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Abstract: The world population is rapidly ageing and one of the most serious consequences of ageing is the
development of sarcopenia. “Sarcopenia” refers to age-related muscle wasting wich causes functional decline
and impaired mobility and significantly increases the risk for e.g. metabolic diseases, including diabetes.
Resistance training, and especially strength training, has been shown to be useful for both the prevention and
treatment of sarcopenia. Although many studies have focused on structural and functional characteristics of
age-related skeletal muscle weakness, still lack of knowledge exists about the exact molecular mechanisms
underlying the development of sarcopenia.

O-GlcNAcylation (O-linked B-N-acetylglucosamine) is the last step of the hexosamine biosynthetic pathway
(HBP) where the end-product, UDP-GIcNAc substrate, is produced and its B-D-N-acetylglucosamine
(GIcNac) unit is added to serine or threonine residues of nuclear and cytoplasmic proteins. O-linked N-
acetylglucosamine transferase (OGT) catalyzes the addition and O-GlcNAcase (OGA) catalyzes the removal
of a single GIcNAc unit.

Changes in the levels of protein O-GlcNAcylation have been associated with a number of age-related
diseases, although relatively little is known about the impact of age on OGT and OGA enzyme activity and
O-GlcNAcylation of skeletal muscle proteins. So far, recent studies have focused on the effects of short-term
physical exercise, while the effects of life-long physical activity on the OGT and OGA gene expression and
protein O-GlcNAcylation in skeletal muscle has not been reported.

In the current study the effects of life-long physical activity in terms of voluntary running wheel and forced
treadmill training were studied with rats training from the age of 5 months to the age of 23 months. The
groups of 5 and 23 months old untrained rats served as control groups and were used to determine the
association of age with protein O-GlcNAcylation. Skeletal muscle protein glycosylation via O-
GlcNAcylation was studied at the transcript level of OGT and OGA enzymes in the soleus and extensor
digitorum longus (EDL) muscles. Also the total amount of O-GlcNAcylated proteins was determined.

Real time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) was used to measure the OGT and OGA
transcript levels. The total levels of O-GlcNAcylated proteins were measured by using Western blot method.
These results showed that the levels of OGT and OGA transcripts were significantly higher in soleus muscle
than in EDL muscle in all study groups. Old animals had also higher levels of OGT transcripts than young
adults in the soleus muscle. Life-long physical activity decreased the expression of OGT and increased the
total levels of protein O-GlcNAcylation in both muscle types. In EDL muscle OGA expression was decreased
following life-long voluntary running wheel training. The expression of OGT correlated significantly with
that of OGA in both muscle types.

For the first time, we showed here that age and life-long physical activity affect the expression of OGT and
OGA genes and total levels of O-GlcNAcylated proteins in two different skeletal muscle types. Together
with other studies these results add the knowledge that age is associated with increased expression of OGT
gene, both voluntary and forced endurance-type training enhance muscle protein O-GlcNAcylation, and
sedentary lifestyle is associated with diminished O-GlcNAcylation in skeletal muscle. The results also
suggest that the expression of OGT and OGA genes are regulated in tandem and deserves further studies.
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1. JOHDANTO

lakkédiden ihmisten mddrd kasvaa maailmanlaajuisesti ja yksi merkittivimmista
ikdéntymisen aiheuttamista muutoksista on luustolihasten heikentyminen. Sarkopenia eli
lihaskato heikentéé ennen kaikkea ikééntyvin ihmisen terveyttd ja sitd kautta eldménlaatua,
mutta se aiheuttaa myos kustannuksia sosiaali- ja terveydenhuollolle. Lihaskadon my6ta
koko elimiston liikuntakyky heikkenee ja alttius metabolisille sairauksille, kuten
diabetekselle, kasvaa merkittdvasti (ks. yleiskatsaus Thompson, 2009). Tutkimusten
mukaan aikuisidssd harrastetun, sddnndllisen litkunnan on todettu hidastavan lithasvoiman
ja -massan heikentymistd (Faulkner ym., 2007; Ryall ym., 2008), mutta useista
tutkimuksista huolimatta ymmaérrys liikunnan vaikutusmekanismeista molekyylitasolla on

vield puutteellista.

1.1. Hitaat ja nopeat lihassolut

Luustolihas koostuu pitkistd poikkijuovaisista, monitumaisista lihassoluista. Lihassoluja
ympéardi endomysiumiksi nimetty sidekudosrakenne, joka liittyy lihassolukalvoa eli
sarkolemmaa ympdrdivdan tyvikalvoon. Lihassolut ovat jérjestdytyneet rinnakkain
lihassolukimpuiksi, joita puolestaan tukee perimysiumiksi kutsuttu sidekudosverkosto.
Perimysium on liittyneend koko lihasta ympiardivddn epimysium-kalvoon, jonka kautta
muodostuu yhteys jénteen kautta luuhun. Lihassolun solukalvon ja tyvikalvon vélissd
sijaitsevat lihassolujen kantasolut eli satelliittisolut, jotka voivat aktivoitua esimerkiksi

sarkolemman tai tyvikalvon vaurioituessa ja solukuoleman yhteydessa.

Poikkijuovaiset lihassolut jaetaan kahteen pddluokkaan, I- ja II-tyypin soluihin, jotka
eroavat toisistaan aineenvaihdunnaltaan, rakenteeltaan ja toiminnaltaan. Eri lihassolutyypit
ilmentdvat tietyistd lihasproteiineista, kuten tropomyosiinista, troponiinista ja myosiinista,
eri isomuotoja. Pédfasiassa lihassolut luokitellaan myosiinin raskasketju (MyHC, engl.
myosin heavy chain) -isomuodon mukaisesti. Tyypin I lihassolut ovat hitaasti supistuvia,
MyHC 1 -isoformia ilmentévid, ensisijaisesti oksidatiivista energia-aineenvaihduntaa
hy6dyntivid soluja, jotka sisdltdvdt enemmén mitokondrioita ja myoglobiinia kuin tyypin
IT solut. Koska tyypin I solut tuottavat energiansa péaédsééntoisesti aerobisesti, ne soveltuvat

parhaiten pitkdkestoiseen suoritukseen. Tyypin II lihassolut voidaan jakaa edelleen



kolmeen alaryhméén: Ila, IIb ja IIx. II-tyypin solut ovat nopeita, MyHC II -isoformeja
ilmentévid soluja, jotka tuottavat energiaa péddasiassa glykolyysin avulla. Koska tyypin II
solut tuottavat tehokkaasti energiaa glykolyysin avulla my0s anaerobisesti, ne soveltuvat

erityisen hyvin lyhytkestoiseen, rdjahtdvad voimantuottoa vaativaan lihastoimintaan.

Lepovaiheen aikana lihassolut tuottavat suurimman osan tarvitsemastaan energiasta
aerobisesti mitokondriossa. Lihassupistuksen aikana solujen energiantarve kuitenkin
kasvaa, kun sarkomeerin keskiosassa sijaitsevat aktiini- ja myosiinisidikeet liukuvat
toistensa lomitse. Fyysisen aktiivisuuden yhteydessd tarvittavan korkeaenergisen
yhdisteen, ATP:n (adenosiinitrifosfaatti), tuotanto tehostuu, jolloin myds hiilihydraattien
(glukoosin ja glykogeenin) ja rasvahappojen (lipidien ja triglyseridien) kaytto
energianldhteend lisddntyy. Katabolisten eli hajoittavien reaktioiden aikana glukoosia
pilkotaan ensin glykolyysissd, jonka jidlkeen pilkkomisreaktio jatkuu mitokondriossa.
Triglyserideistd vapautuneet rasvahapot kuljetetaan mitokondrioihin, joissa niiden
sisdltimd energia sidotaan ATP:hen hapettamalla beta-oksidaatioksi -kutsutussa
reaktioketjussa. ATP:hen sidottu energia kdytetddn kaikkiin energiaa vaativiin solujen
toimintoihin mukaan lukien lihassupistukseen. Yksilon kunto, fyysisen harjoittelun kesto ja
intensiteetti vaikuttavat siithen, tuotetaanko ATP:ta aerobisesti vai anaerobisesti.
Matalatehoisen ja pitkdkestoisen harjoittelun aikana ATP:n valmistukseen tarvittava
energia vapautetaan aerobisesti hitaiden lihassolujen glykogeenivarastoista glykolyysissé ja
sitruunahappokierrossa. Rasvahapoista energia vapautetaan beta-oksidaatiossa. Aerobinen
prosessi tuottaa enemmidn ATP:ta kuin anaerobinen, ja vastaa siten paremmin solujen
energiantarpeeseen matalatehoisen pitkékestoisen harjoittelun aikana. Harjoittelun
intensiteetin kasvaessa rekrytoidaan nopeita lihassoluja, joissa hiilihydraattien sisdltima
energia vapautetaan lihassolun kayttoon anaerobisen glykolyysin avulla (Jeukendrup ym.,

2002; Pette ym., 2002).

1.2. Proteiinien O-GlcNAcylaatio luustolihaksessa

Luustolihasten toiminta on riippuvaista glukoosin saannista. Glukoosin méiird puolestaan
vaikuttaa proteiinien glykosylaatioon, jossa proteiinien toimintaa sdddelldén liittdmalla
niihin hiilihydraattijohdannaisia translaation aikana tai sen jélkeen. Glykosylaatio voidaan

jakaa kahteen péatyyppiin, N- ja O-vilitteiseen. O-vilitteinen glykosylaatio on spesifinen



tuman, solukalvon ja sytosolin proteiineille. Endoplasmisen kalvoston tai Golgin laitteen
proteiineissa ei ole todettu O-vilitteistd glykosylaatiota (Torres ja Hart, 1984; Holt ja Hart,
1986). O-B-N-asetyyliglukosaminylaatio (O-GIlcNAcylaatio) on yksi yleisimmistd O-
vilitteisistd glykosylaatioista monisoluisilla eukaryooteilla (ks. yleiskatsaus Roth ym.,
2012). O-GlcNAcyloitujen proteiinien madrdd sddtelevit useat eri tekijit ja O-
GlcNActasojen vaihtelu on yhdistetty moniin kroonisiin sairauksiin kuten diabetekseen,
hermostosairauksiin sekd syOpdin (Hanover, 2001). O-GlcNAcylaatio on proteiinien
fosforylaatioon verrattavissa oleva reaktio, jossa proteiinien toimintaa sédddellddn
entsyymivilitteisesti liittdmalld niiden rakenteeseen O-GlcNAc-sokeriosia. Viimeaikaiset
tutkimustulokset ovat osoittaneet fosforylaation ja O-GlcNAcylaation toimivan
yhteistydsséd solun toimintoja séételevind tekijoind, silli niiden on todettu vaikuttavan
samojen kohdeproteiinien toimintaa (Wang ym., 2007; Wang ym., 2008; Wang ym., 2010;
ks. yleiskatsaus Zeidan ja Hart 2010).

Uridiinidifosfaatti (UDP) -GlcNAc-substraatti muodostuu heksosamiinin synteesireitin
paidtekohdassa. O-GlcNAcylaatiossa substraatin GIcNAc-sokeriosa liitetddn proteiinien
seriini- tai treoniini-aminohappoihin happimolekyylin vélitykselld O-GlcNAc-transferaasin
(OGT) katalysoimassa reaktiossa. O-GIcNAcin poistaminen tapahtuu O-GlcNAcaasi
(OGA) -entsyymin avulla. Heksosamiinin synteesireitilld toimii my0s glutamiinifruktoosi-
6-fosfaattiamidotransferaasi (GFAT) -entsyymi, joka sdételee glukoosin pilkkomisnopeutta
hajoittamalla fruktoosi-6-fosfaattia (Fruc-6-P) glukosamiini-6-fosfaatiksi (GlcN-6-P) (kuva
1) (ks. yleiskatsaus Hart ym., 2011). O-GlcNAcylaation tiedetdin séddtelevin useita solun
eri toimintoja, kuten transkriptiota (Yang ym., 2002) ja translaatiota (Ohn ym., 2008),
signaalinvilitystd (Yang ym., 2008), proteiinien kuljetusta (Geng ym., 2012), solusyklid
(Slawson ym., 2005) sekd kasvua ja kehitystd (O'Donnell ym., 2004). O-GlcNAcylaation
ensisijaisena tehtivind on toimia ravinnonsaantia ja solustressid séditelevind tekijand
(Wells ym., 2003), silld monien metabolireittien vélituotteet osallistuvat heksosamiinin
synteesireitin toimintaan vaikuttaen O-GlcNAcylaatiossa kaytettdvin UDP-GlcNAc-
substraatin muodostamiseen. Glukoosi on merkittdvin UDP-GIcNAcin muodostumista
sadtelevistd ravintoaineista, ja tutkimusten mukaan arviolta 2 - 3 % soluun kuljetetusta
glukoosista kulkee heksosamiinin synteesireitin kautta (Marshall ym., 1991). Glukoosin

sisddnoton tehostuessa myods heksosamiinin synteesireitin ldpi kulkevan glukoosin miira
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kasvaa ja O-GlcNAcylaatiokapasiteetti lisdéntyy (Walgren ym., 2003). Solustressin aikana
O-GlcNAcylaatiotason akuutilla lisdéntymiselld on ehdotettu olevan solua suojeleva
vaikutus, silld sen tiedetdén osallistuvan proteiinien hajotusta (Zhang ym., 2003) ja
apoptoosia aiheuttavien signaalireittien sdételyyn (Zachara ym., 2004; Liu ym., 2006).
Pitk&aikaisella altistumisella on puolestaan todettu olevan yhteys monien sairauksien,

kuten sydvin, hermostosairauksien ja diabeteksen patologiaan (ks. yleiskatsaus Hart ym.,
2011).

HEKSOOSIAMIININ
SYNTEESIREITTI
Glukoosi -~~~ ----Gle
metabolia l
Gle-6-P
) Fruc-6-P
Ammoh_appo ffffffffffffffffff  Glutamiini
metabolia GFAT
GleN-6-P
Rasvahappo------ Asetyyli —
metabolia KoA
GlecNAc-6-P
Gle NAc-1-P
Nukdeotidi - oo UTP —
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transferaasi
(OGT)
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. —

protetint 0-GleNAcaasi
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77 TN\
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Translaatio havaitseminen/ Alzheimerin tauti syopd
diabetes

Kuva 1. Kaavakuva UDP-GIcNAc-substraatin synteesireitistd ja proteiinien O-GlcNAcylaatiosta.
Heksosamiinin synteesireitille osallistuvat useat eri metaboliset yhdisteet ja lopputuotteena muodostuu UDP-
GlcNac-substraatti. GFAT-entsyymi sédtelee glukoosin pilkkomisnopeutta katalysoimalla fruktoosi-6-
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fosfaatin (Fruc-6-P) hajoittamista glutamiini-6-fosfaatiksi (GIlcN-6-P). O-GlcNAcylaatiossa substraatin
sokeriosa (GlcNAc) kiinnitetdan kohdeproteiinin seriini/treoniini yksikéihin OGT-entsyymin katalysoimassa
reaktiossa. GIcNAcin poistoa proteiinista katalysoi OGA-entsyymi. O-GlcNAcyloidut proteiinit sddtelevit
useita eri solun toimintoja (Kuva on muokattu julkaisusta Hart ym., 2011; kuva 1).

GlcNAc-sokeriosan liittdmisestd proteiineihin ja sen poistamisesta proteiineista vastaa
kaksi eri entsyymié, jotka ovat rakenteeltaan ja toiminnaltaan hyvin samanlaisia. GIcNAcin
liittamistd katalysoiva OGT-entsyymi muodostuu entsyymiproteiinin C-terminaalin
katalyyttisestd yksikostd sekd proteiini-proteiini liitokseen tarvittavasta tetratrikopeptidin
(TPR) toistojaksosta (Kreppel ja Hart., 1999). OGT:n toiminta on suoraan riippuvaista
GlcNAcin saatavuudesta, mutta myds OGT-entsyymin itsensd aktiivisuutta sdddellddan O-
GlcNAcylaatiolla (Kreppel ja Hart., 1999). OGA-entsyymi koostuu OGT:n tavoin
katalyyttisestd osasta ja proteiinien viliseen liitokseen osallistuvasta HAT (histoni
asetyylitransferaasi) -yksikostd (Toleman ym., 2004). OGA:n tehtivdnd on poistaa
GlcNAc-sokeriosa proteiinista ja vaikuttaa siten O-GIcNAcyloitujen proteiinien mééraan
solussa. O-GlcNAcylaation sdidtely on hyvin monimutkaista, silli sen kokonaistason
vaihteluun vaikuttavat OGT- ja OGA-entsyymien ja UDP-GIcNAcin lisdksi myds GFAT-
entsyymin aktiivisuus (Weigert ym., 2003) sekd solunulkoiset olosuhteet, kuten veren
glukoosipitoisuus (Taylor ym., 2008; Taylor ym., 2009) ja vapaiden rasvahappojen maara
(Weigert ym., 2003). Weigert ym. (2003) ja Fiilop ym. (2006) tekemésséd tutkimuksessa
osoitettiin, ettd heksosamiinin synteesireitin lépi lisdéntynyt ravintoaineiden virtaus olisi
ensisijainen proteiinien O-GlcNAcylaatiota séételevd tekijd. Sydédn- ja luustolihaksesta
tehdyissd tutkimuksissa UDP-GIcNAcin méédrdn nousun havaittiin olevan seurausta
kohonneista veren glukoosi- ja rasvahappopitoisuuksista. Tutkimuksessa myds GFAT-
entsyymiproteiinien mairé lisddntyi. Sen sijaan OGT:n ilmentyminen proteiinitasolla sdilyi

lahes muuttumattomana (Weigert ym., 2003; Fiilop ym., 2006).

Useat tutkimukset ovat osoittaneet O-GlcNAcylaatiolla olevan merkitystd lihassolujen
rakenteen, signaalinvilityksen ja toiminnan sditelyssd (Arias ym., 2004; Hedou ym., 2007
ja 2009; Ogawa ym., 2012). O-GlcNAcylaation merkitystd luustolihassolujen toimintaa
sddtelevidnd tekijdnd korostaa my0s havainto, jonka mukaan rotan luusto- ja
sydénlihaksessa OGT:n aktiivisuus on 2 - 4 kertaa suurempi kuin maksassa, jolla on my0s
keskeinen tehtdva insuliinin kohde-elimenid (Yki-Jarvinen, 1997). Rottien luustolihaksista

tehdyissd tutkimuksissa havaittiin useiden supistumiseen osallistuvien proteiinien (mm.
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aktiinin ja myosiinin) olevan O-GlcNAcyloituja (Hedou ym., 2007; Hedou ym., 2009). O-
GlcNAcylaation on myds todettu estdvén supistumiseen osallistuvien proteiinien hajotusta
rotan luustolihaksessa (Cieniewski-Bernard ym., 2004) sekd parantavan lihassupistumiseen

osallistuvien proteiinien kykya sitoa kalsiumioneja (Hedou ym., 2007).

1.3. Ikddntyminen ja proteiinien O-GIlcNAcylaatio luustolihaksessa

Lihaskato eli sarkopenia on yksi merkittivistd ikddntymisen aiheuttamista seurauksista.
Sarkopenian kehittymiseen vaikuttavia tekijoitd on useita, kuten heikkolaatuinen ravinto,
krooniset sairaudet, vdhdinen liikunta sekd ik&antymiseen liittyvd proteiinisynteesin
vidheneminen lihaksissa (ks. yleiskatsaus Doherty, 2003). Ikddntymisen myoti rasvattoman
kehonpainon osuus vihenee samanaikaisesti, kun rasva- ja sidekudoksen maaré lisdintyy.
Ikéantymisen aiheuttaman lihasmassan vdhenemisen tiedetdédn olevan yhteydessd
lihassoluissa tapahtuviin kvalitatiivisiin ja kvantitatiivisiin muutoksiin. Ikddntymisen
vaikutuksesta lihassolujen koko pienenee, motoristen yksikdiden mééréd vihenee ja voiman
tuotossa tarvittavien (nopeiden) II tyypin solujen médrd muuttuu suhteessa I (hitaiden)
tyypin solujen méérddn. Tyypin II lihassolujen vihenemisen on ehdotettu olevan seurausta
solujen  kokonaismidrdn vdhenemisesti tai tyypin [ suuntaan tapahtuvista
rakennemuutoksista. Uusimmat tutkimukset ovat kuitenkin osoittaneet ikddantymisen myota
tyypin I suuntaan tapahtuvan solutyyppimuutoksen olevan vihdisempéé kuin aikaisemmin

on esitetty (ks. yleiskatsaus Andersen, 2003).

O-GlcNAcylaation on havaittu olevan yhteydessd moniin ikééntymisen aiheuttamiin
sairauksiin, mutta suhteellisen vdhdn kuitenkin tiedetdén siitd, miten ikdéntyminen
vaikuttaa OGT- ja OGA-geenien aktivoitumiseen ja proteiinien O-GlcNAcylaatioon
luustolihaksessa. Lihasatrofian tiedetéén aiheutuvan merkittavéstd lihasmassan (Thomason
ja Booth, 1990) ja lihassolujen proteiinien vihenemisestd (MacDonald ym., 1995), minki
seurauksena lihaksen kyky toimia supistusvoimaa vaativissa tehtdvissd heikkenee.
Proteolyyttisen jirjestelmén ja apoptoosireittien aktivoitumisen on todettu olevan osasyy
lihasheikkouden kehittymiseen (Hunter ym., 2002; Franch ja Price, 2005). Rotan

sydénlihaskudoksesta  tehdyissd  soluviljelykokeissa  havaittiin, ettd  korkeiden
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glukoosipitoisuuksien  vallitessa  apoptoositekijoiden aktivoituminen ja  mé&érdn
lisddntyminen esti solujen kasvua ja aiheutti solukuolemia (Fiordaliso ym., 2001). Huang'n
ym. (2010) julkaisemassa tutkimuksessa OGA:n aktiivisuuden estimiselld havaittiin olevan
yhteys proteiinien O-GlcNAcylaatiotason nousuun, apoptoositekijoiden aktivoitumiseen
sekd proteosomien toiminnan heikentymiseen hiiren luustolihaksessa (Huang ym., 2010).
Ikdantymisen aiheuttaman luustolihasten heikkenemisen on ehdotettu olevan yhteydessi
heikentyneeseen insuliiniresistenssiin, jonka tiedetddn védhentdvdn PI3K/Akt -reitin
aktiivisuutta ja lihasproteiinien synteesid (Wang ym., 2006). O-GlcNAcylaatiolla on
todettu olevan yhteys insuliiniresistenssin muodostumiseen hiiren luustolihaksessa (Buse
ym., 2002; McClain ym., 2002), ja etenkin pitkdaikaisen altistumisen korkeille O-

GlcNAcylaatiotasoille on todettu aiheuttavan insuliiniresistenssia (Arias, 2004).

1.4. Fyysinen harjoittelu ja proteiinien O-GlcNAcylaatio luustolihaksessa

Fyysinen harjoittelu aiheuttaa lihaskudoksessa useita rakenteellisia, fysiologisia ja
biokemiallisia muutoksia. Sddnnollinen liikunta parantaa lihasten supistumiskykyé,
hengitys- ja verenkiertoelimiston toimintaa sekd glukoosiaineenvaihduntaa lisddmailld
insuliiniherkkyytta (ks. yleiskatsaus Borghouts ja Keizer, 2000). Fyysisen harjoittelun on
todettu hidastavan ikdéntymisen aiheuttamaa lihasvoiman heikkenemistd lisddmalld
lihaskestdvyyttd sekd parantamalla fyysistd suorituskykyd (Evans, 1995; Waters ym.,
2010). Kestdvyysharjoittelun vaikutuksesta lihaskudosta ympéardivien hiussuonten méaéra
lisddntyy, jotta lihassolut saavat tarpeitaan vastaavan mdirdn ravintoaineita ja happea.
Tdmin seurauksena my0s metaboliaa ylldpitdivd proteiinisynteesi lisddntyy ja
mitokondrioiden méidrd kasvaa (Short ym., 2004; Harber ym., 2009). Toistuvan,
matalatehoisen kestdvyysharjoittelun vaikutuksesta tyypin [ lihassolujen suhteellinen
midrd kasvaa, jotta lihaskudos kykenee vastaamaan visymaittd suureen médrddn hitaita

supistuksia (Pette ym., 2002).

Koe-eldintutkimuksissa fyysisen aktiivisuuden on todettu vaikuttavan proteiinien kokonais-
O-GlcNAcylaatiotasoon sydén- ja luustolihaksessa (Belke, 2011; Bennett ym., 2013; Cox
ja Marsh, 2013). Hiirten sydénlihaksella tehdyisséd tutkimuksissa todettiin kuusi viikkoa
kestidneen uintiharjoittelun vdhentévin proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoa sekd

OGT-geenin ilmentymisté ldhetti-RNA-tasolla (Belke, 2011; Bennett ym., 2013). Cox'n ja
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Marsh'n ~ (2013)  julkaisemassa  tutkimuksessa  nelja  viikkoa  kestdneen
juoksumattoharjoittelun todettiin lisdévén proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoa sekd
OGT:n ettd OGA:n ilmentymistd proteiinitasolla hiiren sydanlihaksessa (Cox ja Marsh,
2013). Fyysisen harjoittelun yhteyksistd luustolihasproteiinien O-GlcNAcylaatioon on
julkaistu tdhdn mennessid vain yksi ihmisilld tehty tutkimus, jossa vuodelevon aikaisen
yhdistetyn kestdvyys- ja vastusharjoittelun todettiin ylldpitdvan proteiinien kokonais-O-
GlcNAcylaatiotasoa luustolihaksessa (Mounier ym., 2009). Téhénastisissa tutkimuksissa
on keskitytty lyhytaikaisen harjoittelun vaikutusten seuraamiseen, eiki elinikdisen fyysisen
aktiivisuuden vaikutuksista OGT- ja OGA-geenien ilmentymiseen eikd yksittdisten
proteiinien tai proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoon ole tdhdn mennessa raportoitu

eldinten eikd ihmisten luustolihaksissa.
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2. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Tdssd pro gradu -tutkimuksessa selvitettiin idn ja elinikdisen fyysisen aktiivisuuden
yhteyttd OGT- ja OGA-geenien ilmentymiseen sekd proteiinien kokonais-O-
GlcNAcylaatiotasoon rotan soleus ja extensor digitorum longus (EDL) -lihaksissa. Soleus
on rotalla asentoa yllipitdvd, hidas, aerobista energia-aineenvaihduntaa hyddyntéva,
padasiassa tyypin I lihassoluista koostuva lihas ja EDL on nopea, anaerobista energia-
aineenvaihduntaa hyodyntidva, péddasiassa tyypin II lihassoluista koostuva ojentajalihas.
Fyysisen aktiivisuuden vaikutuksia tutkittiin sekd vapaaehtoisesti juoksupyoralld
harjoitelleilla ettd juoksumatolla juoksutetuilla rotilla. Rotat harjoittelivat 5 kuukauden
idstd 23 kuukauden ik&dn. I&n vaikutusta lihasten O-GlcNAcylaatioon selvitettiin

tutkimalla 5 kuukauden ja 23 kuukauden ikéisid harjoittelemattomia rottia.

Tutkimuksella pyrittiin vastaamaan erityisesti seuraaviin kysymyksiin:

1) Onko supistumisominaisuuksiltaan erilaisten luustolihasten vélilld eroa OGT- ja
OGA-geenien ilmentymisessé ja proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasossa?

2) Vaikuttaako ikd OGT- ja OGA-geenien ilmentymiseen ja proteiinien kokonais-O-
GlcNAcylaatiotasoon?

3) Vaikuttaako juoksupyoériharjoittelu OGT- ja OGA-geenien ilmentymiseen ja
proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoon?

4) Vaikuttaako juoksumattoharjoittelu OGT- ja OGA-geenien ilmentymiseen ja
proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoon?

5) Onko OGT- ja OGA-geenien ilmentyminen yhteydessd proteiinien kokonais-O-

GlcNAcylaatiotasoon tutkituissa lihaksissa?
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3. MATERIAALIT JA MENETELMAT

1.1. Koe-cldimet ja koejdrjestelyt

Témi tutkimus on osa Jyvéskyldn yliopiston terveystieteiden laitoksen ja Wienin
yliopiston eldinlddketieteellisen tiedekunnan vélistd tutkimusyhteistyoté (prof. A. Viidik &
M. Skalicky, dos. V. Kovanen). Koe-eldintutkimus toteutettiin ja niytteet otettiin Wienin
eldinladketieteiden laitoksella vuosien 1998 - 2000 aikana (Viidik ja Skalicky, 2003).
Jyviaskyldssd tehtdvdd osatutkimusta varten nédytteet tuotiin Jyvéskyldn yliopiston

terveystieteiden laitokselle ja séilytettiin -80 °C:ssa.

Yhden kuukauden ikdisend rotat (Sprague-Dawley) luovutettiin Himbergin yliopiston
(Itavalta) ladketieteellisestd tiedekunnasta Wienin elédinldéketieteellisen tiedekunnan
kayttoon. Himbergissd eldimid sdilytettiin patogeeni vapaissa olosuhteissa (engl. spesific
pathogen free conditions). Kokeen aikana eldinten hyvinvointia seurattiin eldinlddkirin
toimesta. Koe-eldimid pidettiin 5 kuukauden ikéiseksi asti 5 eldintd/hdkki. Hakki oli
kooltaan 56 x 35 x 19 cm (pituus, leveys, korkeus) ja ruokinnassa kéytettiin 1324 -
ylldpitorehua  (Altromin®). 4  kuukauden  idssd  koe-eldinten = halukkuus
juoksumattoharjoitteluun testattiin ja ne jaettiin sen mukaisesti juoksupyorilld ja
juoksumatolla harjoitteleviin ryhmiin (n = 32), joiden harjoittelu jatkui 23 kuukauden ik&én
saakka. Lisdksi tutkimuksessa oli 5 ja 23 kuukauden ikdisten rottien harjoittelemattomat
kontrolliryhmit. Kokeen aikana eldimia pidettiin 1/hdkki (pituus x leveys x korkeus: 23 x
19.5 x 14 cm) ja ruokinnassa kéytettiin my0s 1324 -ylldpitorehua (Altromin®). Ravinnon
ja veden saanti oli kaikilla ryhmilld ad libitum. Vesipullot vaihdettiin kaksi kertaa viikossa.
Eldintilojen kosteus (40 - 50 %), ldmpétila (22 = 1°C) ja valoisan ajan pituus (12 tuntia)
pidettiin vakiona. Juoksupydréin kdyttdd ja juoksuprofiilia seurattiin elektronisten laitteiden
(ZAK Medizin Technik, Markheiderfeld, Saksa) avulla. Juoksupyordn ympédrysmitta oli
100 cm ja leveys 9 cm. Kierroslukua seurattiin infrapunasensoreiden avulla ja 24 tunnin
aikana juostu matka mitattiin. Juoksuhalukkuuden lisddmiseksi péivittdistd ravinnon
saantia rajoitettiin 90 %:iin kontrolliryhmén ravinnon saannista. Juoksumattoharjoittelua
oli kaksi kertaa péivassd (2 x 20 minuuttia) ja viitend pdivana viikossa. Juoksualue/rotta oli

9 cm leved ja 60 cm pitkd. Matto liitkkui tasaisella nopeudella 20 m/min. Néin ollen
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paivittdinen juoksumatka juoksumatolla oli 800 m. Molempien ryhmét harjoittelivat ja
niiden juoksuharjoittelua seurattiin 18 kuukauden ajan 5 kuukauden ikdisestd 23
kuukauden ikdén asti. Kokeen aikana rottien juoksumdird vdheni 5 kuukauden ikdisestd
(17 500 m/viikko) 23 kuukauden ikddn tultaessa (7000 m/viikko). Kokeen pédtyttya
eldimet nukutettiin ja puolet eldimistd lopetettiin dekapikaatiolla ja puolet syddnpunktiolla.
Lihaskudosndytteet jdddytettiin nestemadiselld typelld ja sdilytettiin kudospankissa -80
°C:ssa. Eldinkokeet on tehty Itdvallassa voimassa olevien koe-eldintutkimuksia siételevien
lakien ja asetusten mukaan ja niilld on asianmukainen koe-eldinlupa (engl. Austrian
Commission for Animal Test Affairs, TVNr.: GZ 68.205/59 - P1/4/96) Vastuullinen tutkija
koe-eldinasiassa on professori Andrus Viidik. Tdssd pro gradu -tutkimuksessa kéytetty
aineisto koostui juoksupyord- (n = 12) ja juoksumattoryhmaistd (n = 8) sekd nuorten ja
vanhojen harjoittelemattomasta kontrolliryhméstd (n = 10). Kaikilta ryhmiltd kéytettiin
soleus ja extensor digitorum longus (EDL) -lihasten néytteitd. RNA- ja proteiinieristykset

tehtiin Jyviskylédn yliopiston terveystieteiden laitoksen laboratoriossa.

1.2.  RNA:n eristys ja reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR (RT-qPCR)

Lihaskudosndytteiden RNA eristettiin TRIzol® regenssilla valmistajan ohjeen mukaan
(Invitrogen™, Life Technologies Ltd, Paisley, UK), jonka jilkeen RNA:n konsentraatio
mitattiin NanoDrop1000 -spektrofotometrilla (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).
RNA-niytteet kasiteltiin DNaasi entsyymilld ja kddnnettiin komplementaariseksi DNA :ksi
(cDNA) kéyttden kaupallista kittid valmistajan ohjeen mukaan (Turbo DNA-free™ Kit ja
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Ambion, Applied Biosystems, Foster
city, CA, USA). RNA-juoste kddnnettiin cDNA:ksi Eppendorf Mastercycler -laitteella ja
ohjelmalla: 25 °C 10 minuuttia, 37 °C 120 minuuttia, 85 °C 5 minuuttia ja jadhdytys 4

°C:seen. Mittauksia varten ndytteitd sailytettiin -80 °C:ssa.

OGT:n, OGA:n ja GAPDH:n (glyseraldehydi 3-fosfaatti dehydrogenaasi) ldhetti-RNA-
tasot madritettiin @ RT-qPCR  -menetelmilld. Maédrityksessd kaytettiin  kaupallista
reaktioseosta (iIQ™ SYBR® Green Supermix, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) sekd
kaupallisia alukkeita (Oligomer Oy) (taulukko 1).
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Taulukko 1. RT-gPCR analyysissa kaytettyjen alukkeiden nukleotidisekvenssit.

Aluke 5-péa (engl. forward) 3'-péa (engl. reverse)

GAPDH | 5-TGGTCCAGGGTTTCTTACT-3" 5-ATTCTTCCACCTTTGATGC-3’
OGT 5-ACAGCTCTTCGTCTGTGTCC-3" | 5-AGCAAACTCTGGGAAGACCT-3
OGA 5-AGCCAACTATGTTGCCATCC-3" | 5-AGTCATCACCACGTCCTTCC-3’

Alukkeiden sulamislampdétilan (engl. annealing temperature) optimoimiseksi alukkeet
testattiin 50 - 62 °C:een ldmpotiloissa kahdella eri alukelaimennoksella (1:10 ja 1:100).
GAPDH:n mittauksessa kéytettiin reaktioseosta (25 pl), joka sisdlsi 5 ng cDNA:ta, 300 nM
alukkeita ja 1x iQ SYBR Green -reagenssia. OGT:n ja OGA:n mittauksessa reaktioseos
sisdlsi 10 ng cDNA:ta, 300 nM alukkeita ja 1x iQ SYBR Green -reagenssia.
Standardisuoran laimennossarja (100 ng, 20 ng, 2 ng, 0,2 ng) tehtiin referenssindytteesta,
joka oli kaikista eri cDNA-néytteistd koottu seos. Néytteet pipetoitiin 96 -kuoppalevylle
(Multiplate® PCR Plates™, Bio-Rad) ja ajettiin RT-qPCR -laitteella (CFX96™ Real Time
System C1000 Touch™ Thermal Cycler, Bio-Rad). RT-qPCR -ohjelmassa oli
denaturaatiovaihe (95 °C 10 minuuttia), 40 syklid pidennysvaihetta (95 °C 10 sekuntia, 60
°C 30 sekuntia ja 72 °C 30 sekuntia) ja loppuvaihe (65 °C 5 sekuntia, 95 °C, 4 °C ).
Tulokset analysoitiin CFX Manager 3.0 -ohjelmalla (Bio-Rad). Ajokertojen véliset erot
normalisoitiin referenssindytteelld, ja standardisuoralta saatuja arvoja kéytettiin eri geenien

monistumisen tehokkuuden (engl. efficiency, E) maédrittdmiseksi. Jokaisen geenin

suhteellinen méard (engl. relative quantity, RQ) laskettiin kaavalla RQ = p(Calreferenssiniyte)

~ Catkohde geeni)) " Gy ja OGA:m léhetti-RNA-méirit normalisoitiin GAPDH:n maaréalla.

GAPDH:n lahetti-RNA-tasoissa ei havaittu eroa eri lihastyyppien vélilla.

1.3. Western blot

Lihaskudosniytteet homogenoitiin kaupallisessa homogenointipuskurissa (engl. tissue
extraction reagent 1, Invitrogen™), joka sisélsi 25uM antipain-liuosta (Calbiochem, Merck
KGaA, Darmstadt, Saksa), 50 uM kymostatiinia (Calbiochem), 1 mM bentsamidiini
hydrokloridihydraattia (Sigma  Aldrich, St. Louis, USA), 0,5 mM PMSF
(fenyylimetyylisulfonyylifluoridi) (Sigma Aldrich), 50 puM PUGNAc (O-(2-Asetamidi-2-
deoksi-D-glukopyranosylidiini)amino N-fenyylikarbamaatti) (Sigma Aldrich), 1 mM
pepstatiini A:ta (Sigma Aldrich) ja 1 mM Pierce Halt™ proteaasi- ja fosfataasi-
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inhibiittorisekoitusta sekd 1 mM EDTA (etyleenidiamiinitetraetikkahappo) liuosta (Pierce,
Thermo Scientific, Rockford, IL USA). Niytteet homogenisoitiin Tissue Lyzer -laitteella
(Qiagen, Austin, Texas, USA) 5 x 2 minuuttia x 30 Hz. Naytteitd pidettiin 4 °C:ssa 30
minuutin ajan kevyesti sekoittaen ja sentrifugoitiin 4 °C:ssa 10 000g 10 minuutin ajan.
Sentrifugointi toistettiin. Proteiinikonsentraatio maééritettiin kaupallisella kitilld (Pierce®
BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific) valmistajan ohjeen mukaan. Absorbanssi
mitattiin Multiscan GO -spektrofotometrilla (Thermo Scientific) aallonpituudella 565 nm.

Western blot -analyysié varten ndytteitéd sdilytettiin -80 °C:ssa.

O-GlcNAcyloitujen proteiinien kokonaismédrd selvitettiin Western blot -menetelmalla.
Jokaisesta ryhmistd analysoitiin 8 satunnaisesti valitun koe-eldimen lihasnédytteet. Geeli-
elektroforeesiajossa kéytettiin 60 ug proteiinilaimennosta/kaivo, johon lisdttiin 4x
ndytepuskuria (4x Protein Sample Loading buffer, LI-COR, Lincoln, NE, USA). Néytteitd
pidettiin 95 °C:ssa 10 minuutin ajan, jonka jdlkeen varsinaiset niytteet, referenssiniyte (50
ug proteiinia/ndyte) ja standardindyte (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, Bio-
Rad) pipetoitiin geelille (Criterion Precast TGX, 4 - 20 %, Bio-Rad). Referenssindytteend
kéytettiin kaikista néytteistd valmistettua seosta, jonka tarkoituksena oli normalisoida
geelien vilisid eroja eri ajokerroilla. Geelit ajettiin 4 °C:ssa 300 V 30 minuutin ajan.
Blottaus tehtiin nitroselluloosakalvolle (GE Healthcare Life Sciences, Amersham™
Hybond™-ECL, Saksa) 4 CC°:ssa 2 tunnin 45 minuutin aikana 300 mA:ssa. Kalvoa
inkuboitiin Ponceau S -liuoksessa (0,2 % ponceau S + 5 % etikkahappo) huoneenldmmossa
15 minuutin ajan, huuhdeltiin vedelld ja siirrettiin PBS-liuokseen 5 minuutin ajaksi.
Ponceau S -vérjadyksen avulla varmistettiin proteiinien siirtyminen geeliltd kalvolle.
Blokkauksessa kaytettiin kaupallista liuosta (Odyssey Blocking Buffer, LI-COR), jossa
kalvoa pidettiin 4 C°:ssa yon yli. Blokkausvaiheen tarkoituksena oli estdd vasta-aineiden

epdspesifinen sitoutuminen kalvon proteiineihin.

Immunodetektiossa kiytettiin kaupallista O-GIcNAc priméérivasta-ainetta (Mouse
Monoclonal Anti-B-O-GlcNAc Clone CTD110.6, Sigma Aldrich) ja vuohen anti-Mouse
IgG sekundaarivasta-ainetta (H+L) (DyLight 680 conjugate, Pierce). Vasta-
ainelaimennokset (CTD110.6 1:1000 ja anti-Mouse 1:2500) valmistettiin 3 % BSA-PBS-

0,1 % + Tween20 -liuokseen. Priméiérivasta-aineen annettiin olla kalvolla
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huoneenldmmdsséd keinuttaen 1 tunnin ajan. Vasta-aine huuhdeltiin 4 x 5 minuuttia PBS-
0,1 % + Tween20 -liuoksella. Sekundaarivasta-aine liséttiin ja kalvon annettiin olla
keinutuksessa huoneenldmmossd 45 minuutin ajan, minka jdlkeen vasta-aine huuhdeltiin 4
x 5 minuuttia PBS - 0,1 % + Tween20 -liuoksella. Kalvoa huuhdeltiin lopuksi PBS:114 ja
skannattiin =~ Odyssey CLx  -laitteella (LI-COR) 700 nm aallonpituudella.
Proteiinivyohykkeiden kvantitoinnissa kaytettiin Odysseyn Image Studio 2.0.38 -ohjelmaa
(LI-COR). Ajokertojen viliset erot normalisoitiin referenssindytteelld. Western blot -
analyyseistd saadut proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasot on ilmoitettu ilman
GAPDH-normalisointia, koska soleus- ja EDL-lihaksissa GAPDH:n méérit osoittautuivat
poikkeavan huomattavasti toisistaan. GAPDH:ta oli huomattavasti vihemmaén soleus- kuin
EDL-lihaksessa. Askettiin Galpin ym. (2012) ovat raportoineet GAPDH:n méirin
vaihtelusta tyypin I ja II luustolihasten vélilld. Tdmdn pro gradu -tyon yhteydessd ei

valitettavasti ollut mahdollista uusia Western blot -analyysejé.

1.4. Tilastollinen analyysi

Tulosten tilastolliset analyysit tehtiin IBM SPSS Statistics 20 -ohjelmalla (SPSS, Inc.,
Somers, NY, USA). Havaintojen asettuminen normaalijakauman mukaisesti testattiin
Shapiro-Wilk -testilld ja varianssien homogenisuus Levenen testilld. Koska aineisto ei
jakautunut normaalisti ryhmien viliseen vertailuun kéytettiin Kruskal-Wallis -testid.
Ryhmien parittaiset vertailut tehtiin Mann-Whitney U -testilld. Korrelaatioanalyyseissd
kéytettiin Spearman -testid, koska aineisto ei jakautunut normaalisti. Tulosta pidettiin

merkitsevana kun p < 0,05.



21

4. TULOKSET

4.1. OGT- ja OGA-geeneji ilmennetddn voimakkaammin rotan soleus- kuin

extensor digitorum longus (EDL) -lihaksessa

Taulukossa 2. on esitetty soleus- ja EDL-lihasten OGT- ja OGA-geenien ldhetti-RNA-tasot
sekd proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotaso. OGT- ja OGA-geenien ilmentyminen oli
merkitsevisti korkeammalla tasolla soleus-lihaksessa kuin EDL-lihaksessa: soleus-lihaksen

ldhetti-RNA-tasot olivat 3 - 4 kertaiset verrattuna £DL-lihaksen tasoihin.

Taulukko 2. Soleus- ja EDL-lihasten OGT- ja OGA-entsyymien lahetti-RNA-tasot ja proteiinien
kokonais-O-GIcNAcylaatiotaso.

Soleus p-arvo EDL
Ryhmé X £ SD (n) (lihasten valill&) X £ SD (n)
| OGT (lihetti-RNA) N 25,47 £5,50 (10) 0,001 10,70 + 7,19 (10)
K 37,11 +11,39 (10) 0,000 8,84 +2,20 (10)
JP 24,43 +£5,04 (12) 0,000 6,30 + 2,85 (12)
M 37,65 + 42,97 (8) 0,001 8,04 + 3,24 (8)
| OGA (lihetti-RNA) N 33,45+ 18,47 (10) 0,001 11,64 +6,13 (10)
K 40,72 £20,11 (10) 0,001 15,07 + 6,28 (10)
JP 31,89 + 8,85 (12) 0,000 6,22 + 4,03 (12)
M 48,48 £40,17 (8) 0,003 12,88 + 7,44 (8)
| O-GIcNAC N 1,35 +0,80 (10) 0,916 1,09 +0,33 (10)
K 0,86 + 0,36 (10) 0,462 0,88 +0,22 (10)
JP 1,75+ 0,86 (12) 0,834 1,40 + 0,30 (12)
M 1,29 +£ 0,47 (8) 1,000 1,23 +0,23 (8)

OGT = O-GlcNAc-transferaasin ldhetti-RNA-taso (a.u., yksikoton asteikko, engl. arbitrary units), OGA = O-
GlcNAcaasin ldhetti-RNA-taso (a.u.), O-GIcNAc = kokonais-O-GlcNAcylaatiotaso (a.u.), N = nuoret,
harjoittelemattomat, K = vanhat, harjoittelemattomat (kontrolliryhmd), JP = juoksupyordryhmi, JM =
juoksumattoryhma.

4.2. 1ka lisdd OGT-geenin ilmentymistd rotan soleus-lihaksessa

Taulukossa 3. ja kuvassa 2. on esitetty OGT- ja OGA-geenien léhetti-RNA-tasot sekd
proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasot soleus- ja EDL-lihaksissa sekd nuorilla ettd
vanhoilla harjoittelemattomilla rotilla. Soleus-lihaksen OGT-geenin ilmentymisen tasossa
oli tilastollisesti merkitsevé ero verrattaessa 5 ja 23 kuukauden ikéisid harjoittelemattomia
rottia (taulukko 3. ja kuva 2. A)). OGA-geenin ilmentymisessi eikd proteiinien kokonais-
O-GlcNAcylaatiotasossa ollut merkitsevdd eroa kummassakaan lihaksessa nuorten ja

vanhojen rottien vélilld (taulukko 3. ja kuva 2. C) - F)).
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Taulukko 3. 1&n vaikutus OGT- ja OGA-geenin ilmentymiseen lahetti-RNA-tasolla ja proteiinien
kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoon soleus- ja EDL-lihaksessa.

Lihas K N p-arvo
X *SD (n) X *SD (n)

| OGT (lihetti-RNA) | soleus [ 37,11+ 11,39 (10) | 25,47 £5,50 (10) 0,007
EDL 8,84 +£2,20 (10) 10,70 +£ 7,19 (10) 0,650

| OGA (lihetti-RNA) | soleus | 40,72 £20,11(10) | 33,45+ 18,47 (10) | 0,165
EDL 15,07 +£ 6,28 (10) 11,64 +6,13 (10) 0,112

| O-GIcNAC soleus | 0,86 +0,36 (10) 1,35+ 0,80 (10) 0,115
EDL 0,88 +0,22 (10) 1,09 £ 0,33 (10) 0,141

OGT = O-GlcNAc-transferaasin ldhetti-RNA-taso (a.u., yksikoton asteikko, engl. arbitrary units), OGA = O-

GlcNAcaasin ldhetti-RNA-taso (a.u.), O-GlcNAc =

harjoittelemattomat, K = vanhat, harjoittelemattomat (kontrolliryhma).
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E) Soleus: F) EDL:
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Kuva 2. A) - F) OGT- ja OGA-geenin ilmentyminen lahetti-RNA-tasolla ja proteiinien kokonais-O-
GlcNAcylaatiotaso nuorten ja vanhojen harjoittelemattomien rottien soleus- ja EDL-lihaksessa. OGT =
O-GlcNAc-transferaasin lahetti-RNA-taso (a.u.), OGA = O-GlcNAcaasin ldhetti-RNA-taso (a.u.), O-GIcNAc
= proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotaso (a.u.), K = vanhat, harjoittelemattomat (kontrolliryhméd), N =
nuoret, harjoittelemattomat. **p < 0,01.

4.3. Fyysinen harjoittelu védhentdd OGT-geenin ilmentymistd ja lisdd
proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiota rotan soleus- ja EDL-

lihaksissa

Taulukossa 4. ja kuvassa 3. on esitetty OGT- ja OGA-geenien léhetti-RNA-tasot sekd
proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasot soleus- ja EDL-lihaksissa vapaaehtoisesti
juoksupyorilld harjoitelleilla ja juoksumatolla juoksutetuilla sekd harjoittelemattomilla
rotilla. Sekd juoksumatto- ettd juoksupydriaharjoittelu saivat aikaan muutoksia molempien

lihasten mitatuissa O-GIlcNAcylaatiota kuvaavissa muuttujissa, mutta hieman eri tavoin.

Seka soleus- ettd EDL-lihaksessa OGT-geenin ilmentyminen oli tilastollisesti merkitsevésti
matalammalla tasolla juoksupyoréllda harjoitelleilla kuin harjoittelemattomilla rotilla
(taulukko 4. ja kuva 3. A) ja B)). OGA-geenin ldhetti-RNA-taso oli tilastollisesti
merkitsevisti matalampi juoksupyorélld harjoitelleilla kuin harjoittelemattomilla rotilla,
mutta vain EDL-lihaksessa (taulukko 4. ja kuva 3. C) ja D)). Juoksupyorélla harjoitelleiden
rottien sekd soleus- ettd EDL-lihaksen proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotaso oli
tilastollisesti ~ merkitsevdsti  suurempi  verrattuna  harjoittelemattomien  rottien

lihasproteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatioon (taulukko 4. ja kuva 3. E) ja F)).
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Soleus-lihaksessa OGT- eikd OGA-geenin ilmentymisessd havaittu tilastollisesti
merkitsevdd eroa juoksumatto- ja kontrolliryhmén vililld (taulukko 4. ja kuva 3. A)).
Juoksumatolla juoksutettujen rottien sekd soleus- ettd EDL-lihaksen proteiinien kokonais-
O-GlcNAcylattiotaso  oli  tilastollisesti ~ merkitsevisti suurempi  verrattuna
harjoittelemattomien rottien lihasproteiinien kokonais-O-GIlcNAcylaatioon (taulukko 4. ja

kuva 3. E) ja F)).

Taulukko 4. Fyysisen aktiivisuuden vaikutus OGT- ja OGA-geenin ilmentymiseen lahetti-RNA-tasolla ja proteiinien
kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoon soleus- ja EDL-lihaksessa.

K JP p-arvo JM p-arvo

Lihas X+ SD (n) X £ SD (n) (Kvs. JP) x£SD (n) (Kvs. JM)
| OGT (ldhetti-RNA) | soleus | 37,11+ 11,39 (10) | 24,43 +5,04 (12) | 0,004 37,65+4297(8) | 0,073

EDL | 8,84 +2,20(10) 6,30 £ 2,85 (12) 0,007 8,04 +3,24 (8) 0,248
| OGA (lihetti-RNA) | soleus | 40,72 +20,11(10) | 31,89 +8.85(12) | 0,320 48,48 £40,17 (8) | 0,700

EDL | 15,07+6,28 (10) 6,22 £4,03 (12) 0,001 12,88 + 7,44 (8) 0,328
| O-GIcNAC soleus | 0,86 +0,36 (10) 1,75 £ 0,86 (12) 0,012 1,29 + 0,47 (8) 0,037

EDL | 0,88+0,22(10) 1,40 £ 0,30 (12) 0,005 1,23 +£0,23 (8) 0,006

OGT = O-GIcNAc-transferaasin ldhetti-RNA-taso (a.u., yksikoton asteikko, engl. arbitrary units), OGA = O-GIcNAcaasin
ldhetti-RNA-taso (a.u.), O-GlcNAc = kokonais-O-GlcNAcylaatiotaso (a.u.), K = vanhat, harjoittelemattomat (kontrolliryhma4),
JP = juoksupyodrdryhmd, JM = juoksumattoryhma.
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Kuva 3. A) - F) OGT- ja OGA-geenin ilmentyminen ldhetti-RNA-tasolla ja proteiinien kokonais-O-
GIcNAcylaatiotaso juoksupydoralla harjoitelleiden, juoksumatolla juoksutettujen ja
harjoittelemattomien rottien soleus- ja EDL-lihaksessa. OGT = O-GlcNAc-transferaasin ldhetti-RNA-taso
(au.), OGA = O-GlcNAcaasin ldhetti-RNA-taso (a.u.), O-GIcNAc = proteiinien kokonais-O-
GlcNAcylaatiotaso (a.u.), JP = juoksupyoraryhmd, JM = juoksumattoryhmi, K = vanhat, harjoittelemattomat
(kontrolliryhmad). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.

4.4. OGT-geenin ilmentyminen korreloi positiivisesti OGA-geenin
ilmentymisen kanssa sekd soleus- ettd EDL-lihaksessa

Korrelaatiot laskettiin yhdistimalld kaikki ryhmét. Soleus-lihaksessa OGT-geenin ldhetti-
RNA-taso korreloi tilastollisesti merkitsevisti OGA-geenin ldhetti-RNA-tason kanssa
(kuva 4. A)), mutta merkitsevad korrelaatiota proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotason

ja OGT- ja OGA-geenien ilmentymisen vililld ei soleus-lihaksessa havaittu.

Myo6s EDL-lihaksessa OGT- ja OGA-geenin ilmentymisen vililld oli tilastollisesti
merkitsevd positiivinen korrelaatio (kuva 4. B)). OGA-geenin ldhetti-RNA-tason ja
proteiinien  kokonais-O-GlcNAcylaatiotason ~ vélilld oli tilastollisesti  merkitseva
negatiivinen korrelaatio (Spearman: r = -0,307, *p = 0,037). OGT-geenin ilmentymisen ja
proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotason vililld ei havaittu merkitsevdd korrelaatiota

EDL-lihaksessa.
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Kuva 4. OGT- ja OGA-geenien ilmentymisen vélinen yhteys A) soleus- ja B) EDL-lihaksissa. OGT = O-
GlcNAc-transferaasin 1dhetti-RNA-taso (a.u.), OGA = O-GlcNAcaasin ldhetti-RNA-taso (a.u.).

5. TULOSTEN TARKASTELU

Tadmén tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd koe-eldinasetelmassa, miten ika ja fyysinen
aktiivisuus  vaikuttavat  supistumisominaisuuksiltaan  erityyppisten luustolihasten
proteiinien O-GlcNAcylaatioon. O-GIlcNAcylaation avulla sdddelldén proteiinien toimintaa
liittdimadllda happimolekyylin vélityksellda GlcNAc-sokeriosia seriini- tai treoniini-
aminohappoihin. GlcNAcin liittdmistd katalysoi O-GlcNAc-transferaasi (OGT) ja
poistamista O-GIcNAcaasi (OGA) -entsyymi. Tietoisuus O-GlcNAcylaation merkityksesté
proteiinien toimintaa sditelevdnd tekijind on lisddntynyt viimevuosien aikana, kun

tutkimukset ovat osoittaneet O-GlcNAcylaatiotasojen vaihtelun olevan yhteydessa
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erilaisten mm. ikdintymisen myotd esiintyvien sairauksien syntyyn (ks. yleiskatsaus
Zachara ja Hart, 2004). Lihaskato eli sarkopenia on yksi merkittdvistd ikddntymisen
aiheuttamista seurauksista, ja koe-eldintutkimuksissa O-GlcNAcylaatiolla on havaittu
olevan yhteys lihasproteiinien homeostaasin yllépitoon ja lihasatrofian sditelyyn
luustolihaksissa (Cieniewski-Bernard ym., 2005; Mounier ym., 2009; Huang ym., 2010).
Fyysistd aktiivisuutta pidetddn merkittdivimpénd keinona lihasmassan ja -kestdvyyden
yllapitdmiseksi (Dudley ym., 1991; Schulze ym., 2002), mutta molekyylitasolla liikunnan
vaikutusmekanismeja lihassolun toimintaan ei useista tutkimuksista huolimatta tunneta
kovin hyvin. Tédssd pro gradu -tutkimuksessa selvitettiin idn ja elinikdisen fyysisen
aktiivisuuden vaikutusta OGT- ja OGA-entsyymien ilmentymiseen ldhetti-RNA-tasolla

sekd proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoon rotan soleus- ja EDL-lihaksissa.

Lihaskudostyypin vaikutusta entsyymien ilmentymiseen ja proteiinien kokonais-O-
GlcNAcylaatiotasoon  verrattiin =~ kahden  supistumisominaisuuksiltaan  erilaisen
luustolihaksen (soleus ja EDL) vililld. Sekd OGT- ettdi OGA-geenin ilmentyminen oli
merkitsevisti suurempaa soleus- kuin FEDL-lihaksessa kaikissa tutkituissa koe-

eldinryhmissa.

Idn vaikutusta entsyymien ilmentymiseen ja proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoon
selvitettiin vertaamalla nuorten, sukukypsien, 5 kuukauden ikdisten harjoittelemattomien
rottien lihaksia vanhojen, 23 kuukauden ikédisten harjoittelemattomien rottien lihaksiin.
Tulokset osoittivat, ettd ikd on yhteydessd OGT-geenin ilmentymisen nousuun soleus-
lihaksessa. Muita tilastollisesti merkitsevid eroja entsyymien geenitason ilmentymisessd ja
proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasossa nuorten ja vanhojen rottien vélilld ei

havaittu.

Fyysisen aktiivisuuden vaikutusta tutkittiin sekd vapaaehtoisesti juoksupydrilld
harjoitelleilla ettd juoksumatolla juoksutetuilla rotilla 5 kuukauden iédstd 23 kuukauden
ikdén. Juoksupydraharjoittelun todettiin vahentdvan OGT-geenin ilmentymista seké soleus-
ettd EDL-lihaksessa. OGA:n ldhetti-RNA-tasossa todettiin merkitsevéd ero EDL-lihaksessa:
juoksupyorilld harjoitelleilla rotilla OGA-geeni ilmeni merkitsevasti matalammalla tasolla

kuin kontrollieldimill4 tai juoksumatolla juoksutetuilla rotilla. Sekd soleus- ettd EDL-
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lihaksessa proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotaso oli  merkitsevdsti  suurempi
juoksupyorilld harjoitelleilla ja juoksumatolla juoksutetuilla kuin harjoittelemattomilla

elaimilla.

Téssd pro gradu -tutkimuksessa selvitettiin myds OGT- ja OGA-geenien ilmentymisen
yhteyttd proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoon luustolihaksessa. Entsyymien
ilmentymisen ja proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaation vélilli ei ollut merkitsevad
korrelaatiota. Sen sijaan OGT:n ja OGA:n ilmentymisen vililld havaittiin merkitseva
positiivinen korrelaatio seké soleus- ettd EDL-lihaksessa. Korrelaatiokerroin oli suurempi

EDL- kuin soleus-lihaksessa, mutta lihasten vélinen ero ei ollut merkitseva.

5.1.  O-GlcNAcylaatio supistumisominaisuuksiltaan erityyppisissa lihaksissa

Tamén tutkimuksen yksi tirked 16ydos oli, ettd OGT- ja OGA-geenin ilmentyminen
lahetti-RNA-tasolla vaihtelee supistumisominaisuuksiltaan erilaisten lihasten vaélilla.
Soleus-lihaksessa sekd OGT- ettd OGA-geenin ilmentymisen taso oli 3 - 4 kertainen EDL-
lihakseen verrattuna riippumatta eldinten idstd tai fyysisestd aktiivisuudesta. Tdmai viittaa
sithen, ettd kapasiteetti proteiinien toiminnan sditelyyn O-GlcNAc-vilitteisesti olisi
suurempaa hitaassa, asentoa ylldpitdvdssd ja aerobista energia-aineenvaihduntaa
hyodyntivissd soleus-lihaksessa kuin nopeammassa, dynaamiseen lihastoimintaan
sopeutuneessa ja glykolyyttistd energia-aineenvaihduntaa hyddyntidvéssd EDL-lihaksessa.
Tédmi johtopddtds on yhdenmukainen Cieniewski-Bernard'n ym. (2005) julkaisemien
tutkimustulosten kanssa, joiden mukaan my6s OGT-entsyymin aktiivisuus on suurempi
rotan soleus- kuin EDL-lihaksessa. Vaikka tuloksen yleistettivyydestd kaikkiin hitaisiin ja
nopeisiin luustolihaksiin tarvitaan lisdnéyttod, oletettavaa on, ettd
supistumisominaisuuksiltaan erityyppisissda lihassoluissa on eroa sekd proteiinien O-
GlcNAcylaatiossa  ettd  O-GlcNAcylaatiokapasiteetissa. Nédin  ollen myds O-

GlcNAcylaatiovilitteinen solunsisdinen signalointi voi vaihdella lihassolutyypeittiin.
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5.2. Ién yhteys lihasproteiinien O-GlcNAcylaatioon

Tédssd pro gradu -tutkimuksessa tutkituista kahdesta luustolihaksesta ja tutkituista
muuttujista vain soleus-lihaksen OGT-geenin ldhetti-RNA-taso oli matalampi nuorilla kuin
vanhoilla rotilla, miké viittaa lihasspesifiin ikdvasteeseen proteiinien O-GIcNAcylaatiossa
ja O-GlcNAc-vilitteisessd signaloinnissa. Lihastyypistd riippuvaa ikédvastetta tukee my0s
Fillop ym. (2008) rotan gluteus maximus-lihaksella ja sydéinlihaksella tekemé tutkimus.
Nuorten, 5 kuukauden ikdisten ja vanhojen, 24 kuukauden ikdisten rottien gluteus
maximus-lihaksessa ei ollut merkitsevdd eroa OGT:n eikd OGA:n ldhetti-RNA-tasoissa
eikd entsyymiproteiinien mairissd. GFAT:n ldhetti-RNA-taso oli suurempi vanhojen kuin
nuorten ryhmaésséd, mutta UDP-GIcNAcin méérdssé ei havaittu merkitsevdd muutosta. Sen
sijaan syddnlihaksessa ikd lisdsi OGA-geenin ilmentymistd ldhetti-RNA-tasolla. OGT-
geenin ldhetti-RNA-taso sdilyi muuttumattomana, mutta proteiinitasolla OGT:n méérd
viaheni merkitsevésti. Proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasot olivat merkitsevasti
suuremmat vanhojen kuin nuorten ryhméssd sekd luusto- ettd sydénlihaksessa.
Luustolihaksessa O-GlcNAcylaatiotason nousu oli maltillinen (30 - 40 %), kun taas
sydinlihaksessa muutos oli jopa kaksinkertainen. Tutkimustulokset osoittavat, ettd
sydédnlihas saattaisi olla alttiimpi iin yhteydessd tapahtuvalle O-GlcNAcylaatiotason
nousulle kuin luustolihas. Idn voidaan my0s olettaa vaikuttavan proteiinien O-
GlcNAcylaatioon séddteleméllda OGT:n ilmentymisté eri tavalla sydédn- ja luustolihaksessa,
silli OGT:n ilmentyminen véheni merkitsevdsti O-GIcNAcylaatiotason noustessa
sydénlihaksessa, mutta ei luustolihaksessa. Sydénlihaksessa O-GIcNAcylaatiotason nousun
ehdotettiin selittyvin kohonneella GFAT-entsyymin ldhetti-RNA-tasolla sekd UDP-
GlcNAc-tasoilla (Filop ym., 2008).

Fillop'n ym. (2006) aikaisemmin julkaisemat tutkimustulokset sydénlihaksesta kuitenkin
tukevat tidssd pro gradu -tutkimuksessa esitettyjd tuloksia ifin yhteydestd proteiinien
kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoon.  Fiillop ym. (2006) tarkastelivat idn yhteyttd
sydénlihaksen O-GlcNAcylaatioon nuorilla sukukypsilld, 6 viikon ikdisilla, ja nuorilla
aikuisilla, 22 viikon ikéisilld rotilla. Tutkimuksessa kéytettin seké terveitd ettd diabetesta
sairastavia rottia. Ikd vidhensi merkitsevdsti OGT:n ilmentymistd proteiinitasolla ja

proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoa sekd terveilld ettd diabetesta sairastavilla
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rotilla. Kokonais-O-GlcNAcylaatiotason laskusta riippumatta ikd lisdsi merkitsevisti
suurimassaisten, yli 205 kDa proteiinien O-GlcNAcylaatiota sekd UDP-GIcNAcin maarda
diabetisilla, mutta ei terveilld rotilla. Vanhoilla diabetisilla rotilla todettiin myds syddmen
toiminnan heikentyneen. Verrattaessa kahta eri rottakantaa ts. Zucker ja Sprague-Dawley,
todettiin, ettd OGT:n ilmentyminen ja proteiinien kokonais-O-GIlcNAcylaatiotaso olivat
merkitsevisti matalampia vanhojen kuin nuorten ryhméssd kannasta riippumatta (Fiilop

ym., 2006).

Fillop'n ym. (2006) tutkimuksessa kéytettiin varsin nuoria rottia. Kuuden viikon ik&iset
rotat ovat juuri saavuttamassa 6 - 7 viikon sukukypsyysidn ja 22 viikon ikdiset rotat ovat
parhaimmillaan lisddntymisikdisid. Téssd pro gradu -tutkimuksessa nuorimmat 5
kuukauden ikéiset rotat vastasivat Fiilop'n ym. (2006) tutkimuksen vanhinta ryhméai ja
vanhimmat 23 kuukauden ikdiset eivit endd olleet lisddntymisikdisid vaan ldhempénd
elinidin odotteen loppupditi. Néin ollen Fiilop'n ym. (2006) tutkimus késittelee
ensisijaisesti kasvukauden ja lisddntymisidn aikaisia tapahtumia. Rotilla tehdyissi
tutkimuksissa lihasmassan on todettu vihentyvan merkitsevésti 9 kuukauden idstd 27 - 30
kuukauden ikddn (Holloszy ym., 1991; Brown ym., 1992). Néiin ollen pidempi
tarkasteluvdli  osoittaa paremmin ikdintymisen vaikutusta lihasproteiinien O-
GlcNAcylaatioon ja tason yhteytté lihasten heikkenemiseen. Rottien sydidnlihaksesta tehdyt
tutkimukset ovat osoittaneet idn vaikuttavan yksittiisten proteiinien O-GlcNAcylaatioon
eri tavalla terveilli ja diabetesta sairastavilla rotilla. Fiilop'n ym. (2006) tekemissi
tutkimuksessa ikd lisdsi suurikokoisten proteiinien O-GlcNAcylaatiota sydénlihaksessa
diabetesta sairastavilla rotilla. Terveilld eldimilld vastaavanlaista muutosta ei havaittu.
Filop'n ym. (2008) tekeméssd tutkimuksessa ikd lisdsi pienikokoisten, alle 50 kDa
proteiinien O-GlcNAcylaatiota terveiden rottien sekd syddn- ettd luustolihaksessa. Tdssd

pro gradu -tutkimuksessa yksittdisten proteiinien O-GlcNAcylaatiota ei tutkittu.

Cieniewski-Bernard'n ym. (2005) tutkimuksessa kohonneen OGT:n entsyymiaktiivisuuden
havaittiin olevan yhteydessd kohonneeseen O-GIlcNAcylaatiotasoon rotan soleus-
lihaksessa. Téssd pro gradu -tutkimuksessa ei tehty vastaavanlaista havaintoa. Muissa
tutkimuksissa (Fiilop ym., 2006; Belke, 2011; Cox ja Marsh, 2013) OGT:n ldhetti-RNA-

ja/tai proteiinitason on todettu muuttuvan yhtdldisesti proteiinien kokonais-O-
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GlcNAcylaatiotason kanssa sekd luusto- ettd sydédnlihaksessa. Ainoastaan yhdessd
tutkimuksessa ikd vdhensi OGT:n ilmentymistd proteiinitasolla ja lisdsi proteiinien O-
GlcNAcylaatiota rotan sydénlihaksessa (Fiilop ym., 2008). Tdmén pro gradu -tutkimuksen
johtopditoksida OGT- ja OGA-geenien ilmentymisen ja proteiinien kokonais-O-
GlcNAcylaatiotason vélisestd yhteydestd rajoittaa se, etti Western blot -analyyseissd on

kaytetty normalisoimattomia arvoja (ks. materiaalit ja menetelmat).

Useat eri tutkimukset ovat osoittaneet OGT- ja OGA-entsyymien ilmentymisen ja
proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotason muutoksella olevan yhteys
insuliiniresistenssin muodostumiseen lihaskudoksessa (Buse ym., 2002; McClain ym.,
2002). Buse'n ym. (2002) tutkimuksessa GLUTI1:n ilmentymisen kasvu lisési
heksosamiinin synteesireitin lopputuotteena muodostuneen UDP-GIcNAc-substraatin
midrdd sekd GLU4 ja/tai GLUT4 glukoosireseptoreihin liittyneiden proteiinien O-
GlcNAcylaatiota hiiren luustolihaksessa (Buse ym., 2002). McClain ym. (2002) havaitsivat
OGT:n ldhetti-RNA-tason nousun olevan yhteydessé insuliiniresistenssin muodostumiseen
hiiren luustolihaksessa. Ylimddrin OGT:ta ilmentdvien (engl. overexpression) hiirten
ryhmaéssé seerumin insuliini- ja leptiinipitoisuuden havaittiin olevan suurempi kuin OGT:n
normaalimdéridd ilmentivien kontrolliryhmaisséd. Néin ollen OGT:lla saattaisi olla keskeinen
rooli insuliinin vaikutuskohteena heksosamiinin synteesireitilld, silld insuliinitasojen
nousun havaittiin lisddvdn OGT:n ilmentymisti GLUT4:n proteiinitason sekd glukoosi-
ettd rasvahappotasojen pysyessd muuttumattomina (McClain ym., 2002). Téssa pro gradu -
tutkimuksessa esitetyt tulokset yhdessd muiden tutkimustulosten kanssa vahvistavat
kisitystd iin yhteydestd OGT:n ldhetti-RNA-tason nousuun. Tutkimustulokset tukevat
hypoteesia, ettdi OGT:n tason nousu olisi yhteydessd ikddntymisen myodtd esiintyvén

insuliiniresistenssin muodostumiseen luustolihaksessa.

5.3. Fyysisen aktiivisuuden yhteys lihasproteiinien O-GIcNAcylaatioon

Téssd pro gradu -tutkimuksessa selvitettiin kahden erilaisen juoksuharjoittelun yhteyttad
luustolihasproteiinien O-GlcNAcylaatioon. Proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiossa

tapahtuneet muutokset olivat samansuuntaiset ja tilastollisesti merkitsevit kummassakin
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harjoitteluryhméssd ~ sekd  soleus- ettd  EDL-lihaksessa  verrattaessa  tulosta
harjoittelemattomien kontrolliryhmédin. Proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoissa oli
kuitenkin eroa juoksupyord- ja juoksumattoryhmin vililldi kummassakin lihaksessa.
Harjoittelumuotojen vilinen ero proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasossa saattaisi
selittyd  stressitekijoiden vaikutuksella. Tutkimukset ovat osoittaneet pakotetun
juoksumattoharjoittelun aiheuttavan koe-eldimille enemmaén stressid kuin vapaaehtoisen
juoksupyordharjoittelun (Tharp ja Pruess, 1991; Moraska ym., 2000). Solustressin
tiedetddn olevan yhteydessd proteiinien O-GlcNAcylaatioon (ks. yleiskatsaus Groves ym.,
2013), ja stressin lisddntyminen saattaisi tdssd tapauksessa vihentdé luustolihasproteiinien
O-GlcNAcylaatiota. O-GlcNAcylaatiotason muutos saattaisi selittyéd osittain myos samojen
kohdeaminohappojen ja -proteiinien fosforylaatiolla (Wang ym., 2007; Wang ym., 2008;
Wang ym., 2010), silld fosforyloinnin seurauksena vdhemméin paikkoja vapautuu O-
GlcNAcylaatiolle  ja vaikutus havaittaisiin kokonais-O-GlcNAcylaatiotason

pienenemisena.

Mounier ym. (2009) selvittivit vuodelevon ja vuodelevon aikana tehdyn yhdistetyn
kestdvyys- ja vastusharjoittelun vaikutuksia lihaksen supistusominaisuuksiin ja niitd
sadteleviin proteiineihin vastus lateralis- ja soleus-lihaksessa. Vuodelevon todettiin olevan
yhteydessd  proteiinien  kokonais-O-GlcNAcylaatiotason  laskuun  ja  lihasten
heikkenemiseen vastus lateralis-lihaksessa. Proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoja
el mitattu soleus-lihaksesta. O-GlcNAcylaatiotason pienenemisen ja heikentyneen
voimantuottokyvyn ehdotettiin olevan yhteydessd heikentyneeseen Ca”"n sitoutumiseen.
Myo6s Hedou'n ym. (2007) tekeméssé tutkimuksessa proteiini-proteiini vuorovaikutuksen
muodostumiseen osallistuvan O-GlcNAc-yksikén todettiin vihentivin Ca®"n affiniteettia
luustolihaksessa (Hedou ym., 2007). Mouniern ym. (2009) tutkimuksen mukaan
vuodelevon aikainen yhdistetty kestdvyys- ja vastusharjoittelu ehkdisi proteiinien
kokonais-O-GlcNAcylaatiotason ~ muutosta. ~ Mahdollisena  selityksend  pidettiin
supistumiseen osallistuvien proteiinien ilmentymistason sdilymisti ja proteiinien kokonais-
O-GlcNAcylaatiotason ylldpitoa, jonka on havaittu estdvdn proteiinien hajotusta
(Cieniewski-Bernard ym., 2004). Harjoittelun vaikutuksesta sekd nopeiden ettd hitaiden
lihassolujen poikkipinta-alan, maksimivoimantuoton ja kalsiumaffiniteetin havaittiin

sdilyneen tai jopa lisddntyneen vuodelevosta huolimatta seké vastus lateralis- ettd soleus-
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lihaksessa. Selityksena lihasvoiman sdilymiselle ehdotettiin kalsiumin
sitoutumisvoimakkuuden sdilymistd lihassupistumiseen osallistuvissa proteiineissa
(Mounier ym., 2009). Namai tutkimustulokset tukevat hypoteesia, jonka mukaan tisséd pro
gradu -tutkimuksessa havaittu proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotason nousu
juoksuharjoitteluun  osallistuneiden ryhméssd saattaisi  suojella lihasproteiineja

hajoitukselta ja ylldpitia lihasten supistustoimintaa fyysisen harjoittelun yhteydessa.

Cox'n ja Marsh'n (2013) tekeméssé tutkimuksessa maltillinen juoksumattoharjoittelu lisési
proteiinien  O-GlcNAcylaatiota  diabetesta  sairastavien hiirten  sydanlihaksessa.
Tutkimuksessa neljan viikon juoksumattoharjoittelu lisdsi merkitsevésti proteiinien
kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoa sekd pienten ettd keskikokoisten proteiinien O-
GlcNAcylaatiota. OGT:n ja OGA:n ldhetti-RNA-tasoissa ei havaittu muutosta.
Juoksumattoharjoittelun vaikutusta tutkittiin myo6s terveilld hiirilld, mutta merkitsevad
muutosta entsyymien ilmentymisessd ldhetti-RNA-tasolla ja proteiinien kokonais-O-
GlcNAcylaatiotasossa ei havaittu. Tutkimuksessa selvitettiin myos juoksumattoharjoittelun
yhteyttd fysiologisen hypertrofian muodostumiseen osallistuvan proteiinikompleksin
(mSin3A/HDAC1/2) O-GlcNAcylaatioon. Kompleksin aktiivisuudessa ei havaittu suurta
muutosta, mutta silli ehdotettiin olevan rooli maltillisen harjoittelun positiivisten
vaikutusten ilmenemiseen diabetesta sairastaneiden eldinten sydénlihaksessa (Cox ja
Marsh, 2013). Proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasossa tapahtuneet muutokset ovat
yhtenevit tissd pro gradu -tutkimuksessa esitettyjen tulosten kanssa. OGT- ja OGA-
geenien ilmentyminen ldhetti-RNA-tasolla eroaa Cox'n ja Marsh'n (2013) julkaisemista
tutkimustuloksista. Tutkimusten vélinen ero entsyymien geenien ilmentymisessd saattaisi
selittyd tutkimuksessa kéytettyjen eldinten terveydentilalla (diabetes vs. terveet) ja

lihaskudostyypilld (sydédn- vs. luustolihas).

Tésséd pro gradu -tutkimuksessa esitetyt tulokset juoksupyoré- ja juoksumattoharjoittelun
vaikutuksesta proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoon eroaa uintiharjoittelusta
saaduista tutkimustuloksista. Belke'n (2011) julkaisemassa tutkimuksessa seurattiin kuusi
viikkoa kestdneen uintiharjoittelun vaikutusta OGT- ja OGA-entsyymien ilmentymiseen
lahetti-RNA- ja proteiinitasolla sekd proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoon hiirten

sydéinlihaksessa. Tutkimuksessa OGT:n ja OGA:n ldhetti-RNA-taso oli merkitsevésti
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pienempi harjoitteluryhméssi kuin harjoittelemattomien ryhmaéssé, kuten myos téssd pro
gradu -tutkimuksessa. Uintiharjoittelu vdhensi merkitsevisti OGA:n ilmentymistd myos
proteiinitasolla, mutta OGT:n ilmentymistd proteiinitasolla ei tutkittu. Uintiharjoittelu
vihensi myos proteiinien O-GIlcNAcylaatiota (Belke, 2011), kun taas tédssd pro gradu -
tutkimuksessa juoksuharjoittelu lisdsi proteiinien O-GlcNAcylaatiota. Bennett'n ym.
(2013) julkaisemassa tutkimuksessa proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotaso oli
merkitsevisti pienempi uintiharjoitteluryhméssa kuin harjoittelemattomien
kontrolliryhméssd diabetesta sairastaneiden hiirten sydinlihaksessa. OGT-geenin ldhetti-
RNA-tasossa ei havaittu muutosta. Sen sijaan OGA-geenin ilmentyminen oli 1dhetti-RNA-
ja proteiinitasolla suurempaa harjoitteluryhméssa kuin kontrolliryhmédsséd (Bennett ym.,
2013). Uintiharjoittelusta saadut tutkimustulokset eroavat myds Cox'n ja Marsh'n (2013)
julkaisemista juoksuharjoittelun tuloksista. Cox'n ja Marsh'n (2013) tekemadssd
tutkimuksessa  juoksuharjoittelu lisdsi proteiinien O-GlcNAcylaatiota diabetesta
sairastaneiden hiirten sydédnlihaksessa. Niin ollen voidaan esittdd, ettd lihasten erilainen
kuormittuminen juoksu- ja uintiharjoittelussa ilmenee my0s lihasproteiinien O-

GlcNAcylaatiossa ja mahdollisesti myos O-GlcNAcylaatio-vélitteisesséd signaloinnissa.

O-GlcNAcylaatiotason vaihtelun yhteyttd lihaksen rakenteeseen ja toimintaan on tutkittu
sekd sydén- ettd luustolihaksessa. Useat tutkimukset ovat osoittaneet proteiinien kokonais-
O-GlcNAcylaatiotason muutoksella olevan yhteys fysiologisen hypertrofian ja
lihasatrofian muodostumiseen. Watson'n ym. (2010) julkaisemassa tutkimuksessa O-
GlcNAcylaatiotason nousulla havaittiin olevan yhteys sydénlihaksen heikentyneeseen
toimintaan hiirilld (Watson ym., 2010), kun taas Belke (2011) yhdisti O-
GlcNAcylaatiotason  laskun  fysiologisen  hypertrofian  muodostumiseen  hiiren
sydinlihaksessa (Belke ym., 2011). Watson ym. (2010) osoittivat, ettei patologisen
hypertrofian tapauksessa lihasmassan méérén lisddntyminen ole automaattisesti yhteydessi
O-GlcNAcylaatiotason nousuun sydénlihaksessa (Watson ym., 2010). Huang ym. (2010)
julkaisemassa tutkimuksessa OGA-geenin vaimentamisella havaittiin olevan yhteys O-
GlcNAcylaatiotasojen  nousuun ja  apoptoositekijoiden  aktivoitumiseen  hiiren
luustolihaksessa. OGA-entsyymin toiminnan estdmisen havaittiin myos aiheuttavan
huomattavaa lihasatrofiaa ja jopa koe-eldinten kuolemaa (Huang ym., 2010). Lawler'n ym.

(2003) julkaisemassa tutkimuksessa lihasten kdyttdmattomyyden todettiin lisddvén solujen
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oksidatiivista stressid. Oksidatiivisen stressin vaikutuksesta proteiineja suojelevan O-
GlcNAcylaation méiédrd védheni ja proteiinien hajoitus lisdéintyi, jonka seurauksena

havaittiin lihasten heikkenemistd (Lawler ym., 2003).

Tdssd pro gradu -tutkimuksessa esitetyt tulokset vastaavat Cieniewski-Bernard'n ym.
(2005) julkaisemia tutkimustuloksia harjoittelemattomuuden vaikutuksesta proteiinien
kokonais-O-GlcNAcylaatiotason  laskuun  soleus-lihaksessa. EDL-lihaksen suhteen
tutkimustulokset eivdt olleet yhtenevit tutkimusten vililli. Cieniewski-Bernard'n ym.
(2005) tutkimuksessa 14 ja 28 pidivdd kestidneen raajojen kayttdmittomyyskokeen (engl.
hindlimb unloading) jilkeen proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotaso oli merkitsevésti
alhaisempi kéyttimattoméssd soleus-lihaksessa kuin kéytossd olleessa lihaksessa.
Kéyttimattomana olleen soleus-lihaksen havaittiin my0s merkitsevisti atrofioituneen.
Kéayttiméattoméssad soleus-lihaksessa OGT:n entsyymiaktiivisuus oli pienempi ja OGA:n
suurempi kuin kaytossd olleessa lihaksessa. EDL-lihaksessa proteiinien kokonais-O-
GlcNAcylaatiotaso oli merkitsevisti suurempi kdyttimattoméssd lihaksessa kuin kiytossd
olleessa EDL-lihaksessa, eikd merkittdivda lihaksen heikkenemistd  havaittu.
Kayttaméttomassd EDL-lihaksessa kummankin entsyymin aktiivisuus oli suurempi kuin
kaytossd olleessa lihaksessa. OGT- ja OGA-entsyymien ilmentymisessd ldhetti-RNA-
tasolla ei havaittu merkitsevdd muutosta kummassakaan lihaksessa (Cieniewski-Bernard
ym., 2005), kun taas tdssd pro gradu -tutkimuksessa entsyymien ilmentyminen oli
suurempaa harjoittelemattomien ryhmaéssé kuin harjoitteluryhmissé seké soleus- ettd EDL-

lihaksessa.

Tédmai pro gradu -tutkimus tuo esille aivan uutta tietoa elinikdisen fyysisen aktiivisuuden
yhteydestd OGT- ja OGA-geenien ilmentymiseen ja proteiinien O-GlcNAcylaatioon
luustolihaksessa.  Tdssd  tutkimuksessa esitetyt tulokset vahvistavat késitystd
juoksuharjoittelun  yhteydestd proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotason nousuun
luustolihaksessa, ja aikaisemmin julkaistuihin tutkimustuloksiin viitaten voidaan esittdi,
ettd O-GlcNAcylaatiotason nousu suojelisi lihasproteiineja hajoitukselta ja yllépitdisi
lihasten supistustoimintaa fyysisen harjoittelun yhteydessd. Proteiinien alhaisempi

kokonais-O-GlcNAcylaatiotaso harjoittelemattomien ryhméssd kuin harjoitteluryhmissa
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saattaa myOs olla yhteydessd luustolihasten toiminnalliseen ja rakenteelliseen

heikkenemiseen.

5.4. OGT- ja OGA-entsyymien ilmentymisen sdétely ovat kytkeytyneet

toisiinsa?

OGT- ja OGA-entsyymien geenien ilmentymisen vélilld todettiin merkitseva positiivinen
korrelaatio sekd soleus- ettd EDL-lihaksessa. Korrelaatiokertoimet olivat kummassakin
lihaksessa korkeat eikd lihasten vililld ollut merkitsevdd eroa. OGA:n ldhetti-RNA-taso
néyttdisi selittdvin 50 - 80 % OGT:n ldhetti-RNA-tasosta. Tama viittaa siihen, ettd ndiden
kahden entsyymin ilmentymisen sddtely on vahvasti kytkeytynyt yhteen ainakin RNA-
tasolla. OGT:n ja OGA:n ldhetti-RNA-tasojen yhtildisestd (engl. tandem) muuttumisesta
on raportoitu myos hiiren sydénlihaksessa (Belke, 2011). Siitd, sédteleviatkdé OGT- ja
OGA-geenien ilmentymistd samat tekijat, missd madrin ja mitd nima tekijit ovat, tarvitaan

lisda tutkimustietoa.

Téssd tutkimuksessa selvitettiin myds OGT- ja OGA-entsyymien ilmentymisen yhteyttd
proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoon soleus- ja EDL-lihaksessa. Entsyymien
ilmentymisen ja proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotason vélilld ei havaittu
korrelaatioita tidssd tutkimuksessa. Entsyymien ldhetti-RNA- ja/tai proteiinitasojen ja
proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotason vélisestd yhteydestd sydén- ja luustolihaksessa
on toistaiseksi vain véhidn havaintoja (Cieniewski-Bernard ym., 2005; Fiillop ym., 2006;
Belke, 2011). OGT- ja OGA-geenien ilmentymisen ja proteiinien kokonais-O-
GlcNAcylaatiotason  vélisestd korreloimattomuudesta huolimatta eri  kokoluokkaan

kuuluvien proteiinien kohdalla korrelaatiota saattaisi esiintyé.

5.5. Yhteenveto

Tamén tutkimuksen tulosten perusteella voidaan todeta, ettd ikd ja elinikdinen fyysinen
aktiivisuus vaikuttavat OGT- ja OGA-geenien ilmentymiseen ldhetti-RNA-tasolla ja

proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoon supistumisominaisuuksiltaan erilaisissa
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luustolihaksissa. Tdsséd tutkimuksessa osoitettiin, ettd ikd lisdd OGT-geenin ilmentymistd
soleus-lihaksessa, ja yhdessd muiden tutkimustulosten kanssa (Buse ym., 2002; McClain
ym., 2002; Fiilop ym., 2006) timi havainto vahvistaa kasitysti iin yhteydestd OGT-geenin
lahetti-RNA-tason nousuun ja tason nousun mahdollisesta yhteydestd ikdéntymisen myota
esiintyvan insuliiniresistenssin muodostumiseen luustolihaksessa. Fyysinen harjoittelu
viahensi OGT-geenin ilmentymista ja lisédsi proteiinien O-GlcNAcylaatiota seki soleus- ettid
EDL-lihaksessa. Fyysinen harjoittelu lisdsi myds OGA:n ilmentymistd EDL-lihaksessa.
Proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoissa oli kuitenkin eroa juoksupydrd- ja
juoksumattoryhmin vililld kummassakin lihaksessa. Osaselityksend tdlle voidaan esittdd
juoksumattoharjoitteluun liitettdvien stressitekijoiden vaikutusta. Tdssd tutkimuksessa
esitetyt tulokset vahvistavat myos késitystd juoksuharjoittelun yhteydestd proteiinien
kokonais-O-GlcNAcylaatiotason  nousuun  luustolihaksessa, ja yhdessi muiden
tutkimustulosten kanssa (Mounier ym., 2009; Cox ja Marsh, 2013) voidaan esittdd O-
GlcNAcylaatiotason nousun suojelevan lihasproteiineja hajoitukselta ja ylldpitdvian lihasten
supistustoimintaa fyysisen harjoittelun yhteydessd. Harjoittelemattomuudesta saadut
tulokset ovat yhtenevét luustolihasten kéyttdméttomyydestd julkaistujen tutkimustulosten
kanssa (Cieniewski-Bernard ym., 2005) ja vahvistavat kisitystd lihasten véhdisen kdyton
yhteydestd proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotason laskuun ja tason alenemisen

mahdollisesta yhteydesté luustolihasten heikkenemiseen.

OGT- ja OGA-geenien ilmentyminen oli merkitsevisti suurempaa soleus- kuin EDL-
lihaksessa riippumatta idstd tai fyysisen aktiivisuuden tasosta. Téssd tutkimuksessa OGT-
ja OGA-geenien ilmentymisen ja proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotason vililld ei
havaittu korrelaatiota. Sen sijaan OGT-geenin ilmentyminen korreloi positiivisesti OGA-
geenin ilmentymisen kanssa sekd soleus- ettd EDL-lihaksessa. Tulokset viittaavat siihen,
ettd OGT:n ja OGA:n geenien ilmentymisti saattaisivat osittain sdddelld samat tekijét eri
lihaskudostyypeissé. Lisdéd tutkimustietoa kuitenkin tarvitaan entsyymien ilmentymisen ja
proteiinien kokonais-O-GlcNAcylaatiotason vilisestd yhteydestd sekéd entsyymien geenien

ilmentymistd sddtelevisti tekijoista.

O-GlcNAcylaatiota sddtelevit OGT- ja OGA-entsyymin lisdksi myds monet muut tekijét,

kuten GFAT:n aktiivisuus, ravinteiden saatavuus ja stressi, joiden vaikutusta ei tdssd
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tutkimuksessa otettu huomioon. Useat tutkimustulokset ovat my0s osoittaneet, ettd OGT:n
ja OGA:n ilmentyminen ldhetti-RNA-tasolla ei vélttdméttd ole suoraan yhteydessd
ilmentymiseen proteiinitasolla. Lisdksi tiedot ovat vield varsin puutteellisia kyseisten
entsyymien aktiivisuudesta, joka viime kiddesséd saa aikaan proteiinien O-GlcNAcylaation.
Tulevaisuuden tutkimuksessa ndmé nékokohdat olisi hyvé ottaa huomioon, kun selvitetdan
erilaisten tekijoiden vaikutusta nédiden entsyymien geenien ilmentymiseen ja proteiinien
kokonais-O-GlcNAcylaatiotasoon, joka puolestaan ohjaa ja sditelee spesifisti yksittdisten

proteiinien toimintaa.

Lansimaisen vieston ikddntyessd yhd enemmin tutkimustietoa tarvitaan ikédntymisen
myo6td ilmenevédn lihaskadon mekanismien ymmaértdmiseksi ja lihasten heikkenemisen
ennaltachkdisemiseksi sekd hoitokeinojen l10ytdmiseksi. Tadssd pro gradu -tyOssid esitetyt
tulokset antavat uutta tietoa O-glycosylaatiovilitteisen signaloinnin merkityksesté lihasten
toiminnan séitelyssd ikddntymisen ja elinikdisen fyysisen aktiivisuuden yhteydessd

supistumisominaisuuksiltaan erityyppisissé luustolihaksissa.
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