa uupumukseen saakka, mutta
maksimissaan 20 minuuttia. Kontrollibiopsia otettidsyttamattéman jalan Vastus Lateraliksesta ennen
kuormitusta. Vasytetyn jalan Vastus Lateraliksestztiin biopsiat heti kuormituksen jalkeen ja 3tia
kuormituksesta. CARP:in mMRNA - m&ara nousi hetirkoituksen jalkeen (1740 % + 4323 % kontrolliar-
vosta, P=0,01) kolmen tunnin jalkeisen maaran sédldaiitenkin tilastollisesti merkitsevasti vieldtén
suurempi (10184 % + 11676 % kontrolliarvosta, P&L), Ankrd2:n mRNA maarisséa ei havaittu tilastol-
lisesti merkitsevid muutoksia, mutta keskiarvoisé&sinsentraatio oli kuitenkin huomattavasti noussut
kolmen tunnin jalkeen kuormituksesta (164 % + 14ka@ntrolliarvosta). DARP:in mRNA - méarissa ei
tapahtunut huomattavia muutoksia. Nama tulokset samansuuntaisia kuin edellisen samankaltaisen
tutkimuksen tulokset (Lehti ym. 2009). Tulostenysteella voidaan paatelld, ettd CARP:in vaste kitorm
tukseen on hyvin nopea ja voimakas. Lisaksi AnkmdRlokset viittaavat siihen, ettd sen vaste einiile
nopea, mutta sen maara olisi voinut ehké noustadoltunnin jalkeen kuormituksesta. Kummankin pro-
teiinin kohdalla keskihajonnat olivat kuitenkin siauja esimerkiksi CARP:in kohdalla jopa viiden koe
henkilon heti kuormituksen jalkeinen arvo oli kasiliarvoa pienempi. Niinpa vaihtelut ovat hyvin siau

ja lisatutkimuksia tulisi tehdé isommalla koehedkiaralla. Lisdksi MARP:eja tulisi tutkia myos mrot

iinitasolla, silla MRNA ja proteiinitaso eivat aimastaa toisiaan.

Avainsanat: MARP, CARP, Ankrd2, DARP, PCR, biopsiRNA, lihas
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1 JOHDANTO

Ihmisen luonnollisessa liikkeessé, kuten kavelyssstuu SSC (stretch - shortening -
cycle) - sykli eli luurankolihaksen venymis - lylenis - sykli. SSC - liike sisaltaa pal-
jon eksentrista lihastyota. Eksentrisen lihastydrianlistettu aiheuttavan paljon lihasso-
luvaurioita. MARP:ien (muscle ankyrin repeat projeon todistettu lisdantyvan eniten
juuri sellaisissa liikkeissa, joista aiheutuu libalsivaurioita. Niinpa SSC — liikkeen ole-

tetaan saavan aikaan MARP:ien lisdantymisen.

MARP - proteiiniperheeseen kuuluvia proteiineja toC&RP (cardiac ankyrin repeat
protein), Ankrd2 (ankyrin repeat protein 2) ja DARRabetes ankyrin repeat protein).
Niitd on havaittu elimistdsta etenkin erilaisteressitilanteiden yhteydessa. CARP:ia ja
DARP:ia on havaittu eniten sydéanlihaksessa kun fadsd2:a ilmenee eniten luuran-
kolihaksissa. Lihaksien sarkomeereissa MARP:it guaikuttavat titiinin kanssa, johon
ne ovat kiinnittyneina. Proteiinit siirtyvat etenkluurankolihaksen kuormituksen yh-
teydessa sarkomeerin | - alueelta lihassolun tumaamassa ne voivat kiinnittya tiet-
tyihin transkriptiotekijéihin ollen nain mukana tam ja sarkoplasman valisessa signa-
loinnissa. Kuitenkaan MARP:ien tarkoista tehtavislignistossa ei ole varmuutta. Mita
iImeisimmin ne vaikuttavat ainakin luurankolihaksadihaksen adaptoitumiseen. Vii-
meaikaiset tutkimukset ovat tuoneet asiaan pakgvygtta ja ajatellaankin, etta varsin-
kin CARP ja Ankrd2 tunnistavat erityisesti lihakseanytystda. Ne voivat olla tarkeita
sarkomeerin stabiilisuuden lisaamisessa ja soluvaen ehkaisemisessa. Liséksi ne

saattavat olla valttamattomia soluvaurioiden tayskdsa korjaantumisessa.

Taman tutkimuksen tarkoituksena on selvittdd MABRPMRNA méarien muutosta li-
hassoluissa kelkkahyppelyn eli SSC - liikkeen sgksana. Tarkoituksena on varmistel-
la edellisen Lehti ym. (2009) tutkimuksen tulokdfaseinen tutkimus oli ensimmainen
ihmistutkimus jossa tutkittin MARP:ien ilmenemidt@aormituksen yhteydessa. Taméan
vuoksi tallaisia tutkimuksia tarvitaan lisaa. Hypesina on, ettd niin kuin edellisessakin
tutkimuksessa, myos tassa tutkimuksessa CARPAmkad2:n mRNA maarat kasvavat
kuormituksen seurauksena. Tutkimus on osa laajemytBanusta, jossa selvitelladn
kelkkahyppelyn eli SSC - liikkkeen vaikutusta lihaekditiinin kanssa vuorovaikutukses-

sa olevien proteiinien ilmenemiseen.



2 LIHAKSEN RAKENNE

Lihas jakautuu moniin rakenneyksikoihin (kuva 1pKe lihas koostuu lihassolukim-
puista eli fasikuluksista (kuva 1B). Fasikulukseibktuvat useista lihassoluista (kuva
1C), jotka ovat useimmiten koko lihaksen pituisfaitenkin lihassolut voivat olla myos
lyhyempia kuin lihas. Halkaisijaltaan lihassolutab\l0 — 80 mikrometria. Lihassolut
muodostuvat useista tuhansista myofibrilleistd é&ad). Myofibrillit koostuvat myo-
siini - ja aktiiniflamenteista (kuva 1E), jotka avastuussa lihaksen supistumisesta.
Lihaksen pienin toiminnallinen yksikkd on sarkomdkuva 1D), jossa aktiini- ja myo-
siiniflamentit (myofilamentit) menevat lomittaimhbaksen supistuessa. Yksittdinen sar-
komeeri rajoittuu Z - levyihin, joihin aktiinifilamntit ovat kiinnittynein&. Sarkomeerin
keskiviivaa sanotaan M - viivaksi. Lepoasennossiosaeeri on noin 2 mikrometria
pitkd. Sarkomeerista voidaan erottaa vaaleita @ugotka koostuvat ainoastaan ak-
tiiniflameneteista (I-alueet, isotrooppisia potaituneelle valolle). Vaaleiden alueiden
keskelle jdava alue sen sijaan sisaltad myos nmyfilsimentteja (A - alue, anisotroop-
pisia polarisoituneelle valolle). Myofilamentit pygit paikoillaan elimistén suurimman
proteiinin, titiinin avulla. (Guyton & Hall 2000,76- 68.) Titiini sijaitsee sarkomeerissa
aktiinin ja myosiinin valissa, kiinnittyen PEVK {ementilla myosiiniin ja muodostaen
nain kolmannen filamenttijarjestelman (Miller yn0@3, kuva 1E). Se on kierteinen ja
venyva rakenne, joka vastustaa luurankolihaksekosaeerin liiallista venymista (Ho-
rowits ym. 1989). Lisaksi se tekee myofibrillisthtgnaisen, silla kaksi titiinia ulottuu

koko sarkomeerin yli (Furst ym. 1988).
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KUVA 1. Lihaksen rakenne. (Mukaeltu Guyton & Ha0@, 68, Granzier ym. 2005)



3 MARP — PROTEIINIT

MARP (muscle ankyrin repeat protein) - proteiinipggseen kuuluvat CARP (cardiac
ankyrin repeat protein), Ankrd2 (ankyrin repeattpimo 2) ja DARP (diabetes ankyrin
repeat protein). Niitd on tutkittu toistaiseksi @#h Kuitenkin niiden lokalisaatio eli si-
jainti elimistdssé on melko varma, vaikkakin eskti mekaaniset stimulaatiot vaikutta-
vat niiden lokalisaatioon. MARP:ien toiminnallisaga rakenteellisesta merkityksesta
on viime aikoina saatu lisaa tietoa, mutta asidivaiela lisdselvitysta ja edellisten tut-

kimustulosten varmistelua.

MARP:it ovat noin 50 % :sesti homologisia eli hy\damankaltaisia rakenteeltaan (Mil-
ler ym. 2003). Proteiinien isoformit vaihtelevappuen siita, ovatko ne sydan- vai luu-
rankolihaksessa (Miller ym. 2003). Barash ym. @20@lokset osoittivatkin, ettd yhden
MARP - proteiinin poissaolo ei vaikuta merkittavdgtassolun toimintaan tai rakentee-
seen, eli ilmeisestikin toiset MARP:it pystyvat kaamaan toiset. Jotta eroja normaali
lihassoluun saadaan aikaan, taytyy lihassoluststg@ikaikki kolme MARP proteiinia.
Niinpa jaad epaselvéksi, ettd miksi kolmea eri phoi@ ylipaatddn on. (Barash ym.
2007.)

3.1 Lokalisaatio

CARP:ia ja DARP:ia esiintyy eniten sydanlihaksegbtller ym. 2003), kun taas
Ankrd2:ta esiintyy eniten luurankolihaksissa (Ishig ym. 2002). Erityisesti Ankrd2:ta
iimenee hitaiden lihassolujen sytoplasmassa ja gsani(lshiguro ym. 2002). Myds
CARP:ia ja DARP:ia on havaittu seka luurankolihaksemissa ettd sarkomeereissa
(Miller ym. 2003). Samoin kuin Ankrd2:ta, myos CARPiIlmenee enemman hitaissa
kuin nopeissa lihassoluissa (Gautel ym. 2008). MAR$tjaitsevat suurimman osan
luurankolinaksessa olemastaan ajasta sarkomeerimllieella kiinnittyneend titiinin
N2A regioniin (Miller ym. 2003). Titiini ja MARP:itovatkin vahvassa vuorovaikutuk-
sessa toistensa kanssa (Barash ym. 2007). Titigdiksi MARP:eista ainakin CARP on

kiinnittyneen& myopalladiniin (Bang ym. 2001), mahidesti myds muihin sarkomee-



rin rakenteisiin, kuten desmiiniin (Witt ym. 200fg) calpain proteaasi p94:aan (Miller
ym. 2003, kuva 2). Ankrd2:n on osoitettu olevamgittyneend telethoniin (Kojic ym.
2004).
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KUVA 2. MARP:ien lokalisaatio. Ei mittaskaalassilukaeltu Miller ym. 2003.)

Vaikka CARP:ia ja Ankrd2 - proteiinia on havaittnimmakseen (niiden ollessa lihas-
soluissa) nimenomaan sarkomeereissa, esiintyymiias lihassolujen tumissa. Ankrd2
- proteiini siirtyy myrkyn tai kuivan jaéan aiheuttéen lihassoluvaurioiden seurauksena
lihassolujen sarkomeerin | - alueelta tumaan (Tsuka ym. 2008). Sydamesséa passii-
vinen sydanlihaksen venytys saa aikaan seka Ankmel?d CARP:in osittaisen siirtymi-

sen tumaan (Miller ym. 2003).

Kaikkia MARP:eja on havaittu paitsi luurankolihaksa, myos sydéanlinaksessa. Kui-
tenkin MARP:ejen muodostumispaikoissa on eroj# gisimerkiksi CARP:ia muodos-
tuu koko sydamessa, kun taas Ankrd2:ta muodostimukamnmioissa. Lisaksi aikuisen
ja 11 - viikkoisen sikion valilla on eroja, sillankrd2:ta ei havaittu sikion sydamessa
l&hes lainkaan vaikka aikuisen ihmisen sydamessaanélivat melko suuria. (Ishiguro
ym. 2002.) DARP:ia on havaittu sydan- ja luuranka$isolujen liséksi ruskeassa ras-

vassa (Ikeda ym. 2003).



3.2 Toiminta

MARP:eilla on tarkea rooli seké rakenteellisesta @biminnallisesti lihassoluissa (Ba-
rash ym. 2007). Ne tunnistavat erityisesti mekaan#érsytyksen (Kemp ym. 2000, Mil-
ler ym. 2003), venytyksen (Kemp ym. 2000) seka stupinistyypin eli onko supistumi-
nen isometrista vai eksentrista (Hentzen ym. 200@RP proteiinit myos stabiloivat
sarkomeerin rakennetta ja estavat sarkomeeriideal venymisen. Lisaksi niilla voi
olla vaikutusta muiden proteiinien transkriptioddARP:it ovatkin todenn&kdisesti
mukana myofibrillaarisessa signaloinnissa. Ne vioigamia muun muassa inhibiittorei-
na MyoD - geenille ja lihaksen LIM - geenille. (Bah ym. 2007.) MyoD on mukana
erityisesti lihaksen uusiutumisessa (Yablonka-Rauwen. 1999)ja lihaksen LIM -
proteiini osallistuu lihaksen adaptaatioon harjsen seurauksena (Willmann ym.
2001). Lisaksi sekd CARP:in (Zou 1997) etta Anknd@ojic ym. 2004) on osoitettu
pystyvan liittymaan tumassa tiettyihin transkripeiijoihin (transkrition kaynnistavat
tekijat), joka osoittaa, ettda MARP:eilla saattaka abirkea rooli tuman ja sytoplasman

valisessa signaloinnissa ja erityisesti paineenitiamisessa (Kojic ym. 2004).

Barash ym. (2007) tutkivat MARP:ien rakenteelligiaoiminnallisia tehtavia luuranko-
lihaksen sarkomeerissa. He poistivat hiirien lilstiesjoko kaikki MARP:it (MKO, trip-

le MARP - knock out - lihakset) tai vain jotkin MARIit. Ne lihakset joista poistettiin
vain osa MARP:eista, toimivat samalla tavalla kd&ontrollilihakset, joista mitaan
MARP:ia ei ollut poistettu. Sen sijaan MKO - lihakserosivat kontrollilihaksista mo-
nella tavalla. Monet MKO - lihakset olivat kontrtihaksia 16ysempi&, kun lihaksia ve-
nytettiin hitaalla nopeudella. Sen sijaan nopeastiytettdessa ei lihasten ominaisuuk-
sissa havaittu eroja. Tama osoittaa, etta MARR:@h merkitysta lihasfiiberin jayk-
kyyden lisaajana. Lisaksi sarkomeerin ja titingpdpituus oli pidempi MKO - lihaksen
lihassoluilla kuin kontrollilihaksen lihassoluillBarash ym. (2007) arvelevat taman joh-
tuvan titiinin eri isoformista. Eli MARP:ien poistasella on merkitysta titiinin isofor-
miin. Seké& sarkomeerin pituuden muutoksen ettaititisoformin muutoksen taustalta
tutkijat paattelivat, ettd MARP:it jaykistavat titid joko suoraan tai edesauttavat titiinin

Kiinnittymista aktiiniin. Tata kautta MARP:it jaykiavat titiinia ja sarkomeeria.



Samassa tutkimuksessa Barash ym. (2007) havajtgitat maksimaalinen vaantdmo-
mentti laski eksentrisen harjoitteen seurauksemaemin MKO- kuin kontrollihiirilla.
Tama johtunee sarkomeerin rakenteen epdastabiikstadAktiini ja myosiinifilamentit
menevat ikaan kuin epajarjestykseen kun sarkonveesyy liikaa. MARP:ien oletetaan
nimenomaan estavan taman liiallisen venymisen lsidbn ndin sarkomeeria. TAméan
pohjalta voidaankin ajatella, etta MARP:ien tehtégalussa on suojella sita liiallisesta
venymiselta ja tata kautta ehkaistd soluvaurioishamymista. (Barash ym. 2007.) Voi
my0s olla, ettd MARP:it kiinnittyvat paitsi titiim ja myopalladiniin (Miller ym. 2003),
my0s muihin sarkomeerin rakenteisiin, koska nidf&niin suuri merkitys sarkomeerin

stabiilisuuden lisagjana (Barash ym. 2007).

Tutkimuksessa havaittiinkin, etta eksentrinen htgjsai aikaan enemman soluvaurioita
MKO -lihaksissa kuin kontrollilihaksissa. Sen sijasoluvauriot palautuivat yhta nope-
asti tai MKO - hiiret palautuivat jopa nopeamminrkiontrollihiiret, joka osoittaa, etta
MARP:eja ei valttamatta tarvita tavalliseen palanigeen. Barash ym. (2007) arvelivat
tama johtuvan MyoD- ja lihaksen LIM - proteiiniemwsentuneesta konsentraatiosta
MARP proteiinien poissa ollessa. Kyseisten praoten lisddntyminen osoittaa, etta
MARP:it ovat joko suoraan vuorovaikutuksessa Myg®LIM- proteiineihin inhiboi-
malla niiden muodostumista tai sitten suurentufieasvauriot lisdavéat kyseisten prote-

linien maaraa. (Barash ym. 2007.)

Tulosten perusteella tutkijat pohtivat, etta vaildedautuminen olikin yhta nopeaa seka
kontrolli- ettd MKO- hiirilla, niin onko palautuman kuitenkaan solutasolla taydellista
iiman MARP:eja. Jos pieniakin soluvaurioita jadnmpidemmalla aikavélilla se johtaa

solun toiminnanhairiéihin. (Barash ym. 2007.)

CARP. CARP:inon arveltu olevan yksi kaikista nopeimmin reagdevigroteiineista li-

hasadaptaation yhteydessa (Barash ym. 2004). Senyoa havaittu olevan paatekija
sydanlihaksen hypertrofiassa (Aihara ym. 2000)I¢gvan siten mukana myos sydanli-
haksen kehityksessa eli kardiogeneesissa (Zou 183RP pystyy liittymé&an sydanli-

hassolun tumassa transkriptiotekijagan nimelta YESARP:in ja YB-1:n yhdiste taas
vaikuttaa HF-1-TK promoottoriin niin, ettd sydansiisen myosiinin (ventricular spe-
cific myosin light chain-2) muodostuminen lisaanty¥ou ym. 1997.) CARP:in muo-

dostuminen sydanlihaksessa lisaantyy, kun lihastgtetaan (Miller ym. 2003). Lisék-
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si CARP:in on havaittu lisdantyvan luurankolihalsseatrofian (Nakada ym. 2003) ja
denervaationalkeen(Tsukamoto ym. 2002) sekéa hypertrofian (Carson3081) ja an-

giogeneesin eli verisuonten muodostumisen (Shi3@05) yhteydessa. Lisaksi erilaiset
harjoitukset, kuten kelkkahyppely (Lehti ym. 200&)eksentriset supistukset (Hentzen
ym. 2006) lisdavat CARP:in ilmenemistd. CARP:inh@vaittu olevan yhteydessa vaan-
tomomentin laskuun eksentrisen vasytyksen jalké&ith enemman vaantdbmomentti

laskee, sitd enemman CARP lisaantyy. (Hentzen 9962

Ankrd2. Ankrd2 on samantyyppinen kuin CARP ja niiden daaat toimivan samalla
tavalla, silla erolla ettd Ankrd2:a esiintyy lahéntyypin 1 lihassoluissa (Kemp ym.
2000). Sen on havaittu lisdantyvan erityisesti banimmobilisoitu raaja venytysasen-
toon, luurankolihaksen denervaation jalkeen (Kemp 2000) sekd kasvainten yhtey-
dessa (Ishiguro ym. 2005). Lihassolujen erilaissgan, myotuubien stabilointiin ja
apoptoosiin eli solukuolemaan osallistuminen vatsiihen, ettd Ankrd2 - proteiinilla on
tarked tehtava lihassolujen kehityksessa (Bang2@08). Tahan tuo myds tukea se, etta
Ankrd2 - proteiinia on véhemman dystrofisissa lisiaka (Pallavicini ym. 2001). Lisak-
si sen on todistettu olevan osallisina passiivisemytyksen aiheuttamaan hypertofiaan.
Passiivinen venytys (elaimelld) lisdéakin Ankrd2:i@draa nelinkertaisesti. (Kemp ym.
2000.) Pallavicini ym. (2001) pohtivatkin, ettd AdR -proteiinilla saattaa olla osalli-
suutta lihassolujen muuttumisessa hitaista soluigfeeiksi esimerkiksi harjoittelun seu-
rauksena. Ankrd2 -proteiini saattaa olla osallisemgs vaurioituneiden lihassolujen
korjaukseen tarvittavien geenien ilmenemisessakdmoto ym. 2008). Ankrd2:n on
todistettu pystyvan liittym&éan solun tumassa jdiimrtranskriptiotekijoihin, kuten tran-
skriptiotekija p53: seen. Naiden yhdiste pystyystaaikuttamaan p21 WAFI/KIPI pro-
moottoriin. TAman seurauksena tietyn kasvaintavastgeenin ilmeneminen lisaantyy.
(Kojic ym. 2004.)

DARP. DARP:insen sijaan on havaittu olevan yhteydessa tyypiaRetekseen ja insu-

liiniresistenssiin hiirilla (Ikeda ym. 2003). Ikegan. (2003) mukaan DARP:illa saattaa
olla tehtdva nimenomaan vapaiden rasvahappojea-a@seenvaihdunnassa. Niinpa voi
olettaa, ettd DARP:illa on rooli myds energiametassa. DARP:in konsentraatio riip-

puu ravitsemustilasta. DARP:ia onkin havaittu ésegti nalkiintymisesta palautumisen
yhteydessa. (lkeda ym. 2003.)
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4 SSC — KUORMITUS JA MARP:IT

MARP:ien on havaittu lisdantyvan eniten nimenomagssa kuormituksissa, joissa il-
menee soluvaurioita. Mekanismit, joilla lihass@ubjautuvat vaurioilta, ovat epaselvia.
On kuitenkin arveltu, ettd MARP:eilla on osuuttaalssoluvaurioiden ehkaisemisessa tai
parantamisessa. Se, lisaantyvatkd MARP:it itse hkitoksen vai soluvaurioiden seura-
uksena, on toistaiseksi epaselvaa. (Barash ym..p0B34&ksi MARP:eja on tutkittu tois-
taiseksi ihmisilla vai kertaalleen (Lehti ym. 2008)uiden tutkimusten ollessa elainko-
keita Lihassoluvaurioita saadaan kaikista enitdwam sellaisella kuormituksella joka
siséltdd suurimmaksi osaksi eksentrista lihastgiCully & Faulkner 1985, Sorichter
ym. 1997). SSC - liike on juuri tallainen liike.

4.1 SSC- kuormitus ja lihassoluvauriot

SSC - (stretch - shortening- cycle) eli venymighenemis - sykli tarkoittaa sellaista lii-
kettda, jossa aktiivista venytysta eli eksentrigkettd seuraa konsentrinen liike. Tallai-
nen liike toistuu esimerkiksi kavellessa, juostgsshyppiessd (Komi 1984). Tallainen
like sisaltaa paljon eksentrista liikettd (Komi yd084) ja saa sen kautta aikaan paljon

lihassoluvaurioita (Armstrong ym. 1983).

Alamakijuoksun on havaittu saavan aikaan enemnt@sdioluvaurioita kuin ylamaki-
juoksun. Tama johtuu ilmeisesti siita, etta alaidsussa liike on suurimmaksi osak-
si eksentristd, kun taas ylamakijuoksu sisaltaa pladjon seké konsentrista ettéd eksent-
rista lilketta. Kummatkin kuormitukset saivat aikesoluvaurioista kertovien entsyymi-
en valitttman nousun, mutta alamakijuoksun jalkeatsyymien konsentraatio nousi
viela lisdd muutaman paivan paasta suorituksestennfassakin suorituksessa syvalla
olevat hitaat lihassolut olivat kaikista eniten vejoittuneita ja samojen lihassolujen si-
saan keraantyi paivan paasta kuormituksesta malgeja. (Armstrong ym. 1983.)
Schwane ym. (1983) eivat havainneet tasojuoksueutifivan viivastynytta lihaskipua
(DOMS, delayed onset muscle soreness) eivatkaslhagaurioista kertovien entsyy-

mien nousua. Alamakijuoksussa DOMSia havaittiin taman paivan jalkeen suorituk-



12

sesta. Valkosolujen, kuten makrofaagien, ei havatévan yhteydessa lihassoluvauri-
oiden maaraan. Tutkijat tulivat tulosten perusteglihtopaatdokseen, ettd entsyymi-
tasojen nousu ja DOMS johtuvat lihassolujen rakahsesta rikkoutumisesta eksentris-

ten liikkeiden seurauksena.

Eksentrisen kuormituksen jalkeen osa lihassolwataioituu ja maksimaalinen isomet-
rinen voima on ainakin kolme paivaa alkutasoa alvapi. Sen sijaan isometrisen kuor-
mituksen tai passiivisen venytyksen jalkeen huoawatt voiman laskua tai lihassolujen
vaurioitumista ei ole havaittavissa kolmantena @a#/ kuormituksesta. (Koh ym.

2001.)

Ei ole vield aivan selvaa miksi soluvaurioita musidol juuri eksentrisen kuormituksen
jalkeen. Friden ym. (1998) paattelivat, ettd heiti@kimuksessaan, jossa koehenkiltt
suorittivat eksentrisia liikkeitd, soluvauriot jointat monesta eri syysta. Syita olivat
muun muassa solutukirangan vioittuminen, Z ja Mph epajarjestaytyminen ja solu-
jen rakenteen rikkoutuminen. Solun pinnan rikkouten lisdksi lihassoluissa havait-
tiin ylisupistuneita alueita ja invaasiota, eli kasolujen (kuten makrofaagien) keréaan-
tymista alueelle. Lihassolun rikkoutuessa ja semitthan hairiintyessa jaljelle jaavat
ehedt solut jannittyvat rikkoutuneidenkin solujgasta ja kuormituksen edetessa yha
pienempi osa lihaksesta kuormittuu. Talléin yhdéHassolulle tulee enemman painetta
kuin mit& tulisi, jos koko lihas olisi toimintakykyen. (Friden ym. 1998.) Vaurioitu-
neissa soluissa on havaittu my6s akuuttia nestegifiktymistd, joka johtuu hiussuon-
ten lapaisevyyden suurentumisesta (Macintyre yr618eka solunsisaisen kalsiumin

lisdantymista( Amstrong ym. 1991).

Yo ym. (2002) tutkivat, ettd onko totta, etté lisasivaurioiden yhteydessd menetetdan
desmiinia (solutukirangan proteiini) ja sarkolem(hhassolukalvo) vaurioituu. He ha-
vaitsivat, ettd kumpaakaan ei tapahdu eksentrigideiden surauksena vaikka DOM-
Sia havaittiinkin. Tulokset olivat painvastaisia metle aiemmalle tutkimukselle (Mc-
Nail & Khakee 1992, Lieber ym. 1996).

Lihassoluvaurioiden maaraa tutkitaan mittaamalilaisten yhdisteiden maaraéa veressa.
Eniten on kaytetty veren seerumin kreatiinikinaagdgentraation mittausta. Konsentraa-

tion ajatellaan olevan yhteydessa soluvaurioidear&én (Nosaka yni992b), vaikka-
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kin joissain tutkimuksissa on osoitettu, ettd kire&iinaasikonsentraatio ei valttamatta
vastaa soluvaurioiden méaarda (Nosaka ym. 1992a&atkimikinaasikonsentraatiota on
kuitenkin pidetty soluvaurioiden mittarina myods Weahyppelyn jalkeen. Krea-
tiinikinaasikonsentraatio on korkeimmillaan kahggiivan paasta kelkkakuormitukses-
ta. (Horita ym. 1996.)

Kreatiinikinaasikonsentraation lisaksi aspartaattinotransferaasin, laktaatti dehydro-
genaasin, alaniini aminotransferaasin ja myoglation havaittu nousevan raskaan ek-
sentrisen harjoituksen seurauksena. Kuitenkaaemidaarat eivat nousseet yhta paljon
kuin kreatiinikinaasin. Kaikkien yhdisteiden konsaatiot nousivat merkitsevasti vasta
kahden paivan paasta kuormituksesta. Tata ilmigtaukaan viivastyneeksi lihasvau-
rioksi. TAh&n on syyna ilmeisesti se, etta vahittigoeet lihassolut pystyvat vapautta-
maan proteiineja viiveella tai sitten proteiinivé@i pysty lahtemaan solunsisaisesta tilas-
ta kuin vasta 40 tunnin kuluttua vaurioitumisedtaikkien yhdisteiden konsentraa-
tiopiikit havaittiin vasta 3 - 5 paivan paasta kmduksesta. (Nosaka ym. 1992b). Toi-
saalta rottien alamakijuoksuharjoittelussa esinksikireatiinikinaasi ja laktaatti dehyd-
rogenaasin konsentraatiot nousivat valittomastrisusen jalkeen, mutta myos tassa
tutkimuksessa konsentraatiopiikki havaittiin vasadden paivan kuluttua suorituksesta.
(Amstrong ym. 1983).

4.2 MARP:ien lisdantyminen liikkunnan jalkeen

MARP - proteiinien konsentraatiot ovat fyysisestiinituksesta palautumisen yhtey-
dessa jonkinlaisessa suhteessa vaantomomentinutagBarash ym. 2004). Kaikista
selvin korrelaatio heti kuormituksen jalkeen on GARa. Mitd enemman vaantémo-
mentti laskee kuormituksen seurauksena, sitd enen@ARP:ia muodostuu lihaksissa.
(Hentzen ym. 2006.)

Lehti ym. (2009) tutkivat MARP:ien mRNA maarien masta ihmisten SSC - kuormi-
tuksen seurauksena. 30 minuutin ja kahden paivastiahden jalan kelkkahyppely
kuormituksesta otettiin biopsiat, joista maaritettnRNA konsentraatioiden muutokset

verrattuna kontrollitasoon. Kontrollibiopsia otettei - vasytetysta jalasta kaksi paivaa
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kuormituksen jalkeen. Tulokset osoittivat, ettd SS®&uormitus lisaéa CARP:in ja
Ankrd2:n mRNA konsentraatiota. Tutkijat pohtivattéeCARP saattaa olla yksi ensim-
maisista geeneista, joka reagoi kuormitukseerg SIARP:in mMRNA maara oli lisdan-
tynyt jo 30 minuuttia kuormituksen jalkeen 7 - lseksi. Konsentraatio pysyi koholla
kaksi paivaa kuormituksen jalkeen, ollen silloir 8ertainen. Tosin viidella kahdeksas-
ta koehenkilosta CARP:in mRNA maara oli vahenty8@tminuutin kohdalla mitatusta
arvosta kahden paivan jalkeen mitattuun arvoorkkeakeskiarvo nayttaakin silta, etta
kahden paivan jalkeinen konsentraatio olisi suuter8pn sijaan Ankrd2:n mRNA -
konsentraatio ei ollut noussut 30 minuutin jalk&enrmituksesta, mutta kahden paivan
paasta kuormituksesta maara oli nelinkertaisturartrbllitasoon nahden. DARP:in
MRNA maarén ei havaittu nousevan missaan vaihdéessaituksen seurauksena (ku-
va3). Kyseinen tutkimus oli ensimmainen ihmistutidsn jossa CARP:in ja Ankrd2:n
havaittiin lisdantyvan kuormituksen jalkeen. AiemnMARP proteiinien maarien muu-
toksia kuormituksen seurauksena oli tutkittu vdéirdokein.

A B

E g

= =

; :

F E

2 ]

= =

[3 o 2 3

= £

- =

= z

T . £

& a

g [
5
=
=

0 o

' contral 20 min 2a controd 30 min 2d

B

E

o

L&)

2

c

a2

=

z

£

=L

=

(14

E

o

[

=1

[=]

contral 30 min 2l

KUVA 3. CARP:in (A), Ankrd2:n (B) ja DARP:in (C) mRA maarat verrattuna kontrolleihin

30 minuutin ja kahden paivan (2d) jalkeen kuornsesgta. * < 0,05 verrattuna kontrolliin, # P

< 0,05 verrattuna 30 minuutin kohdalla olevaan mRiN&araan. (Mukaeltu Lehti ym. 2009.)
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Barash ym. (2004) havaitsivat elainkokeissa eksamtrharjoituksen lisaavan kaikkien
MARP - perheen proteiinien muodostumista kuormigsta lihaksissa. CARP:in méaara
kuormitetuissa lihaksissa oli 12 tunnin jalkeen koibuksesta 9-kertainen kuormitta-
mattomiin kontralateraalisiin (vastaavat osat \‘artdoisella puolella) lihaksiin nahden.
Konsentraatio palautui lahtotasolleen 24 tunniukssa. CARP:in &arimmaisen nopean
ja runsaan lisdantymisen oletetaan olevan merk&imd, ettd kyseinen geeni on yksi
merkittavimmista geeneistd, jotka toimivat lihagatdation yhteydessa. Mielenkiintois-
ta on myos se, etta kontralateraalisten lihasteREAuotanto oli vahentynyt merkitse-
vasti 48 tunnin kuluttua kuormituksesta. AnkrdZéatyi kuormitetuissa lihaksissa sa-
mansuuntaisesti kuin CARP. Konsentraatio oli suoriiaan 12 tuntia kuormituksesta,
jolloin se oli 6 - kertainen kontralateraalisiimaksiin ndhden. Konsentraatio palautui

lahtotasolleen 48 tunnin aikana.

Samassa kuormituksessa DARP:in maara nousi sekénkatuissa etté kontralateraali-
sissa lihaksissa, verrattuna kontrollihiiriin. Sgjaan jalkojen valilla ei ollut eroja. Tut-

kijat rohkenevat epéilla, etta virhelahteena saattka kontrollihiirien ja kuormituksessa
olevien hiirien valinen ero kyseisen geenin lepoionassa, jolloin DARP:in lisdanty-

minen ei ole todellista. Isometrinen harjoite jssgainen lihaksen venytys saivat ai-
kaan vain pienen MARP - proteiinien lisaantymisdrésta voidaan paatella, etta
MARP:it lisdantyvat nimenomaan soluvaurioita lis@@kuormituksen jalkeen. (Barash
ym. 2004.) Toisaalta taas Kemp ym. (2000) saivatrda lisaéantymé&an myos sellaisen
venytyksen seurauksena, joka ei valttdmatta saakadn soluvaurioita.

Hentzen ym. (2006) havaitsivat CARP:in lisdantywirilla sek&a isometrisessa etta ek-
sentrisessa kuormituksessa. Muutos lahtétasodkuiénkin myos tassa tutkimuksessa
suurempi eksentrisen kuin isometrisen kuormituk@éeeen. Ankrd2 sen sijaan lisaan-
tyi vain eksentrisen kuormituksen seurauksena. CAR&ntyi suhteessa enemman
kuin Ankrd2. Ankrd2:n lisdantymisen ei havaittu vde yhteydessa siihen, etta minka
taajuisia sahléstimulaatioita harjoituksen aikanaedtiin, toisin kuin CARP:in lisdan-
tymisen. Tutkijat tulivat johtop&éattkseen, etta GAR lisaksi myds Ankrd2 tunnistaa
lihaksen supistumistyypin, mutta se ei tunnistaista kudosarsytysta.
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5 TUTKIMUKSEN TARKOITUS, TUTKIMUSONGELMAT JA
HYPOTEESIT

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia MARP:{@muscle ankyrin repeat protein)
iimenemisen muutosta lihassoluissa kelkkahyppelgkitoksen seurauksena. Tulosten
perusteella pystytaan epasuorasti arvioimaan Kgsegroteiinien synteesissa tapahtu-
vaa nopeuden muutosta. Usein, vaikkakaan ei aiRdAnja proteiinitason muutokset
ovat yhteydessa toisiinsa. Kun mRNA lisaantyy, diggtly myos kyseisen proteiinin

maara ja aktiivisuus.

Tutkimusongelma. Lisdantyykd CARP:in, Ankrd2:n ja DARP:in maaraadsgsoluissa
SSC (stretch shortening cycle) - kuormituksen sgigana?

Hypoteesit:

* CARP:in mRNA:n maaréa nousee nopeasti kuormituksemagiksena ja pysyy

koholla ainakin kolme tuntia.

e Ankrd2:n mRNA:n maara on noussut viimeistdan kolmemin jalkeen kuor-
mituksesta.

* DARP:in mRNA maaré ei nouse merkitsevasti protakokikana.
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6 MENETELMAT

6.1 Koehenkilot

Yhdeksan vapaaehtoista miesta (26 + 6 vuotta, 18Genttimetrid, 78 + 11 kilogram-
maa) suorittivat saman protokollan. Mitd&dn muitaelareita ei ollut, kun etta he ovat
nuorehkoja aikuisia. Siksi myds esimerkiksi hat@iitaustat olivat hyvin erilaisia. Hei-
ta informoitiin tutkimuksen tarkoituksesta, kaildgulevista toimenpiteista ja mahdolli-
sista riskeista tutkimukseen liittyen ennen kuiralekirjoittivat suostumuskaavakkeen.
Tutkimus tehtiin Helsingin julistuksen mukaisestigen oli hyvaksynyt Jyvaskylan yli-

opiston eettinen toimikunta.

6.2 Protokolla

Jokainen koehenkilo toisti saman protokolla. Koddiiénsai 2,5 tuntia ennen kuormi-
tusta energiapatukan (180 kCal) ja vettd. Tata reriree olivat paastonneet yon yli.
Kuormitus alkoi verryttelemalla polkupyodraergomirinoin 10 minuuttia, jonka jal-
keen han siirtyi kelkkaan (Liikuntabiologian laitdailma 23 astetta, kuva 4). Kelkassa
han sai tehda yhden- ja kahdenjalan verryttelyhjpgnka jalkeen mitattiin isometri-
sessa maksimivoimamittauksessa kaytetty polviku(f@ astetta) ja oikea pudotus-
korkeus (suorien jalkojen pituuteen lisattiin 4Ghtsienetrid). Taman jalkeen mitattiin
kummankin jalan maksimivoimat (MVC) erikseen, kunstakin jalasta kolmesti. Ta-
man jalkeen koehenkil6 suoritti 10 maksimaalistaqiushyppya kummallakin jalalla
erikseen (1 hyppy/5 s). Dominoivan jalan suoritstesikirjattiin parhaan hypyn korke-

us. Taman jalkeen alkoi dominoivan jalan vasytys.

Koehenkil6 hyppi dominoivalla jalalla 50 % maksimikeudesta niin kauan kuin jaksoi
(7-20 minuuttia). Koehenkiléa ohjattiin verbaaliseskean korkeuden saavuttamiseksi.
Kun koehenkild ei jaksanut enaa tehda 50 % hypfhad, jatkoi viela hyppimista niin

kauan kuin jalka nousi maasta, taydelliseen uupweetk saakka. Valittomasti vasytyk-

sen jalkeen suoritettiin uudestaan 10 maksimaalgtya kummallakin jalalla erik-
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seen, ensin ei — dominoivalla jalalla. Taméan jatkeedaritettin MVC:t uudestaan
kummastakin jalasta kolmesti. Noin puoli tuntia taméalkeen koehenkil6 sai energia-
patukan ja vettd. Noin 3,5 tuntia yhden jalan wissgsta mitattiin viela MVC:t seka

maksimihyppykorkeudet kummastakin jalasta.

=

1
KUVA 4. Kelkka, jolla hyppelykuormitus suoritettifMukaeltu Strojnik & Komi 1998).

6.3 Biopsiat

Koehenkil6lta otettiin biopsia noin 4 tuntia ennlkuormitusta ei - dominoivan jalan
(kontrollijalka) Vastus Lateraliksesta. Kyseinenytgitoimi kontrollinaytteend (pre-
nayte). Dominoivasta jalasta nayte otettiin hetorkaituksen jalkeen ja noin 3 tuntia
kuormituksen jalkeen. Naytteet otettiin keskikohdasihasta paikallispuudutuksen
avulla. Biopsiat jaadytettiin upottamalla foliooA&citty nayte nestetypella jaadytettyyn

isopentaaniin. Naytteita sailytettiin -80 celsigse@ssa mythempia analyyseja varten.

Kelkassa yhden MRNA
Biopsia Jala;’\ vasytys - maaritykset
kontrollijalan (50% hyppyija niin Biopsia Biopsia jaadytetyista
Vastus kauan kuin jalka vasytetysta vasytetysta  biopsioista
Lateraaliksesta housee B jalasta jalasta

voimalevysta,

~7-20 min)
Pre 4 h kuormitus Post O h Post 3 h

KUVA 5. Protokolla.
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6.4 mMRNA - m&aran maaritys

Kun maaritetddn mRNA (messenger RNA, lahetti- RNA)aaraa, eristetaan lihasnayt-
teesta ensin kaikki mahdollinen RNA. Sen jalkeenrNARkoodataan cDNA: ksi (komp-
lementaarinen DNA), jotta lopuksi cDNA:sta voiddahda kopioita PCR (polymerase
chain reaction) - laitteen avulla. RT (Real TimRER — kone tunnistaa tata kautta halu-

tun cDNA:n maaran, joka siis vastaa alkuperaistdNiR maaraa.

6.4.1 RNA:n eristys

Maaritettdessa naytteen mRNA:n konsentraatiotajmengiseksi biopsioista taytyy
eristaa kaikki mahdollinen RNA. Tata varten biop&igtyy aluksi saada liukenemaan
nesteeseen eli solurakenne taytyy saada rikot@maTtapahtuu homogenoimalla biop-
sia TRl Reagent ® Solution — reagenssin (AppliedsBstems) avulla. Reagenssi sisél-
taa soluja rikkovia ja RNA:ta suojaavia aineita.ndeelmassa biopsia ja TRI — reagens-
si homogenoidaan homogenointilaitteessa (FastFEBh20/ BIO101, ThermoSavant,
Gaithersburg, MD) siihen tarkoitetuissa putkissgs{hg Matrix D, MP biomedicals,
Saksa). Taméan jalkeen RNA saadaan eristetyksi destia lisddmalla nesteeseen kloro-
formia ja sentrifugoimalla. Talléin putken paallensyy vesifaasi, johon RNA on ke-
radntynyt. TAméa faasi otetaan varovaisesti talteergmalla ottamasta alempaa faasia,
silla alemmassa faasissa on erityisesti DNA:tag jokikuttaa totaali RNA- naytteen
puhtauteen. RNA saadaan saostetuksi talteen @efamsista lisaéamalla siihen isopro-
panolia ja sentrifugoimalla putki. RNA saostuu n@iamtken pohjalle. Kun saostunut
RNA on eristetty nesteesta, se viela pestaan 7 &idnolilla, iimakuivataan ja liuote-

taan RNAaasi vapaaseen veteen (DEPC, dietyylipybokeatti - vesi).

Totaali- RNA- eristyksen jalkeen tarkistettiin \Aehaytteen puhtaus ja konsentraatio
spektrofotometrilla (NanoDrop, ND- 1000, Thermoedtific, USA). Puhtaus maarite-
taan yleisesti mittaamalla naytteiden absorbaasdibnpituuksilla 260 ja 280. RNA ab-
sorboi aallonpituutta 260 ja DNA aallonpituutta 28en mité isompi néaiden suhde on,
sitd puhtaampaa RNA on. Suhteen tulee olla lal2eté Jos RNA on epépuhdasta, eri-
tyisesti seuraavassa vaiheessa (CDNA:ksi kaanté@ntapahtuu reaktioita, jotka teke-
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vat tuloksista epéluotettavia. Naytteista otetylidis myos RNA — konsentraatiot, jotka

spektrofotometri antoi suoraan.

6.4.2 cDNA:ksi kdantaminen

Totaali RNA:n eristyksen jalkeen kaikki RNA tuleeadntdd komplementaariksi
DNA:ksi (cDNA), jotta tietyn geenin mRNA:n maaraigdaan maarittdd PCR- (polyme-
rase chain reaction) tekniikan avulla. Kaytimmes#bligh- Capacity cDNA Archieve

kittida (Applied Biosystems). Tata varten kaikki ti#et sekoitettin PCR — putkissa RT
mastermix liuokseen. Mastermix sisédltda PCR:aawittavia satunnaisia alukkeita,

puskuriliuosta, nukleotideja (A, T, C, G), MultiSme Reverse kaanteiskopioija - ent-
syymia ja DEPC - vetta. Naytteen maara laskettiytteiden alkuperaisistd RNA - kon-
sentraatioista niin, ettéa jokaiseen PCR - putkeérsama maara RNA:ta. RNA:n lisaksi
putkiin lisattiin DEPC - vetta niin, etta putkentgtstilavuudeksi tuli 20 mikrogrammaa.
Putkille suoritettiin PCR - ajo (eppendorf PCRitdaEppendorf AG, No: 5345011249,
Hamburg).

6.4.3 Kvantitatiivinen Real-Time PCR

Varsinainen tiettyjen geenien mRNA:n maaran masréipitettiin tekemalla cDNA -
naytteistd standardisuoran naytteet. Taman listéestemplaatit laimennettiin sopiviksi
(Lnanogramma/mikrolitra), jotta niitd voitiin k&gt PCR - ajossa. PCR:ssa kaytettiin
TagMan metodia. Kyseisessa metodissa naytteess#talia mastermix sisaltéa koet-
timia, joissa on kiinni fluoresisoivia partikkelai{ei fluoresoi viela ollessaan kiinni ko-
ettimessa). Kun cDNA kopioita syntyy, fluoresisdiyeartikkelit irtoavat koettimista ja
PCR - kone tunnistaa fluoresenssin vahvuuden. Bimfé aikaisemmin nayte on fluo-
resisoiva, sitd enemman nayte sisaltaa kyseessasob®NA:ta. TAméan kautta ohjelma
laskee alkuperaiset kyseessa olevan geenin (eMRPLcDNA konsentraatiot kaytta-
en apunaan standardisuoraa. Jotta ohjelman laskemgentraatioita voidaan kayttaa
hyvaksi, pitda ne suhteuttaa niin sanottuihin hkeeping - geeneihin (geenit jotka il-

menevéat aina samanlailla, rippumatta siitd onkadta vaikkapa kuormitettu). Tutki-
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muksessa kaytettiin  housekeeping geenind Glycdrgitle 3-phosphate dehydro-
genaasia (GAPDH).

PCR - levyn kaivoihin ensiksi pipetoitava PCR masig valmistettiin vedesta, Tag-
Man mastermixista (Applied Biosystems) ja mitattaggeenin alukkeista, jotka tilattiin
valmiina Applied Biosystemsiltd (CARP: Hs00173317,mMnkrd2: Hs00220469_m1,
DARP: Hs00329135_m1, GAPDH: Hs99999905 m1). TatR P@ixia pipetoitiin jo-
kaisen PCR - levyn kaivoon 18 ul. Taman jalkeennemsiisiin kaivoihin pipetoitiin
blankit eli vedet (2ul) ja seuraaviin standardisuonéytteet (2ul). Loppuihin kaivoihin
pipetoitiin kolminkertaiset rinnakkaisnaytteet exmplaatteja eli alkuperdisen mRNA:n
cDNA naytteita (2ul). Jokaisessa naytekaivossaadlibin noin 2 ng totaali - RNA:ta.
Naytteet ajettiin erikseen jokaiselle geenille REahe PCR laitteella (7300 Real Time
PCR system, AB Applied Biosystems, serial no: 274302, Signapore 2005).

6.4.4 Tulosten kasittely

PCR - ohjelma laski jokaisen geenin cDNA — méaajéka(vastaa mRNA - maaraa) au-
tomaattisesti standardisuoran avulla. Konsentraatiamalisoitiin housekeeping — gee-
ni GAPDH:iin. Taman jalkeen laskettiin kaikkien kankildiden suhteelliset muutokset
omaan lahtétaso (pre) arvoon. Kolmesta rinnakkaisedista kaytettiin keskiarvoa. Ti-
lastolliset analyysit tehtiin SPSS 15 ohjelmallgtk#en nonparametrisia Friedmanin ja
Wilcoxonin testejd. Nonparametriset testit valittikoehenkildiden vahaisen maarén

vuoksi. Tilastollisen merkitsevyyden rajaksi vailittP < 0,05 (yksisuuntainen).
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7 TULOKSET

CARP. CARP:in mRNA - maarissa havaittiin suurimmat muwstetk Heti kuormituksen
jalkeen maara oli lisdantynyt noin 17 — kertaisgk%ir40 % + 4323 % pre - arvosta)
laht6tasoon verrattuna. Huomattavaa kuitenkin té,eidella yhdeksasta koehenkilos-
td konsentraatio oli tassé aikapisteessa kontrediea pienempi. Keskiarvoa lisda voi-
makkaasti yhden koehenkilon arvo joka oli yli 182ftainen omaan kontrolliinsa nah-
den. Kolme tuntia kuormituksesta CARP:in mRNA - nd&dli keskimaarin jopa 102 —
kertaistunut (10184 % + 11676 % pre - arvosta)s@dskapisteessa ei ollut yksittaista
poikkeavaa koehenkil6a, joka vetdisi keskiarvoagaankumpaan suuntaan. Jokaisella
koehenkildlla kolmen tunnin jalkeinen arvo oli semnpi kuin heti kuormituksen jalkei-
nen. Kummassakin aikapisteessa muutos lahtdtadottastollisesti merkitseva (kuva
6).

* * #
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KUVA 6. CARP: in mRNA — maara (keskiarvo + keskibaja) eri aikapisteissa suhteutettuna
laht6tason arvoon (%). * Muutos tilastollisesti kitseva (P< 0,05) verrattuna pre- arvoon.

#Muutos tilastollisesti merkitseva (P < 0,05) véwaa post Oh —arvoon.
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Ankrd2. Ankrd2:n mRNA - maarien muutokset eivat olleeagtbllisesti merkitsevia,

mutta keskiarvot erosivat kuitenkin l&htéarvostavik 7). Heti kuormituksen jalkeen
maara oli noussut 15 % (115 % + 75 % pre - arvdataparvoon verrattuna. Tamankin
proteiinin kohdalla muutoksissa oli kuitenkin sauviaihtelua ja heti kuormituksen jal-
keen neljan koehenkilon Ankrd2 mRNA - maarat olikantrollimaaria alhaisemmat.
Kolme tuntia kuormituksesta mRNA:n maara oli notidseskimaarin 64 % (164 % *
147 % pre - arvosta) lahtéarvosta, mutta tassasirida kolmen koehenkilon mRNA -

maarat olivat seka kontrollitasoa etta heti kuouksen jalkeistd arvoa matalammat.

350
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KUVA 7. Ankrd2:n mRNA — m&éara (keskiarvo + keskibaja) eri aikapisteissa suhteutettuna

pre — arvoon (%).

DARP. DARP:in mRNA - maérissa ei tapahtunut suuria musitblprotokollan aikana
(kuva 8). Heti kuormituksen jalkeen maaré oli natid % (112 % + 33 % pre - arvos-
ta) ja kolmen tunnin kuluttua mééara oli vain 2 %226 +40 % pre - arvosta) lahtotasoa
korkeammalla. Keskihajonnatkaan eivat olleet yhtiurst kuin kahdessa muussa
MARP:issa. Suurin yksittdisen koehenkilén ero koltittaytteeseen oli mRNA:n kak-
sinkertaistuminen heti kuormituksen jalkeen. mRNA/&arien vaihtelut eivat olleet ti-

lastollisesti merkitsevia missaan vaiheessa praokaédko
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KUVA 8. DARP:in mRNA maarat (keskiarvo + keskihajaheri aikapisteissa verrattuna pre —

arvoon.



25

8 POHDINTA

CARP. CARP:in mRNA - maara nousi voimakkaasti SSC — kutuksen seurauksena.
Tulos oli hypoteesin mukainen. CARP:in mRNA maalidheti kuormituksen jalkeen
17 - kertainen lahtétasoon ndhden. Kolmen tunnkeg@h kuormituksesta maara oli jo-
pa 102 - kertaistunut. Kahden kuormituksen vélisgttauksenkin maarissa oli tilastol-
lisesti merkitseva ero toisiinsa. Tulokset vahwiataLehti ym. (2009) paatelmia siita,
ettd CARP on yksi nopeimmin ilmenevistd geeneiS& S kuormituksen jalkeen. No-
peasta vasteesta voidaan myds paatella, ettéasil@nkinlainen tehtava linhaksen adap-
toitumisessa sellaiseen harjoitukseen, jonka s&sema syntyy paljon soluvaurioita.
Tassa tutkimuksessa saadut muutokset ovat vieltn&tiavasti suurempia kuin aiem-
man ihmistutkimuksen, jossa kuormituksen jalkeineRNA konsentraatio oli vain 7-
kertainen kontrollitasoon nahden. Kuitenkin mydstigm. (2009) havaitsivat koehen-
kildiden valiset suuret erot. Myds heidan tutkimessaan suurimmalla osalla koehenki-
l6istd CARP:in mRNA - m&ara oli kontrollitasoa matapi heti kuormituksen jalkeen,
mutta yhdella maara oli 30- kertaistunut kontralibon verrattuna. Tosin Lehti ym.
(2009) tutkimuksessa kuormituksen jalkeinen naygdtion puoli tuntia kuormituksen
jalkeen kun tassad tutkimuksessa nayte pyrittirarotan mahdollisimman nopeasti

kuormituksen jalkeen.

Ankrd2. Ankrd2:n mRNA:n méara ei tdssa tutkimuksessattilbsesti merkitsevasti
muuttunut, toisin kuin Lehti ym. (2009) tutkimukseas Niinp& hypoteesi ei aivan toteu-
tunut. Kuitenkin keskiarvoissa on nahtavissa, et#ira on nousemaan pain. Heti kuor-
mituksen jalkeen maara ei ole viela noussut pahwatta kolmen tunnin jalkeen kuor-
mituksesta maaréa on 150 % kontrolliarvosta. Hyptexkin oli, etta maara olisi nous-
sut viimeistaan kolmen tunnin paasta kuormituksestdokset vahvistavat aiemman
samankaltaisen tutkimuksen tuloksia (Lehti ym. 20@8l& mydskaan aiemmassa tut-
kimuksessa Ankrd2:n mRNA - mé&ara ei ollut noussit kuormituksen jalkeen, mutta
kahden paivan paasta huomattiin tilastollisestikitseva ero kontrollitasoon néhden.
Niinp& naiden kahden tutkimuksen perusteella vp@itelld, ettd Ankrd2:n mRNA -
maara alkaa nousta muutaman tunnin jalkeen kuoksegia ja on koholla ainakin

muutaman paivan. Kuitenkaan tulokset eivat oleraiksiselitteisia, silla keskihajonnat
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ovat kummassakin tutkimuksessa suuret ja lisaksatéutkimuksessa tulokset eivat ole

tilastollisesti merkitsevia.

Ankrd2:n ja CARP:in maarien muutokset eivat naytinainakaan silmamaaraisesti
olevan riippuvaisia toisistaan. Tama tarkoittaad ¢ds jollain koehenkil6lla CARP:in

MRNA - m&ara nousi huomattavasti, niin Ankrd2:n nfRNmaara ei valttamatta nous-
sut yhtddn. Tama osoittaisi, ettd kyseisten geeitmeanemistd saatelevat eri tekijat,

vaikka ne ovatkin niin samankaltaisia toistensaskan

DARP. DARP:in mRNA maarissa ei tapahtunut tilastolliseserkitsevia muutoksia
protokollan aikana. Tama oli hypoteesinakin aiempatgintutkimusten ja Lehti ym.
(2009) tutkimuksen perusteella. Mydskaan keskiasaiei tapahtunut suuria muutoksia
ja keskihajonnat olivat pienid. Tama tulos on d$&#&#l merkitseva, silla se vahvistaa ai-
empien tutkimusten tuloksia. Melko varmasti voidaarsanoa, etta DARP:in maara ei
merkitsevasti nouse minkaénlaisen kuormituksenasgisena. Mutta tietenkaan kaikkia
mahdollisia lihasten kuormituksia ei ole DARP:imatta tutkittu, joten kyllahan sellai-
nenkin lilke voi 16ytya, joka lisad DARP:in ilmenéstd. Kuitenkin olettaisin, etta pal-
jon eksentrista liiketta sisaltava lihastyo on jusellainen jonka pitaisi saada DARP:in
maarat nousemaan. Mutta koska niin ei kaynyt, omkahdollista, ettd DARP:in p&a-
asiallinen tehtava on jossain muualla kuin lihakseelaptaatioon liittyvissa asioissa.
Mydskin aiemmin on ehdotettu, ettd sen tehtdva i ohdmenomaan rasva-

aineenvaihdunnassa (Ikeda ym. 2003).

Kaikkien proteiinien mRNA — maarien kontrolliarvess (pre-arvot) oli paljon pienempi
keskihajonta kuin palautumisen aikaisissa arvoi§sakasteltaessa poikkeuksellisten
koehenkildiden kontrolliarvoja, ei niissa havaithutdan huomattavaa. Jos kontrolliar-
votkin olisivat olleet keskiarvoa huomattavasti kemmmat, olisi voinut ajatella, etta
koehenkilon lihassolut ilmentavat yleisesti herkemija enemman kyseista proteiinia.
Kuitenkin lahtdarvoista pystyi havainnoimaan edén tutkimusten (esim. Miller ym.
2003) tulokset silta osin, ettda CARP:ia on lihassda vahemman kuin Ankrd2:ta.
Ankrd2:n ja DARP:in mé&arien ollessa suunnilleen agroli CARP:in mé&ara yli kym-
menkertaisesti pienempi. Tosin aiemmin on havagti# myés DARP:ia olisi enemman

sydamessa kuin lihassoluissa, mutta koska emmim¢atksydanlihaksen DARP - maa-
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ria, emme voi sanoa ettei sydamen DARP — konsdidrabsi viela suurempi kuin li-
hassolujen DARP — maara.

Tassa tutkimuksessa tutkittiin proteiineja vainngkiptiotasolla. Usein mRNA:n -
maaran lisaantyessa puhutaan, etta proteiinimdargesti lisdantyy. Kuitenkaan kai-
kesta mRNA:sta ei aina synny toimivaa proteiinialrieiin proteiinin synty on kiinni
my0s translaation onnistumisesta seka lopullisetepnin aktivoimisesta joko fosfory-
loinnin tai defosforyloinnin kautta. Lisaksi MARPYoivat aiempien tutkimusten mu-
kaan liikkua esimerkiksi sytoplasmasta tumaan (eSisukamoto ym. 2008), joten t&-
makin vaikuttaa niiden toimintaan. Onhan selvats esimerkiksi CARP ei voi osallis-
tua transkriptioon (kiinnittymalla transkriptiotgdihin) ellei se kulkeudu ensin tumaan.
Jotta proteiinimaarien muutoksista voitaisiin ollarmoja, taytyisi proteiinien maaraa
tutkia myos esimerkiksi Western blottauksella tamunohistokemiallisella tutkimuk-
sella. Taman kautta saataisiin tietoon, paljonkd\ARta oikeasti jatkaa valmiiksi pro-
teiiniksi. Kuitenkin aiemmissa elaintutkimuksissa odaita proteiineja tutkittu seka
MRNA - ettd proteiinitasolla, eika lukemissani fotksartikkeleissa ole mainittu, etta
naiden valilla olisi suurta eroa. MRNA - tason iotiken on kuitenkin paljon helpom-
paa kuin proteiinitason maaritys. Etenkin kuormseik jalkeen naytteenoton ajankohta
vaikuttaa proteiineihin paljon voimakkaammin kuifRMA:han. Eri proteiinit nimittain
syntetisoituvat eri vauhtia ja saattavat myos lajobpeasti valmistuttuaan. Siksi on
vaikea tietdd mihin aikapisteeseen minkakin proteikonsentraatiopiikki ajoittuu. Ta-
man selvittdmiseksi tarvittaisiin paljon eri aiksigisséa otettuja biopsioita. Ihmisella
usean biopsian ottaminen on kuitenkin epamiellg#&yjoten on helpompaa ottaa vain
muutama biopsia ja maarittdéd mRNA — tasot. Immustokemiallinen varjays olisi ol-
lut myo6s siitd hyva, etta siind olisi nahnyt, on€ARP ja Ankrd2 siirtyneet tumaan
kuormituksen seurauksena, niin kuin joissain tutikdsissa on todettu (esim. Tsukamo-
to ym. 2008).

Tuloksiin saattaa vaikuttaa se, ettéd biopsiandit@aei maaritetty tarkasti. Esimerkiksi
heti kuormituksen jalkeinen biopsia otettiin vaimmopeasti kuin pystyttiin. Voi olla,

ettd koehenkildiden naytteenotto — ajat erosivaitasminuutteja, joka vaikuttaa vah-
vasti mMRNA — tason tuloksiin. Lisaksi koehenkilGidkuormituksen aiheuttama vasy-
mys saattoi olla eritasoista. Jotkut hyppivat ki@man kuin vain jalat eivat pettaneet al-

ta ja jotkut lopettivat aikaisemmin. Joillekin kaatkil6ille kuormitus oli sen verran ke-
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vyt, etta heita jouduttiin pyytamaan lopettamaaarkuitus 20 minuuttia hypittyaan, sil-
& vasymysta ei ilmennyt. Kuormituksen rasittavuu@eot ilmenivat myos eritasoisina
lihaskipuina seuraavana paivana. Jos koehenkitisi ollut enemman, olisikin ollut

mielenkiintoista tutkia lihasvasymyksen (maksimman lasku) ja MARP:ien konsent-
raatioiden korrelaatioita. Nain olisi saatu sebjiletta lisdantyykd MARP:it sitd enem-

man, mitd enemman ilmenee lihasvasymysta, niin &@létiaa saattaa.

Olisi ollut hyva, jos koehenkildita olisi ollut ememan. Se olisi pienentanyt keskihajon-
toja ja tuonut enemman tilastollista merkitsevyy&®ehenkil6ita oli alun perin kym-
menen, mutta yhden koehenkilén biopsian kasittelynaistunut. Onneksi koehenkilo,
joka jouduttiin jattdmaan pois analyyseista, oliutankin poikkeuksellinen, silla han ei
ollut lahes lainkaan uupunut kuormituksen jalkeleisaksi olisi ollut mielenkiintoista
tutkia Ankrd2:n muutosta vahan pidemmalla aikal&liraman ja Lehti ym. (2009) tut-
kimusten perusteella Ankrd2:n mRNA - maar&ledi nousta tilastollisesti merkitsevas-
ti vield kolmen tunnin jalkeen kuormituksesta, muttigdnkin se on noussut 48 tunnin
paastd kuormituksesta. Arvoitukseksi siis jaa, etidoin tapahtuu tdma selvempi
MRNA:n konsentraation nousu vai nouseeko konsdidrggsaisesti muutaman paivan

ajan.

Alkuperainen tutkimussuunnitelma muuttui myos sealt@, ettéa analysoinnissa kaytet-
tiin vain yhta housekeeping — geenid. PCR:ssdéiigjettyds ribosomaalinen RNA —
geeni (18s), mutta ajo ei onnistunut. Yleensa sdbkormalisoidaan vahintaan kahteen
housekeeping - geeniin. Mutta ainakin Lehti ym.0@p0tekivat aiempien tutkimusten
perusteella johtopaatdksen, etta juuri GAPDH oikikta vakain geeni kuormitustutki-
muksissa. Liséksi heidan omassa tutkimuksessaaja IB8PDH antoivat |lahes saman-

laiset tulokset.

Kokonaisuudessaan tutkimus kuitenkin onnistui ilnsmirempia ongelmia. Tuloksia
voidaan pitdé luotettavina, silla kolmen rinnakkéigteen konsentraatiotkin olivat 1a-
hes samat. Tuloksista vain yksi DARP:in tulos jatidujattamaan analyysien ulkopuo-
lelle, silla sen keskihajonta oli lilan suuri vetwama kahteen muuhun rinnakkaisnayttee-
seen. Myds totaali- RNA — naytteet olivat melko tauta, kaikkien spektrofotometrilla
mitatun 260/280 — absorbointisuhteen ollessa gli(llite 1). Lisaksi tuloksista voidaan

paatelld, ettd kaikki RNA pysyi ehjana eristyksélkgen, vaikka eheytta ei tarkastettu
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ajamalla naytettd geelissa, niin kuin usein tehd#&eelid ei ajettu sen vuoksi, etta
biopsiat olivat niin pienid, etta geelissé ei nideisimmin olisi n&kynyt mitaan.

Yhteenveto. Taméan tutkimuksen perusteella kelkkahyppely — kutusnlisaa CARP:in
MRNA konsetraatiota tilastollisesti merkitsevaktnsentraatio oli kolme tuntia kuor-
mituksen jalkeen korkeampi (102 - kertainen kotitedoon nahden) kuin heti kuormi-
tuksen jalkeen (17 - kertainen kontrollitasoon reéit)d Taman perusteella voidaan paa-
telld, ettd CARPIlla todellakin on jonkinlainen taha lihaksen adaptoitumisessa paljon
eksentrista lihastyota sisaltavaan harjoituksearkrd2:n mRNA - maarissa ei 16ytynyt
tilastollisesti merkitsevia eroja, mutta keskiasasti maara nousi kolmen tunnin koh-
dalle (1,5 — kertainen kontrollitasoon nahden). &S€ARP:in ettd Ankrd2:n kohdalla
koehenkildiden valiset vaihtelut ja keskihajonnévai suuria. Monilla kuormituksen
jalkeiset arvot olivat jopa lahtdarvoja matalampiamaé tuo tuloksiin hieman epévar-
muutta. DARP:in mRNA konsentraatioissa ei havaiiomattavia muutoksia lahtoar-

voon nahden.

Tulosten varmistamiseksi ja tulosten suurien keghifitojen vuoksi lisdtutkimuksia tu-
lisi tehdd isommilla koehenkiloma&arilla. Lisaksirsiakin Ankrd2:n osalta tulisi aika-
pisteet suunnitella hieman erilaisiksi, jotta sesitaselville, ettéd milloin kyseisen prote-
iinin mMRNA - mé&ara nousee merkitsevasti. Myos pnoitason mittauksia tulisi tehda

ihmisilld, silla ei ole varmaa, muodostuuko kailkestRNA:sta valmista proteiinia.
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LITTEET

LIITE 1. RNA — eristyksen tuloksia.

36

260/280- biopsian
PVM kh ID [RNA] suhde koko RNA yield*

(ug/ml) (mg) (ug/mg)
17.2.2010 4la 127 1,88 19 0,3324
17.2.2010 4la 125,6 1,9 19
22.2.2010 41b 137,2 1,93 8,7 0,771
22.2.2010 41b 131,1 1,9 8,7
17.2.2010 41c 46 1,87 15,3 0,1485
17.2.2010 41c 44,9 1,82 15,3
19.2.2010 42a 262,21 2,07 334 0,3906
19.2.2010 42a 259,69 2,08 334
12.2.2010 42b 223,9 1,97 37,5 0,29687
12.2.2010 42b 221,4 1,93 37,5
22.2.2010 42c 209,1 1,98 65,1 0,1633
22.2.2010 42c 216,3 2 65,1
17.2.2010 43a 314,7 1,97 41,5 0,3793
17.2.2010 43a 314,6 1,96 41,5
17.2.2010 43b 130,9 1,93 18,3 0,3801
17.2.2010 43b 147,3 1,91 18,3
17.2.2010 43c 81,7 1,83 19,5 0,2091
17.2.2010 43c 81,4 1,87 19,5
22.2.2010 44a 390,8 1,96 38 0,507
22.2.2010 44a 379,8 1,95 38
12.2.2010 44b 183,5 1,87 23,6 0,37097
12.2.2010 44b 166,7 1,88 23,6
22.2.2010 44c 70,3 1,93 17,4 0,25
22.2.2010 44c 104 1,94 17,4
19.2.2010 45a 140,26 2,14 22,1 0,3225
19.2.2010 45a 144,89 2,07 22,1
22.2.2010 45b 151,1 1,96 39,6 0,19
22.2.2010 45b 149,9 1,97 39,6
17.2.2010 45c 105,9 1,89 20,8 0,2523



17.2.2010
22.2.2010
22.2.2010
18.2.2010

18.2.2010
22.2.2010
22.2.2010
22.2.2010
22.2.2010
22.2.2010
22.2.2010

19.2.2010
19.2.2010
22.2.2010
22.2.2010
22.2.2010
22.2.2010
22.2.2010
22.2.2010
22.2.2010
22.2.2010
22.2.2010
22.2.2010
19.2.2010
19.2.2010
12.2.2010
12.2.2010
12.2.2010
12.2.2010
12.2.2010

45c
46 a
46 a
46 b

46 b
46 c
46 c
47 a
47 a
47 b
47 b
47 c
47 c
48 a
48 a
48 b
48 b
48 c
48 c
49 a
49 a
49 b
49 b
49 c
49 c
50 a
50 a
50 b
50 b
50 b
50c
50c

104
340,8
316,1
157,9

167,92
155,6
140,6
77,3
79,59
43
41,6

522,37
522,37
233,9
290,4
156,1
1471
391,3
346,9
212
2157
239,8
265,2
166,47
164,42
1209,4
658,7
812,1
363
581,5

1,9
1,95
1,95
2,06

2,07
191
1,92
1,88
1,86
1,86
191

2,09
2,14

1,99
1,96
1,96
2
2
1,94
1,93
1,95
1,97
2,12
2,12
2
1,97
1,98
1,93
1,96

20,8
38,3
38,3
39,7

39,7
18
18

17,4

17,4
6,5

41
41
42,3
423
30,2
30,2
46,7
46,7
19,8
19,8
32,9
32,9
56,1
56,1
61,2
61,2
61,2
63,9
63,9

37

0,4287

0,2064

0,4105

0,2254

0,325

0,637

0,3098

0,251

0,3952

0,54

0,3837

0,1474

0,60082

0,36952

*RNA yield= paljonko totaali RNA:ta biopsiassag(mg)

HUOM! ID:ista on poistettu nimikirjaimet koehenkildunnistamisen valttamiseksi.

ID- koodeissa:

a = kontrollinayte (pre)
b = post Oh nayte
¢ = post 3h nayte



