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Perinndllistd kestavyyssuorituskykya ja kestavyysharjoittelun aiheuttamia adap-
taatioita voidaan tutkia geeniekspressiotasolla tekemalla microarray-analyysi. Kesté-
vyysharjoittelun aiheuttamia adaptaatioita tutkittaessa on havaittu muun muassa mito-
kondrioiden biogeneesiin ja metaboliaan liittyvien geenien ilmenemisen kasvua. Kesta-
vyyssuorituskyvyn perinndllisyyttd ei ole tutkittu geeniekspressiotasolla ihmisilla eika
elaimilla. Ihmisilla se on erittdin hankalaa, joten sita varten voidaan luoda eldinkantoja,
joissa geneettinen ja ympadriston vaihtelu on minimoitu. Tdméan tutkimuksen tarkoituk-
sena oli selvittdd, minkalaisia eroja 16ytyy perinndllisesti korkean ja matalan juoksuka-
pasiteetin rottien, jotka eivat harjoitelleet, luurankolihaksen geenien ilmenemisessé ja
mitka geenit tai geeniryhmat ovat yhteydessa kestavyyssuorituskykyyn.

Koe-eldimina oli geneettisesti heterogeenisten rottien (N:NIH kanta) jalkeldisia.
12 korkean (HCR) ja 12 matalan (LCR) juoksukapasiteetin rotan m. gastrocnemiuksesta
otettiin ndyte microarray-analyysid varten. Microarray-analyysisséa kaytettiin Illuminan
RatRef-12 Expression BeadChip sirua ja tulokset analysoitiin R-kielelld ja Bioconduc-
torin siihen lisddmilla paketeilla. Jokaiselle geenille laskettiin intensiteettiarvojen kes-
kiarvo, keskihajonta ja kertamuutos. Kiinnostavat geenit suodatettiin perustuen muokat-
tuun P-arvoon. Annotaatiossa kaytettiin DAVID bioinformatiikka webtytkalua ja muita
internetin geenitietokantasivustoja.

Geenien ilmenemismuutosten maara ja suunta laskettiin merkitsevyystasoilla 0,01,
0,05, 0,1, 0,15, 0,2 ja 0,25. Merkitsevyystasolla 0,01 31 geenin ekspressio oli kasvanut
ja 23 geenin ekspressio laskenut. Suurin osa muutoksista tapahtui pienilla intensiteeteil-
I& ja moni nadistd muutoksista oli melko pieni. Merkitsevyystasolla 0,05 geenit luokitel-
tiin eri ryhmiin. Geenien ilmeneminen oli suurempaa HCR rotilla mitokondrioon, kar-
boksyylihappometaboliaan, lipidimetaboliaan, oksidoreduktaasiaktiivisuuteen ja im-
muunivasteeseen liittyvissa geeneissa. Geenien ilmeneminen oli suurempaa LCR rotilla
lipidikataboliaan, solujen tukirangan proteiinien sitoutumiseen ja proteiinimetaboliaan
liittyvissa geeneissé.

Tutkimuksessa havaitut geeniekspressioerot HCR ja LCR rottien vélilla selittavéat
eroja kestavyyssuorituskyvyssa. Suuremmat ilmenemistasot lipidimetaboliaan liittyvilla
geeneilld kertovat paremmasta rasvojen hajotuskyvysta ja rasvahappojen nopeammasta
ja tehokkaammasta hapetuksesta, jolloin rasvoja pystytddn kéyttdmaan paremmin ener-
gianlahteend. Myos mitokondrioiden kyky tuottaa ATP:ta on parempi, mista kertoo sit-
ruunahappokierron ja elektroninsiirtoketjun geenien ekspression kasvu.

Avainsanat: kestdvyyssuorituskyky, luurankolihas, geeniekspressio, perinndllisyys
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1 JOHDANTO

Kestévyyssuorituskyvyn perinnollisyyttd on tutkittu pé&éasiassa kaksostutkimuksilla ja
perheilld tehtavien tutkimusten kautta (esim. Rico-Sanz ym. 2003; Bouchard ym. 1986).
Néiden tutkimusten perusteella tiedetaan, ettda perinndllisyydelld on vaikutusta kesta-
vyyssuorituskykyyn. Kestavyyssuorituskykya ja sen perinndllisyytta on tutkittu ihmisil-
l& kokonaisuutena sek&d selvittaméallad yksittdisten kestavyyssuorituskykya selittavien
tekijoiden perinnollisyytta. Esimerkiksi maksimaaliseen hapenottokykyyn (VO,max/kg)
geneettisilla tekijoilla uskotaan olevan noin 40 % vaikutus. (Bouchard ym. 1996.) Li-
hassolujakaumaa ja energiametaboliareittien entsyymien aktiivisuuksia pidetdan ainakin
osittain periytyvind ominaisuuksina (Rico-Sanz ym. 2003; Hamel ym. 1986). Vaikka
kestavyyssuorituskyky maaraytyykin osittain perinndllisesti, voidaan siihen vaikuttaa
huomattavasti myds harjoittelulla. Perinndllisyyden ja harjoittelun osuudet kestavyys-

suorituskyvyn taustalla on kuitenkin vield epaselvat. (McArdle ym. 2001, 236—237.)

Kestavyysharjoittelun aiheuttamia adaptaatioita luurankolihaksessa on tutkittu 1900-
luvun puolivalin jalkeen paljon (esim. Holloszy 1967). Sittemmin 2000-luvun puolella
tutkimuksessa on alettu hyédyntdmaén microarray- eli mikrosiruteknologiaa (esim. Ma-
honey ym. 2005). Mikrosiruteknologiaa kdytetddn geenien ilmenemisen tutkimiseen.
Sen avulla voidaan tutkia geenien ekspressiota koko genomin tasolla. (Wong 2005, 15.)
Mikrosiruteknologian avulla pystytadan tutkimaan luurankolihaksen geenien ilmenemista
ja miten kestavyysharjoittelu on vaikuttanut ilmenemistasoihin vertaamalla geenieks-
pressiota ennen kestdvyysharjoittelua ja kestavyysharjoittelun jélkeen. Yksittaisen kes-
tavyysharjoituksen on todettu aktivoivan muun muassa metaboliaan ja mitokondrioiden

biogeneesiin liittyvid geeneja. (Mahoney ym. 2005.)

Kestavyyssuorituskyvyn perinnollisyydestd geeniekspressiotasolla ei ole vield tutki-
muksia. Eldintutkimukset ovat télla hetkella ainoa lahestymistapa, koska kestavyyssuo-
rituskyvyn perinnéllisyyttd on hankalaa tutkia ihmisilla. Kestavyyssuorituskyvyn perin-
nollisyytta voidaan tutkia eldinmallien avulla. Talléin perinndllisen kestavyyssuoritus-

kyvyn taustalla olevia tekijoitd voidaan méaarittad luotettavammin, koska geneettinen ja



ympadriston vaihtelu voidaan minimoida. Samaan tarkkuuteen ei ihmisilla tehtavilla tut-
kimuksilla paasta. (Koch & Britton 2001.)

Tassa tutkimuksessa kestavyyssuorituskyvyn perinndllisyytta on tutkittu perinnéllisesti
korkean (HCR) ja matalan (LCR) juoksukapasiteetin rotilla. Ero kestavyyssuoritusky-
vyssa rottien valilla johtuu nimenomaan perinnéllisista tekijoistd eika kestavyysharjoit-
telusta, koska rotat eivét harjoitelleet. Tutkittaessa luurankolihaksen geeniekspressioero-
ja ja kestavyyssuorituskyvyn perinnéllisyytta lahtokohtana ovat kestavyysharjoittelutut-
kimukset ja kestavyysharjoittelun aikaansaamat muutokset luurankolihaksen geenien
ilmenemisessd, koska aikaisempia tutkimuksia perinndllisistd luurankolihaksen gee-
niekspressioeroista ei ole. Taman tutkimuksen tarkoituksena onkin selvittad, minkélaisia
eroja loytyy perinnéllisesti korkean ja matalan juoksukapasiteetin rottien luurankolihak-
sen geenien ilmenemisessa ja mitk& geenit tai geeniryhmét ovat yhteydessé kestavyys-

suorituskykyyn.



2 PERINNOLLISYYS JA KESTAVYYSSUORITUSKYKY

2.1 Kestavyyssuorituskyky ja sita selittavat tekijat

Kestavyys maéritellaén ajaksi, jonka henkilo jaksaa tehda tyota tietylla intensiteetilla
(Bompa 1999, 344). Elimiston kyky vastustaa vasymysta fyysisen kuormituksen aikana
kertoo kestédvyyden tasosta (Keskinen ym. 2004, 51). Kestavyys voidaan jakaa yleiseen
ja spesifiseen kestavyyteen. Kun puhutaan yleisestd kestdvyydestd, tarkoitetaan kykyé
suoriutua tehtdvastg, jossa kdytetddn useita lihasryhmid ja useita kehon systeemeja (neu-
romuskulaarinen systeemi, hengitys- ja verenkiertoelimistd, keskushermosto). Spesifi-
nen suorituskyky liittyy tietyn urheilulajin vaatimuksiin, ja sen perustana on yleinen
kestavyys. (Bompa 1999, 344.)

Kestévyyssuorituskyky tarkoittaa aerobista potentiaalia eli kehon kykya tuottaa energiaa
hapen avulla (Bompa 1999, 346). Aerobinen energiantuotto eli energiantuotto hapen
lasna ollessa muuttuu hallitsevimmaksi, kun suorituksen kesto ylittad kaksi minuuttia
(McArdle ym. 2001, 165). Kestavyyssuorituskykyyn vaikuttaa maksimaalinen hapenot-
tokyky (VO.max), pitkdaikainen aerobinen kestavyys, suorituksen taloudellisuus ja
hermolihasjarjestelman suorituskykyisyys (Keskinen ym. 2004, 51). Maksimaalista ha-
penottokykya pidetaédn tarkeimpana kestavyyssuorituskyvyn maarittajana (McArdle ym.
2001, 231). Hengitys- ja verenkiertoelimiston ja lihassolujen kyky kuljettaa happea ke-
hossa rajoittaa aerobista tehoa ja kapasiteettia joten hapenkuljetussysteemin kehittami-
nen on kestavyyssuorituskyvyn kannalta oleellista (Bompa 1999, 346). Myos lihasten
kyky kayttdd happea ja lihaskudostason tekijat (kapillaaritiheys, entsyymit, mitokondri-
ot, lihassolutyypit) vaikuttavat kestavyyssuorituskykyyn (McArdle ym. 2001, 231).



2.2 Perinnollisyyden vaikutus kestavyyssuorituskykyyn

2.2.1 Kestavyyssuorituskyky kokonaisuutena

Useimmat fyysiseen suorituskykyyn ja siten kestavyyssuorituskykyyn liittyvat tekijat
ovat perinnéllisid (MacArthur & North 2005; McArdle ym. 2001, 236). Sitd, missé
maarin perintotekijat madradvat jotakin ominaisuutta ja kuinka paljon harjoittelulla voi-
daan vaikuttaa, ei vield tarkkaan tiedetd (McArdle ym. 2001, 236—237). Perinnéllisyy-
den on todettu vaikuttavan merkittavasti kestavyyssuorituskykyyn, huomattavasti
enemman kuin maksimaaliseen aerobiseen tehoon (Bouchard ym. 1986). Tarpeeksi
kuormittava harjoitusohjelma parantaa jokaisen henkilon kuntoa, mutta miten paljon
kunto voi parantua ja kuinka suuria adaptaatioita harjoitus voi saada aikaan, maaraytyy
perinndllisyyden mukaan. Henkilon herkkyys maksimaaliselle aerobiselle tai anaerobi-
selle harjoittelulle riippuu paljon geeneistd. (McArdle ym. 2001, 484—485.) Arvioitaessa
perinnéllisyyden osuutta kestéavyyssuorituskyvystéd kaksostutkimusten ja perhetutkimus-
ten kautta kaksostutkimuksista saadaan yleensd suurempia geneettisten tekijoiden
osuuksia. Tuloksia pitdd kuitenkin tulkita varauksella, koska esimerkiksi geneettisia
vaikutuksia ja ei-geneettisia perhevaikutuksia ei vélttamattd voida erottaa toisistaan.
(Bouchard ym. 1998.)

Seké Bouchard ym. (1986) ettda Hamel ym. (1986) ovat tutkineet kestavyyssuoritusky-
vyn perinndllisyyttd mittaamalla kokonaistyon 90 minuutin maksimaalisessa polkupyo-
réergometritestisséd. Bouchard ym. (1986) 10ysivat merkittdvan geneettisen vaikutuksen
kestavyyssuorituskykyyn huomioiden kuitenkin sen, ettd koko vaikutus ei valttamatté
liity perinnéllisyyteen vaan ymparistotekijat pitdad ottaa huomioon. Perinnéllisyyden
osuuden todettiin olevan 60—65 % kestidvyyssuorituskyvystd rasvatonta kehonpainoa
kohden (FFM Kkg) ja noin 70 % suuruinen koko kehonpainoa kohden (kg) (Bouchard
ym. 1986). Hamelin ym. (1986) mukaan kestavyysharjoittelun aiheuttama vaste kest&-
vyyssuorituskyvyssd maardytyy suurelta osin (65—80 %) perintotekijoiden mukaan.
Etenkin kun paastdan lahelle omaa maksimia kestavyyssuorituskyvyssa, geneettisen

kontrollin osuus kasvaa harjoitusvasteen méarittajana (Hamel ym. 1986).



2.2.2 Maksimaalinen hapenottokyky (VO,max)

Nykyéddn uskotaan, ettd perintotekijat selittavit 25—40 % maksimaalisesta hapenottoky-
vysta (VOzmax) (McArdle ym. 2001, 236—237). Bouchard ym. (1986) tutki maksimaa-
lisen hapenottokyvyn perinndllisyytta kaksostutkimuksessaan. VO,max:n perinndllisyys
suhteutettuna kehon painoon (VO,max/kg) arvioitiin 40 % suuruiseksi, kun taas perin-
nollisyys rasvatonta kehonpainoa kohden (VO,max/FFW kg) oli kuitenkin endé vain 10
%. 10 % arviota pidettiin realistisempana 40 % arvion ollessa todennékdisesti liian kor-
kea otettaessa huomioon mahdolliset ympadriston vaikutukset VO,max/kg:ssa.
(Bouchard ym. 1986.) Perinnéllisyyden osuudeksi maksimaalisessa hapenottokyvyssé
(suhteutettuna kehon massaan, VO,max/kg) on saatu suurempikin, noin 50 % suuruinen
arvio. Tahan vaikutti ainakin osittain, geneettisten tekijoiden liséksi, perheymparisto,
joten se on maksimaalinen perinndllisyyden vaikutus geneettisen vaikutuksen jaddessa
todennakdisesti alle 50 %:n. (Bouchard ym. 1998.) Hamelin ym. (1986) mukaan kesté-
vyysharjoittelun aiheuttama vaste VO,max:ssa mééraytyy suurelta osin (65—80 %) pe-

rintdtekijoiden mukaan.

2.2.3 Lihaskudostaso

Lihassolujakauman perinndllisyydesta on kaksi ndkemysta: lihassolujakauma maaray-
tyy taysin perintotekijoiden mukaan tai lihassolujakauma madraytyy vain osittain perin-
totekijoiden mukaan ja siihen voidaan vaikuttaa fyysiselld aktiivisuudella. (Simoneau &
Bouchard 1995.) Taylorin ja Bachmanin (1999) mukaan lihassolujakauma méaaraytyy
ainakin osittain perinnollisesti. Siihen voidaan vaikuttaa fyysiselld aktiivisuudella, mut-
ta kuinka merkittavasti, se on vield epaselvda. (Taylor & Bachmann 1999.) Hamelin
ym. (1986) mukaan yksildiden valinen vaihtelevuus lihassolujakaumassa on geneettises-
ti maaratty eikd kestavyysharjoittelu vaikuttanut siihen merkittdvasti. Rico-Sanz ym.
(2003) eivat loytaneet merkittdvaa vastaavuutta lihassolutyyppien osuuksien ja perin-
nollisyyden vélilla, joten pé&&asiallisen vaikutuksen lihassolujakaumaan todettiinkin ole-
van fyysiselld aktiivisuudella. Simoneau ja Bouchard (1995) arvioivat ympéristolla ole-
van noin 40 % ja geneettisilla tekijoilla noin 45 % merkitys yksiloiden vélisten lihasso-
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lujakaumien eroon. Jaljelle ja&va 15 % selitettiin ndytteenotosta tulleilla virheilla ja tek-
nisilla virheilla. (Simoneau & Bouchard 1995.)

Perintttekijoilla saattaa olla vaikutusta lihassolujen poikkipinta-alaan, johon kuitenkin
voidaan vaikuttaa myos harjoittelulla. Ainoastaan tyypin | lihassolujen pinta-alan todet-
tiin olevan osittain periytyvdd. Muuten voidaan sanoa, ettd ymparistotekijoilla on suuri

rooli lihasten pinta-alan méaérittajana. (Rico-Sanz ym. 2003.)

Genotyyppi on térked tekija kapillaarien kehittymisessa oksidatiivisille lihaksille, ja
genotyyppi vaikuttaakin tyypin | ja Ila lihassolujen kapillaaritineyksiin seka solujen
pinta-alaan kapillaaria kohden. Kuitenkaan kestavyysharjoittelun aiheuttamaan kapillaa-
ritiheyden kasvuun ei vaikuta merkittavasti perintotekijat vaan enemman fyysisen aktii-

visuuden metaboliset vaatimukset. (Rico-Sanz ym. 2003.)

Perinndllisilla tekijoilla on suuri vaikutus energiametaboliareittien entsyymien aktiivi-
suuksiin kuten korkeaenergisten fosfaattien, hiilihydraatti- ja rasva-aineenvaihdunnan
entsyymeihin. Monotsygooteilla kaksosilla oli suurempi yhtélaisyys fosfofruktokinaasi,
oksaaliglutaraatti dehydrogenaasi, glyseraldehydi fosfaattidehydrogenaasi ja 3-B-
hydroksiasyyli CoA dehydrogenaasi entsyymien aktiivisuuksissa kuin ditsygooteilla
kaksosilla. (Rico-Sanz ym. 2003.) Energiametaboliareittien entsyymien vaste kesta-
vyysharjoitteluun on osittain perinnéllistd (Rico-Sanz ym. 2003; Hamel ym. 1986). Pe-
rima vaikuttaa etenkin kun ollaan l&helld henkilokohtaista maksimaalista suorituskykyéa
(Hamel ym. 1986). Useiden fosfageeni-, glykolyyttisiin ja oksidatiivisiin energiameta-
boliareitteihin liittyvien entsyymien aktiivisuudet kasvoivat kestavyysharjoitteluohjel-
man seurauksena ja nama muutokset olivat hyvin samankaltaisia samaan perheeseen

kuuluvilla koehenkil6illa. (Rico-Sanz ym. 2003.)
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3 KESTAVYYSHARJOITTELU JA LUURANKOLIHAKSEN
ADAPTAATIO

3.1 Lihassolutyypit ja lihassolujakauma

Lihassolutyyppeja voidaan mé&arittd4 niiden rakenteellisten ja toiminnallisten ominai-
suuksien erojen perusteella. Erés tapa on kayttdd myosiinin raskasketjujen isoformeja
maadrityksen perustana. Lihassolussa voi olla joko vain yhtd myosiinin raskasketjun iso-
formia tai useampia isoformeja. Naiden perusteella lihassolut voidaan jakaa hitaiksi
tyypin | soluiksi ja kolmeksi nopeaksi tyypiksi, jotka ovat lla, I1d (k&ytetddn mydos ni-
med I1x) ja I1b. (Pette & Staron 2000.)

Lihassolujakauma mukautuu saénnélliseen kestavyysharjoitteluun (Rico-Sanz ym.
2003; Taylor & Bachman 1999). Vield ei tiedetd, kuinka suuria muutoksia kesta-
vyysharjoittelu voi saada aikaan lihassolujakaumassa (Taylor & Bachman 1999). Tyy-
pin I lihassolujen osuuden on todettu kasvavan aerobisen harjoittelun seurauksena (Ri-
co-Sanz ym. 2003; Thayer ym. 2000). Tyypin lIx lihassolujen osuus taas pienenee (Ri-
co-Sanz ym. 2003). Yleisesti ottaen kestdvyysharjoittelun seurauksena tyypin 1 lihasso-
lujen osuus kasvaa suuremmaksi kuin tyypin Il lihassolujen osuus (Thayer ym. 2000).

Lihassolutyypin muutoksesta toiseksi ihmisilla kestavyysharjoittelun seurauksena on
talla hetkelld vain rajoitetusti todisteita (Thayer ym. 2000). Kestavyysharjoittelu saattaa
aiheuttaa tyypin Ilb lihassolujen muuttumista tyypin lla lihassoluiksi (McArdle ym.
2001, 533; Thayer ym. 2000). Lihassolut voivat siit4 edelleen muuttua tyypin I soluiksi,
jos takana on véhintadn kymmenen vuoden kestavyysharjoittelu. Tallgin tyypin I lihas-
solujen osuus kasvaa ja lihas on siten erittdin sopeutunut aerobiseen tyéhon. Jos lihasso-
lu on muuttunut tyypin 11b solusta tyypin Ila soluksi, silla voi olla rajoittunut kapasiteet-
ti kasvattaa oksidatiivista potentiaaliaan kestavyysharjoittelun seurauksena. (Thayer ym.
2000.) Hamel ym. (1986) eivat kuitenkaan havainneet lihassolutyyppien muutoksia 15

viikon kestavyysharjoitusohjelman jalkeen.
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Kestévyysharjoittelun seurauksena hitaiden lihassolujen pinta-ala kasvaa. Tdamé on Kkui-
tenkin spesifistd harjoittelulle, joten vaikutus kohdistuu vain aktiivisiin lihaksiin.
(McArdle ym. 2001, 467, 477; Thayer ym. 2000.) Nopeiden lihassolujen pinta-ala ei
muutu, mutta niiden oksidatiivinen potentiaali paranee (McArdle ym. 2001, 467, 477).

3.2 Energiatuotto ja energiavarastot

Kestavyysharjoittelun seurauksena lihasten kapasiteetti tuottaa adenosiinitrifosfaattia
(ATP) aerobisesti paranee, kun taas kyky tuottaa ATP:ta anaerobisesti ei muutu (Oscal
& Holloszy 1971). Lihassolut, seké nopeat etta hitaat, maksimoivat aerobisen potentiaa-
linsa kestdvyysharjoittelun seurauksena (McArdle ym. 2001, 467; Taylor & Bachman
1999). Kuitenkin tyypin I ja lla lihassolut pystyvét paremmin hyédyntdmaan aerobisia
metabolisia energiantuottoreitteja kuin tyypin Ilb lihassolut (Taylor & Bachman 1999).
Kestavyysharjoittelun seurauksena eri substraattien kéyttdé energiantuotannossa sub-
maksimaalisessa kuormituksessa muuttuu: rasvojen metabolia kasvaa ja hiilihydraattien
metabolia vahenee (McArdle ym. 2001, 467; Taylor & Bachman 1999; Matoba & Goll-
nick 1984). Talldin veren glukoosin homeostaasi sdilyy paremmin, mihin vaikuttaa

myaos parantunut maksan glukoneogeneesikapasiteetti (McArdle ym. 2001, 467).

Rasvojen katabolia kasvaa kestavyysharjoittelun seurauksena. Kyky mobilisoida, kuljet-
taa ja hapettaa rasvahappoja paranee submaksimaalisessa kuormituksessa, jolloin rasva-
hapoista saadaan enemmaén energiaa. (McArdle ym. 2001, 467.) Lihasten siséiset trig-
lyseridivarastot kasvavat (McArdle ym. 2001, 467; Matoba & Gollnick 1984). Lihakset
pystyvat myos kayttaméan tehokkaammin néitéd triglyseridivarastoja ensisijaisena ras-
vahappojen lahteend, vaikka rasvahappoja myds vapautuu helpommin rasvakudoksesta
(McArdle ym. 2001, 467; Taylor & Bachman 1999). Solunsisaisten lipidivarastojen
kasvu keskittyy yleensd mitokondrioiden l&helle, jolloin ne ovat helposti kaytettavissa
mitokondrioissa aerobisessa energiantuotannossa. Tamén takia aerobisesti harjoitettu
lihas kayttad mitokodrioissa hapetuksessa enemman rasvoja kuin hiilihydraatteja. (Hop-
peler 1986.)
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Aerobisesti harjoitetuilla lihaksilla on parempi kapasiteetti hapettaa hiilihydraatteja
maksimaalisessa kuormituksessa (McArdle ym. 2001, 467). Submaksimaalisessa kuor-
mituksessa taas hiilihydraattien kéyttd energianlahteend vahenee rasvahappojen kayton
kasvaessa, jolloin glykogeenia saastyy (McArdle ym. 2001, 467; Taylor & Bachman
1999; Matoba & Gollnick 1984). Lihaksen glykogeenin kayttd vahenee ja glukoosia
vapautuu vahemmaéan maksasta (glykogenolyysi ja glukoneogeneesi) vereen (McArdle
ym. 2001, 467). Kun aktiivisissa lihaksissa kaytetadn vahemman glykogeenia, muodos-
tuu myos vahemman laktaattia (Matoba & Gollnick 1984). Oikeanlainen ravinto yhdis-
tettynd kestavyysharjoitteluun kasvattaa lihaksen glykogeenivarastoja. Lihaksen kapasi-
teetti sadstdd glykogeenia on suorassa suhteessa kestavyysharjoittelun aiheuttamaan
aktiivisuustason kasvuun Krebsin syklissé ja elektroninsiirtoketjussa. (Taylor & Bach-
man 1999.)

3.3 Verenkierto ja kapillarisaatio

Kestavyysharjoittelun vaikutuksesta luurankolihaksen verenkierto kasvaa maksimaali-
sessa kuormituksessa. Tdma johtuu suuremmasta maksimaalisesta sydamen tyomaaras-
t4, verenkierron tehokkaammasta siirtymisesta ei-aktiivisilta kudoksilta lihaksille, kapil-
laarien méaran kasvusta ja valtimoiden ja laskimoiden poikkipinta-alan kasvusta. Sub-
maksimaalisessa kuormituksessa kestdvyysharjoittelun seurauksena suurin osa veren-
kierrosta ohjautuu oksidatiivisille lihaksille (paljon tyypin I lihassoluja) matalaoksida-
tiivisten lihasten sijaan (paljon tyypin llb lihassoluja). Aktiivinen lihas tarvitsee sub-
maksimaalisessa kuormituksessa suhteellisesti véhemman verta, koska lihaksen kyky
kuljettaa, irrottaa ja kayttada happea on parantunut. (McArdle ym. 2001, 474.)

Lihaksen kapillaaritiheys kasvaa kestavyysharjoittelun seurauksena (Rico-Sanz ym.
2003; McArdle ym. 2001, 362; Matoba & Gollnick 1984). Tdman takia sama verimaara
kulkee kauemmin saman lihastilavuuden Idpi ja lihassoluilla on suurempi aineidenvaih-
topinta-ala (Matoba & Gollnick 1984). Kapillaarien suhde lihassolua kohden on suu-
rempi kestavyysharjoittelujakson jalkeen. Tadmé tekee hapen, ravintoaineiden ja hormo-
nien kulkeutumisen lihassolulle helpommaksi ja sekd l&mpo ettd aineenvaihdunnan si-

vutuotteet kulkeutuvat helpommin pois lihassoluista. (McArdle ym. 2001, 362.) Voi-
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daan sanoa myos, ettd lihassolun pinta-alan suhde kapillaaria kohden pienenee kesté-
vyysharjoittelun seurauksena, minka Rico-Sanz ym. (2003) havaitsi tapahtuvan kaikissa
lihassolutyypeissa. Kapillarisaatiota tapahtuu korkeaintensiteettisen kestavyysharjoitte-

lun jalkeen yhté paljon hitaiden ja nopeiden lihassolujen ymparilla (Jensen ym. 2004).

3.4 Mitokondriot ja entsyymiaktiivisuudet

Aerobisesti harjoitetussa lihaksessa on enemman ja suurempia mitokondrioita (McArdle
ym. 2001, 467; Taylor & Bachman 1999; Matoba & Gollnick 1984). Tdman vuoksi me-
taboliiteilla, kofaktoreilla ja aineenvaihdunnan lopputuotteilla on suurempi siirtymispin-
ta-ala (Taylor & Bachman 1999). Sarkolemman alaisten mitokondrioiden on todettu
lisd&ntyvan enemman kuin fibrillien valisten mitokondrioiden ja muutokset mitokondri-
oissa keskittyvat vain lihaksiin, jotka osallistuvat mekaanisen energian tuottoon (Hop-
peler 1986).

Entsyymejé syntetisoidaan enemman, jolloin niiden aktiivisuus myos kasvaa (Taylor &
Bachman 1999; Hamel ym. 1986). Etenkin tyypin I lihassoluissa mitokodrioiden tiheys
ja mitokondrioiden entsyymien aktiivisuus, kuten sukkinaattidehydrogenaasin (SDH)
aktiivisuus kasvaa (Taylor & Bachman 1999). Myo6s sytokromioksidaasin ja sitraat-
tisyntetaasin aktiivisuuden on todettu kasvavan (Short ym. 2003; Taylor & Bachman
1999). SDH:n ja sytokromioksidaasin aktiivisuuden muutoksen suuruus on suorassa

suhteessa mitokondrioiden tilavuuden muutokseen (Hoppeler 1986).

Holloszyn tutkimus (1967) oli ensimmaisia tutkimuksia, joka osoitti mitokondrioiden
maaran kasvavan rotilla kestavyysharjoittelun seurauksena. Mitokondrioiden kokonais-
proteiinimaara kasvoi 60 %. Myds mitokondrioiden kyky hapettaa pyruvaattia kaksin-
kertaistui kestdvyysharjoittelun johdosta. Lihasten sytokromi c:n, joka on hengitysket-
jun yksi komponentti, aktiivisuus kasvoi kestdvyysharjoittelun seurauksena, kun kesta-
vyysharjoittelu oli tarpeeksi kuormittavaa. Mitokondrioiden elektroninsiirtoketjun aktii-
visuuden kasvu johtui siten hengitysketjun entsyymiaktiivisuuksien (sytokromioksidaa-
si, sukkinaattioksidaasi, sukkinaattidehydrogenaasi, nikotiiniamidiadeniinidinukleotidi-
fosfaatti (NADH tai DPNH) dehydrogenaasi, nikotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatti
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(NADH tai DPNH) sytokromi c¢ reduktaasi) kasvusta. Kestdvyysharjoittelun johdosta
mitokondrioilla oli parempi respiratorinen kontrolli ja tiukasti saadelty oksidatiivinen
fosforylaatio. (Holloszy 1967.) Tamén seurauksena ATP:n muodostamiskapasiteetti
oksidatiivisen fosforylaation kautta paranee (McArdle ym. 2001; Taylor & Bachman
1999; Holloszy 1967).

Kestavyysharjoittelu saa aikaan koordinoitua ja méaéarallista kasvua luurankolihaksen
mitokondrioiden rakenneosissa, kuten esimerkiksi mitochodrial coupling factorissa (F).
F1 on mitokondrion kristojen rakennekomponentti ja merkittava tekijé, joka yhdistaa
fosforylaation hapetukseen. Fi:n maaré kasvaa samassa suhteessa hengitysketjun kom-
ponenttien (adenosiinitrifosfataasi, sytokromi c) kanssa aerobisen harjoittelun seurauk-
sena. (Oscal & Holloszy 1971.)

Kovatehoinen kestavyysharjoittelu nostaa glykolyyttisten entsyymien, fosfofruktokinaa-
sin ja heksokinaasin, aktiivisuutta, glykogeenin kéyttoon ja varastoitumiseen osallistu-
vien entsyymien sekd lipoproteiinilipaasin aktiivisuutta (Taylor & Bachman 1999).
Myos 15 viikon koko ajan tehoiltaan kasvava kestavyysharjoitteluohjelma nosti hekso-
kinaasin ja fosfofruktokinaasin aktiivisuutta (Hamel ym. 1986). -oksidaatioon osallis-
tuvien entsyymien aktiivisuus kasvaa kestavyysharjoittelun seurauksena, miké johtaa
rasvahappojen suurempaan hapettamiseen (Taylor & Bachman 1999; Matoba & Goll-
nick 1984).
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4 KESTAVYYSHARJOITTELUN VAIKUTUS LUURANKOLI-
HAKSEN GEENIEN ILMENEMISEEN

4.1 Geenien ilmeneminen

Geenien ilmeneminen eli ekspressoituminen tarkoittaa geenin proteiinituotteen muodos-
tumista. Geenien ilmeneminen koostuu useasta vaiheesta: mRNA:n synteesi, mMRNA:n
transkription jalkeinen muokkaus, mMRNA:n hajotus, translaatio, proteiinin translaation
jalkeinen muokkaus, proteiinien hajotus ja proteiinien kuljetus kohteeseen. Geenien
ilmeneminen on tarkasti séadeltya, koska eri vaiheet vaativat paljon energiaa ja saatavil-
la oleva energia pyritddn kayttdmaan optimaalisesti. Saatelya voi tapahtua jokaisessa
geenien ilmenemisen vaiheessa. Tehokkaimmat séatelymekanismit toimivat ilmenemi-
sen alussa transkription aloituksen tasolla. (Nelson & Cox 2000, 1072—1073.)

Vain osa koko genomin geeneistd ekspressoituu tietylld hetkelld. Housekeeping gee-
neiksi kutsutaan niitd geenejd, joiden tuotteita tarvitaan koko ajan tietty méara ja nama
geenit ekspressoituvat jokaisessa solussa koko ajan lahes vakiotasolla. Toisten geenien
ekspressio taas vaihtelee tilanteen ja ajankohdan mukaan. Esimerkiksi solun erikoistu-
minen tiettyyn toimintoon tai solun energianlahteen muuttuminen saavat aikaan tiettyjen

geenien ekspression kasvun tai laskun. (Nelson & Cox 2000, 1072—1074.)

4.2 Yksittainen kestavyysharjoitus

Yksittaisen kestavyyssuorituksen on todettu aiheuttavan seka valittomi ettd vasta tietyn
ajan jalkeen tapahtuvia muutoksia geenien ilmenemisessa. Joidenkin geenien ekspressio
voi myos palata normaalitasolleen melko nopeasti, kun taas niiden geenien, joilla on
pitkittynyt vaste, ekspressio vasta muuttuu, kun toisten palaa normaalitasolleen. (Ma-

honey ym. 2005.)

Mahoney ym. (2005) tutki yksittdisen kestavyysharjoituksen vaikutusta geenien eks-

pressiotasoihin sekd kolme ettd 48 tuntia harjoituksen jalkeen. Maaréllisesti enemman
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muutoksia tapahtui heti (kolme tuntia) harjoituksen jalkeen kuin kahden vuorokauden
kuluttua. N&iden geenien arveltiin olevan tarkeitd harjoituksesta palautumiseen ja adap-
taatioon liittyvid geeneja. Metaboliaan ja mitokondrioiden biogeneesiin liittyvien geeni-
en (PGCla, PDK4, PPARa, PPARS, PPARy, FOXO1, NRBF-2) ekspressio kasvoi no-
peasti ja koordinoidusti ja liittyi rasvojen kdyttoon energianlédhteend (etenkin harjoituk-
sen lopuksi) sekd mitokondrioiden kapasiteettiin k&yttd4 rasvoja energiantuotannossa.
Happistressiin (MTI-VII) ja signalointiin liittyvien geenien nopeasti kasvanut ekspres-
sio kertoi happiradikaalien kasittelyn lisdantyneesta tarpeesta heti harjoituksen jalkeen.
Elektrolyyttitasapainoon liittyvien geenien (f3, SERCA3, CLCN4) ekspressio kasvoi
my®0s. Solun stressiin, proteolyysin, apoptoosiin ja replikaatioon liittyvien geenien eks-
pressio kasvoi. Tama osoittaa, ettd kestavyysharjoituksen, joka aiheuttaa lihasvaurioita,

tulehdusta ja apoptoosia, vaste syntyy transrikptiotasolla. (Mahoney ym. 2005.)

Yksittaisen kestdvyysharjoituksen on todettu aiheuttavan PGC-la:n ilmenemisen kas-
vua harjoituksen jalkeen (Mahoney ym. 2005; Norrbom ym. 2003; Pilegaard ym. 2003).
PGC-1a (peroxisome proliferator activated receptor co-activator o) on erés tekijé, joka
osallistuu kestavyysharjoittelun aiheuttamien toiminnallisten ja rakenteellisten muutos-
ten séatelyyn. PGC-1a pystyy sitoutumaan ja vaikuttamaan useaan transkriptiofaktoriin
ja on olennainen lihassolutyyppia ja lihassolujen oksidatiivista kapasiteettia maaraava
tekij&. (Norrbom ym. 2003.) Uskotaan myds, ettd PGC-1a:lla on tirked rooli mitokond-
rioiden biogeneesiin liittyvien geenien aktivoinnissa (Pilegaard ym. 2003). Norrbom
ym. (2003) havaitsi PGC-1a:n mRNA tasojen kasvun 45 minuutin polvenojennusharjoi-
tuksen jélkeen. Solujen metaboliaan liittyvét tekijat olivat tarkeitd PGC-1a geenin ilme-
nemistasojen kasvussa. MCIP-1:n mRNA tasot kasvoivat harjoituksen jalkeen, mika
saattaa kertoa, ettd harjoitus aktivoi kalsineurinin, joka taas liittynee PGC-1a:n tran-
skription aktivaatioon. (Norrbom ym. 2003.) Toisessa polvenojennusharjoituksessa
PGC-1a:n mRNA tasot olivat korkeimmillaan kaksi tuntia harjoituksen jélkeen. PGC-
la:lla saattaa siten olla tiarked rooli lihaksen harjoitusvasteeseen liittyvien geenien tran-
skription aktivoimisessa. (Pilegaard ym. 2003.) Sekd Norrbom ym. (2003) ettd Pile-
gaard ym. (2003) ehdottavat, ettd kestdvyysharjoituksen aiheuttamaa PGC-1a:n aktivoi-
tumista saattaa selittdd kalsiumin signalointimekanismit, kuten kalsineurin signalointi-

reitin sensitiivisyyden kasvu.
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4.3 Kestavyysharjoittelujakso

Kestavyysharjoittelujakson jalkeen on todettu muutoksia useiden geenien ilmenemises-
s& (Radom-Aizik ym. 2005; Timmons ym. 2005; Wu ym. 2003). Vanhoilla, fyysisesti
inaktiivisilla miehilla tehdyssa tutkimuksessa useat lihaksen rakenteeseen, supistumi-
seen ja kehittymiseen sekd energiantuottoreitteihin liittyvét geenit yliekspressoituivat ja
lihaksen kataboliaan liittyvat geenit aliekspressoituvat kolmen kuukauden kestavyyshar-
joittelun jalkeen. Lihaksen kasvuun ja toimintaan sek& signaalinvélitykseen ja hemin
biosynteesin liittyvét geenit, jotka yliekspressoituvat, ovat tarkeitd lihaksen kehittymi-
selle ja harjoittelulla aikaansaadun suorituskyvyn yllapidolle. Proteiinien hajoamiseen ja
transkription saatelyyn liittyvien geenien (esim. myogeneesia inhiboiva HES-1) eks-
pressio pieneni, kuten myds 35 ribosomaalisen proteiinin geenin ekspressio, mika ker-
too luurankolihaksen vasteesta harjoittelulle. (Radom-Aizik ym. 2005.)

Oksidatiivisten geenien (OXPHOS geeniperhe) ekspression on todettu kasvavan miehil-
l& kestavyysharjoitusjakson jalkeen (Timmons ym. 2005). Myos oksidatiiviseen fosfo-
rylaatioon liittyvien mitokondrioproteiinien tason on todettu kasvavan hiirillg, jotka
saivat juosta vapaaehtoisesti juoksupyorassad (Wu ym. 2003). Mitokondriaalisten geeni-
en lahetti RNA-tasot kasvoivat COX4 ja ND4 geenien kohdalla neljan kuukauden kes-
tavyysharjoittelun seurauksena. My6s mitokondrioiden biogeneesiin liittyvien geenien
(PGC-1a (energiantuottoreittien avainsadtelija), NRF-1 (transkriptiofaktori), TFAM
(oksidatiivisen metaboliaan liittyva geeni)) ekspressio kasvoi. (Short ym. 2003.) Mito-
kondrioiden entsyymien aktiivisuudet kasvavat kestavyysharjoittelun seurauksena ja
tdma nakyy myds geeniekspressiotasolla. Lipidien metaboliaan liittyvien geenien eks-
pressio kasvaa aerobisen harjoittelun seurauksena, mika kertoo lisdéntyneesté lihaksen
rasvojen kaytosta hiilihydraattien kustannuksella. (Radom-Aizik ym. 2005.)

Ekspression kasvua on havaittu myds solun ulkopuolisen matriksin (ECM) uudelleenor-
ganisoitumiseen liittyvissd geeneissdé (ECM:n kehittyminen ja kypsyminen). Kesté-
vyysharjoittelujakso pienensi dystrofiinigeenin ekspressiota. Dystrofiini liittyy mekaa-
nisten signaalien vélittdmiseen ECM:sté solun sisélle solurankaan. Integriini ja lamiini
signalointisysteemien komponenttien ekspressio nousi kestavyysharjoittelujakson jél-

keen, mika kertoi toiminnallisista adaptaatioista vasteena lihasten aktiivisuudelle.
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TncRNA (sééatelee suoraan geeniekspressiota, ei koodaa proteiinia) geenin ekspressio
kasvoi. TncRNA vaikuttaa mahdollisesti useisiin signalointi- ja proliferaatiogeenien
séatelyyn. Myos kalsiumionien sitoutumiseen liittyvien geenien ekspressio kasvoi.
(Timmons ym. 2005.) Kahden solun signalointimolekyylin (PP2A ja B-GDI) ekspressio-
taso oli koholla sekd kolme ettd 14 péivaa hiirien vapaan juoksemisen lopettamisen jal-
keen, mink& uskottiin kertovan luurankolihaksen uudelleenmuokkauksesta kesta-

vyysharjoitusjakson jalkeen (Wu ym. 2003).

4.4 Pitkaaikainen kestavyysharjoittelu

Pitkaaikaisen kestavyysharjoittelun aikaansaamaan luurankolihaksen adaptaatioon on
todettu liittyvdn muutoksia sadtelygeenien ilmenemisessa. Wittwer ym. (2004) vertaili
ammattilaispyorailijoita, joilla oli useamman vuoden kestévyysharjoittelutausta, henki-
I6ihin, jotka eivét olleet harjoitelleet. Ryhmien vélilla oli huomattava ero VO,max:ssa ja
tyypin | lihassolujen prosentuaalisessa osuudessa ammattilaispyoréilijoiden hyvaksi.
Pitkaaikainen kestavyysharjoittelu oli muuttanut DNA:n korjaukseen liittyvien, tran-
skriptiotekijoiden, signaalinvélitykseen liittyvien ja metaboliaan liittyvien geenien eks-
pressiota. DNA:n korjausentsyymien (RAD23A, NSEP) ekspression kasvun arveltiin
liittyvan lihaskudoksen oksidatiivisen tuhon estdmiseen ja transkriptiotekijoiden
(hEGR1, CREBZ2) kasvanut ekspressio kertoi muuttuneesta transkriptiosta. Solunsisai-
sen signaalinvélitystekijoiden (GNAS, RHOA) ekspression kasvu kertoi muuttuneesta
solunsiséisesta tiedonvélityksestd. Toistuvien kuormitusten epéiltiin muuttavan lihasso-
lun tukirangan organisaatiota ja GNAS-signaalinvalitystekijan ekspression kasvu liitet-
tiin hypoglykemian estoon insuliiniherkissé lihaksissa. Metaboliageenien (GAPDH,
EST1) ekspression kasvu kertoi parantuneesta glykolyyttisesta potentiaalista. Ainoa
geeni, jonka ekspressio oli matalampi ammattilaispyorailijoilld, oli kasvaimia ehkéiseva
geeni (APC). APC:n aliekspressoituminen kertoi muuttuneesta solujen proliferaation
kontrollista. Pitkaaikaisen kestavyysharjoittelun aiheuttama oksidatiivinen ja mekaani-
nen stressi aiheuttaa solujen kontrollimekanismeissa pysyviad adaptaatioita, jotka sitten
selittavat luurankolihaksen fenotyyppieroja ammattilaispyoréilijoiden ja harjoittelemat-
tomien henkildiden valilla ja jotka kertovat pyrkimyksestd lihasvaurioiden estamiseen

luurankolihaksen toiminnallisen potentiaalin maksimoimiseksi. (Wittwer ym. 2004.)
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Lihaksen PPARGS:n aktivoitumisen on todettu liittyvdn parantuneeseen fyysiseen kesté-
vyyssuorituskykyyn ja lihastyypin muuttumiseen toiseksi. PPARS:n aktiivinen muoto
saa aikaan oksidatiivisten entsyymien méaaran kasvua, mitokondrioiden biogeneesia ja
tyypin 1 lihassolujen supistukseen liittyvien proteiinien tuotantoa. Nimenomaan
PPARS:n aktivoituminen tai aktivoiva signaali on olennainen, ei niinkdin pelkkd
PPARG:n tasojen kasvu. Sitd, miten kestdvyysharjoittelu aiheuttaa PPARS:n aktiivisuu-
den kasvua, ei vield tarkkaan tiedetd. Kestavyysharjoittelu aikaansaa rasvojen kéyton
kasvua, ja siten rasvahappojen ja niiden aineenvaihduntatuotteiden epdailld&n aktivoivan
PPARG&:aa. Toisen mallin mukaan kestdvyysharjoittelun kasvattaa PGC-1a:n ekspres-
siota, joka sitten aktivoi PPARS:n. (Wang ym. 2004.)
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5 TUTKIMUSONGELMA JA HYPOTEESIT

Tutkimuksen tarkoituksena on selvittdd perinndllisyyden ja kestavyyssuorituskyvyn
valista yhteytta tutkimalla perinndllisesti korkean (HCR) ja matalan (LCR) juoksukapa-
siteetin rottien luurankolihaksen (m. gastrocnemius eli kaksoiskantalihas) geeniekspres-
sioeroja. Tutkimuksen avulla yritetdan saada tietoa perinnollisen kestavyyssuoritusky-
vyn taustalla olevista mekanismeista seka hyvaéan ja huonoon kestavyyssuorituskykyyn
yhteydessé olevista geeneistd ja niiden ilmenemistasojen eroista HCR ja LCR rottien

vélilla.

Tutkimusongelma

e Minkalaisia eroja 16ytyy perinndllisesti korkean ja matalan juoksukapasiteetin

rottien luurankolihaksen geenien ilmenemisessa?

Hypoteesit

1. Aerobiseen energiantuottoon mitokondriossa liittyvien geenien ilmeneminen on

suurempaa HCR rotilla kuin LCR rotilla.

2. Rasvojen aineenvaihduntaan liittyvien geenin ilmeneminen on suurempaa HCR
rotilla kuin LCR rotilla.
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6 MENETELMAT

6.1 Koe-eldimet ja koeasetelma

Tutkimuksessa kaytetyt rotat olivat Kansallisen Terveysinstituutin (the National Institu-
tues of Health) geneettisesti heterogeenisten rottien (N:NIH kanta) jalkelaisid. Kannan
luominen aloitettiin vuonna 1996. L&htépopulaatioon kuului 96 uros- ja naarasrottaa,
joilla ei ollut samoja vanhempia, jotta geneettinen vaihtelu olisi suurempaa. Kaksi rottaa
eli samassa hakissa ja ne saivat ruokaa ja vettd. Valo-pimedrytmi oli 12:12 tuntia. (Koch
& Britton 2001.)

Jokaiselta rotalta arvioitiin aerobinen juoksukapasiteetti kymmenen viikon ik&isena.
Tama protokolla kesti kaksi viikkoa. Ensimmaisell& viikolla rottia totutettiin juoksupyo-
raan asteittain kovenevalla vauhdilla. Toisella viikolla arvioitiin jokaisen rotan maksi-
maalinen kestavyysjuoksukapasiteetti viiden pdivan aikana. Jokaisena paivana rotta
juoksi tietyn protokollan mukaan niin kauan, kunnes ei endd jaksanut. N&iden péivien
yksittéista pisintd juostua matkaa (metreissa) kéytettiin aerobisen kestavyyskapasiteetin
arviona ja sita pidettiin tarkeimpana kestavyysjuoksukapasiteetin perinndlliseen kom-

ponenttiin liittyvana tekijana. (Koch & Britton 2001.)

Juostun matkan perusteella valittiin molemmista sukupuolista 13 parhaan ja 13 hei-
koimman kapasiteetin rottaa, jotka risteytettiin omissa ryhmissaan satunnaisesti keske-
naan. Jalkelaisid kasvatettiin samalla tavalla ja niille tehtiin samanlainen aerobisen
juoksukapasiteetin arviointi kuin ensimmaiselle sukupolvelle ja jaettiin hyvén ja heikon
suorituskyvyn ryhmiin samoin perustein. (Koch & Britton 2001.)

Lahtopopulaatio juoksi 355 + 11 m (naaraat juoksivat pidemmalle kuin urokset). Kuu-
dennen sukupolven kohdalla linjojen valinen juoksukapasiteetti erosi 171 % heikon
juoksukapasiteetin rottien (LCR) juostessa 310 £ 8 m ja HCR rottien juostessa 839 + 21
m. Suurin osa syntyneestd erosta johtui korkean juoksukapasiteetin rotissa (HCR) tapah-

tuneista muutoksista. (Koch & Britton 2001.) 11. sukupolven kohdalla ero oli kasvanut
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suuremmaksi 347 %:iin HCR rottien juostessa 853 + 315 m ja LCR rottien juostessa
191 £ 70 m (Wislgff ym. 2005).

Tutkimukseen mukaan otetut rotat olivat lahtopopulaation rottien jalkeldisia 18. suku-
polvessa ja kaikki olivat naaraita. Rotat kuuluivat kahteen ryhmaan: hyvan (HCR) ja
huonon (LCR) juoksukapasiteetin rottiin. Molemmissa ryhmissé oli 12 rottaa. Rotat
tuotiin USA:sta Suomeen Jyvéskyléan yliopiston koe-eldintiloihin, jossa ne asuivat (kak-
si rottaa samassa hakissd) ensin — palauduttuaan matkasta — juoksupyoréllisissd hakeissa
kolmen viikon ajan ja sen jalkeen kuuden viikon ajan hékeissa, joissa ei ollut juoksu-
pyorad. Valo-pimeérytmi oli 12:12 tuntia, ilmankosteus rottien asuinhuoneessa oli noin

75 % ja lampétila 20 °C. Rotilla oli hakeisséan vetta ja ruokaa.

6.2 Aineiston analyysi

6.2.1 RNA eristys

Rotat olivat kahdeksan kuukauden ikaisid, kun ne lopetettiin niskamurrolla ja preparoi-
tiin heti sen jalkeen. Tahan tutkimukseen otettiin mukaan pohjekompleksista gastroc-

nemius lihas, josta otettiin jokaiselta 24 rotalta naytteet microarray-analyysia varten.

Rottien oikean jalan gastrocnemiuksesta eristettiin totaali-RNA:ta kayttden TRIzol®-
reagenssia (Invitrogen). Lihasndyte homogenisoitiin kyseessé olevaan liuokseen, joka
suojelee RNA:ta, hajottaa soluja ja liuottaa solun osia ja ndytteen paino maaritettiin.
Kloroformin lisdyksen ja sentrifugoinnin jalkeen syntynyt vesifaasi, joka siséltada
RNA:n, kerdttiin pipetilla uuteen eppendorf-putkeen, johon RNA saostettiin. Pelletti

liuotettiin DEPC-veteen ja totaali-RNA oli saatu eristetyksi.

RNA-pitoisuuden ja laadun méaérittdmiseksi tehtiin laimennos, josta mitattiin spektrofo-
tometrill& absorbanssit aallonpituuksilla 260 nm ja 280 nm. RNA:n konsentraatio saatiin
kaavasta: c(RNA) = Aggo X 40 pg/ul x laim. kerroin. Aggo / Azgo suhde kertoo naytteen

puhtaudesta, joka on puhtaalle RNA:lle 2. RNA-ndytteet ajettiin myos agaroosigeelissé,
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jolla tarkistettiin, ettd RNA on ehj&&. Naytteiden RNA:t ovat ehji&, jos geelilld ndhdaén
UV-valossa kaksi juovaa (28S ja 18S ribosomaalinen RNA).

6.2.2 Microarray-analyysi

Microarray-analyysi tehtiin  Turun biotekniikkakeskuksen microarray-keskuksessa.
Analyysissa kaytettiin Illuminan (USA, San Diego) BeadArray teknologiaa. BeadArray-
teknologia perustuu mikrokaivoihin tasaisesti kiinnittyviin — joko optisiin kuituihin tai
piilevyihin - kolmen mikrometrin piipisaroihin. Pisaroissa (bead) olevat tietyn oligonuk-
leotidin sadattuhannet kopiot toimivat tunnistussekvenssind Illuminan analyyseissa
(DNA, RNA). BeadArray teknologian vahvuuksia ovat erinomainen laatukontrolli, jo-
kaisen elementin suuri edustavuus ja joustavuus. 96-sample Array Matrix ja multi-
sample BeadChip ovat Illuminan kaksi formaattia, joita kéytetddn DNA- ja RNA-

sovelluksissa. (Illumina 2007.)

Tassa tutkimuksessa kéytettiin Illuminan RatRef-12 Expression BeadChip sirua (kuva
1), jolla voidaan tutkia rotan koko genomia (Illumina 2007). Kahdelle sirulle hybridisoi-
tiin kaikki 24 naytettd (12 HCR, 12 LCR). RatRef-12 Expression BeadChip sirulla on
yli 22000 koetinta (22523), joiden valinnassa on kéytetty NCBI RefSeq tietokantaa (Re-
lease 16) (Illumina 2007).

Hutena

3 562801
UL

Kuva 1. Illuminan RatRef-12 Expression BeadChip siru, johon voidaan hybrisoida 12 naytetta.
http://www.illumina.com (2007)
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[lluminan microarray-analyysissa on kolme vaihetta: ndytteen merkkaus, hybridisaatio
ja tulosten analysointi. Naytteiden merkkaamisvaiheessa RNA kaannetddn cDNA:ksi,
puhdistetaan ja yhdistetddn hybridisaatioreagenssien kanssa. Hybridisaatiovaiheeseen
kuuluu néytteiden hybridisointi, viisi pesua ja viimeisend kuivaus. Illuminan microar-
ray-analyysin loppuvaiheessa sirut skannataan ja sen jalkeen analysoidaan data. (Fin-
nish DNA Microarray Centre 2007.) Tutkimuksen siruille (kaksi RatRef-12 Expression
BeadChip sirua) tehtiin kaksi skannausta, joista valittiin parempi (PMT-arvo 551). Hyb-
ridisaation kontrolliraportin, jonka mukaan muun muassa hairion (noise) intensiteetti oli
tarpeeksi pieni verrattuna taustan intensiteettiin ja housekeeping geenien signaali oli
selke&sti suurempi kuin kaikkien geenien keskimaardinen signaali, perusteella voidaan

sanoa, ettd naytteet olivat hyvalaatuisia.

6.3 Microarray-tulosten tilastollinen analyysi

Microarray-tulosten analysointiin kaytettiin R-kieltd/ymparistod, joka siséltaa tilastolli-
sia ja graafisia tekniikoita. R on vapaasti ladattavissa internetista (http://www.R-
project.org) ja sitd voidaan laajentaa erilaisilla paketeilla. (R Development Core Team
2006.) Osa paketeista on R:n omia paketteja. Liséé paketteja genomidatan analyysiin ja
tulkintaan voi ladata Bioconductorin internetsivuilta (http://www.bioconductor.org)
(Gentleman ym. 2004). Analyysissa kaytettiin seuraavia R:n ja Bioconductorin pakette-
ja: beadarray (Dunning 2006), affy (Irizarry 2006), amap (Lucas 2007), limma (Smyth
2004), genefilter (Gentleman 2007) ja gplots (Warnes 2006).

Datan kasittely R:11& (liite 1) alkoi intensiteettisignaaliarvojen poiminnalla microarray-
analyysistd saadusta tiedostosta. Tiedostoa muutettiin hieman poistamalla kaksi viimeis-
t& saraketta, joissa oli ontologiatietoja, tiedoston késittelyn helpottamiseksi. Namaé tiedot
lisattiin mydhemmin lopulliseen tiedostoon. Datan laadusta saatiin kasitys piirtdmalla
boxplot-kuvaajat néytteistd (kuva 2). Jakaumat olivat lahes samanlaisia, mik& kertoo
hyvéstd laadusta. Datan normalisointiin kéytettiin affy-paketin quantiles-normalisointia

(Irizarry 2006). Normalisoinnin jalkeen ndytteiden jakaumat olivat samanlaisia (kuva
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Kuva 2. Naytteiden boxplot-kuvaajat ennen (vasen) ja jalkeen (oikea) normalisoinnin.

Taman jalkeen laskettiin Pearsonin korrelaatiokeroimet ja klusteroitiin ndytteet vastaa-
valla Pearsonin metriikalla. Korrelaatiot olivat erittdin hyvid, joten tekninen variaatio oli
todella pientd. Datalle tehtiin lineaarinen mallinnus limma-paketilla (Smyth 2004). Tés-
sé& kaytettiin Bayesin mallinnusta. Kaikille geeneille laskettiin t-statistiikan mukaiset P-
arvot, mutta lisaksi laskettiin muunnetut P-arvot (adjusted p-values, adjPVal) Benjamin-
Hochberg algoritmilla, mika kontrolloi véaérien 10yddsten maaraa (false discovery rate).
Taman on todettu olevan luotettavampi ja tehokkaampi. Sekd HCR ettd LCR ryhmille
laskettiin jokaiselle geenille intensiteettiarvojen keskiarvo, keskihajonta ja logFC
(FC=fold change, kertamuutos). Lopullisiin tietoihin lisattiin vield tarvittavat annotaa-
tiosarakkeet ja tallennettiin koko sirun tiedot yhdeksi tiedostoksi. Kiinnostavat geenit
suodatettiin perustuen muokattuun P-arvoon, jolloin saatiin erilaisia listoja yliekspres-
soituneista ja aliekspressoituneista geeneista halutulla ehdolla HCR ja LCR ryhmien
vélill4&. Muokattua P-arvoa eli merkitsevyystasoa vaihdeltiin sen ollessa pienimmill&an
0,01 ja suurimmillaan 0,25. Taman perusteella saatiin geenilistoja, joissa oli eri maara
geeneja ehtojen mukaan. Kaikkien geenien listaan liséttiin lopuksi Rat12Asta-paketilla

EntrezID:t (liite 2), mik& helpottaa annotaatiota.

Annotaatiossa kaytettiin DAVID bioinformatiikka webtyokalua
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp) (Dennis ym. 2003). DAVID:ssa on annotaatio-
tyokaluja, joiden avulla voidaan analysoida geenilistojen taustalla olevia biologisia
merkityksid. Tatd varten merkittdvien geenien listoista kerattiin R:ll& EntrezID:t erilli-
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seen tiedostoon (liite 2), joka syotettiin DAVID:iin. Merkitsevyystasolla 0,01 muuttu-
neiden geenien tietoja keréttiin DAVID:n geenitiedoista ja lisaksi kaytettiin UniProt
(www.uniprot.org) ja NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) internetsivustoja. Merkitse-
vyystasolla 0,05 geenien ryhmittelyyn kaytettiin DAVID:n Functional Annotation —
tyokalua. Geenit ryhmiteltiin Gene Ontology —termien mukaisesti. Ryhmittelyssa kay-
tettiin DAVID:n P-arvoa eli EASE-scorea, joka on modifioitu Fisher Exact P-Value.
Liséksi geenien séatelyreittien selvittamisessa kaytettiin GenMapp

(http://www.genmapp.org/) ja KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) internetsivustoja.
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7 TULOKSET

7.1 Geenien ilmenemismuutosten maarad ja suunta eri merkitsevyys-

tasoilla

Geenien ilmenemismuutosten maarittdmiseen kaytettiin kuutta eri merkitsevyystasoa
(muokattu P-arvo, adjPVal), kun korkean juoksukapasiteetin rottia (HCR) verrattiin
matalan juoksukapasiteetin rottiin (LCR). Tiukimmalla merkitsevyystasolla (P < 0,01)
muutoksia 16ytyi vahiten (54 kpl). Yli- ja aliekspressoituneiden geenien maara HCR ja
LCR rottien valilla oli suunnilleen sama eron ollessa suurimmillaan 29 merkitsevyysta-

solla 0,15. Merkitsevyystasot ja niilla I0ydetyt muutokset nédkyvét taulukossa 1.

Taulukko 1. Geenien ekspressiomuutokset eri merkitsevyystasoilla, kun HCR rottia verrataan LCR
rottiin. Ekspressio 7 = ekspressio suurempi HCR rotilla. Ekspressio | = ekspressio suurempi LCR
rotilla.

Merkitsevyystaso | Ekspressio 1 Ekspressio | | Muutoksia yhteensa
0,01 31 23 54

0,05 126 113 239

0,1 270 274 544

0,15 380 409 789

0,2 500 523 1023

0,25 636 653 1289

7.2 Muutokset geeneittain merkitsevyystasolla 0,01

Merkitsevyystasolla 0,01 I6ytyi yhteensd 54 muutosta HCR ja LCR rottien valilla. 31
geenin ekspressio oli suurempi HCR rotilla kuin LCR rotilla ja 23 geenin ekspressio oli
suurempi LCR rotilla kuin HCR rotilla. (Taulukko 1.) Taulukossa 2 esitetddn geenit,
joiden ekspressio oli suurempi HCR rotilla verrattuna LCR rottiin. Taulukossa 3 esite-
tdan geenit, joiden ekspressio oli suurempi LCR rotilla verrattuna HCR rottiin. Geenit
on jarjestetty kummassakin taulukossa merkitsevyysjarjestykseen alkaen geenistd, jonka
muutos on ollut tilastollisesti merkittdvin. Molemmissa taulukoissa on jokaisen geenin
Entrez ID, muokattu P-arvo (adjPVal), geenin nimi, proteiinin nimi ja tehtava (jos lI0y-

detty). Kuvassa 1 on esitetty kaikki merkitsevyystasolla 0,01 muuttuneet geenit punai-
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sella MA-plot-kuvaajassa. Suurin osa tilastollisesti merkittavistd muutoksista on tapah-

tunut pienill& intensiteeteilld ja moni néistd muutoksista on ollut melko pieni.

LCRvsHCR

Kuva 3. Muuttuneet geenit punaisella merkitsevyystasolla 0,01. y-akseli: muutoksen suunta ja suu-
ruus. x-akseli: intensiteetti.

7.3 Geenien ilmenemismuutosten maara ja suunta eri ryhmissa mer-

kitsevyystasolla 0,05

Merkitsevyystasolla 0,05 muuttuneiden geenien maara ja ilmenemismuutosten suunta
eri ryhmissé on esitetty taulukossa 4. Seitseman mitokondrioon ja yhdeksan karboksyy-
lihappometaboliaan liittyvén geenin ilmeneminen oli suurempaa (P < 0,01) HCR rotilla.
Muuttuneet mitokondrioon liittyvét geenit koodasivat mitokondrion ulomman ja si-
semman kalvon rakenneosia. Lipidimetaboliaan liittyvien geenien ilmeneminen oli
myos suurempaa (P < 0,1) HCR rotilla lukuun ottamatta kolmea lipidikataboliaan liitty-
vaa geenid (Srd5a2, Pccb, Pla2g7), joiden ekspressio oli suurempaa (P < 0,01) LCR
rotilla. Lipidimetabolian alaluokista erityisesti rasvahappometaboliaan liittyvien neljan
geenin (Hadhb, Acadsb, Prkag2, Cptla), joista kolme osallistuu rasvojen f-oksidaatioon
(Hadhb, Acadsh, Cptla) ekspressio oli suurempi HCR rotilla, P < 0,1 ja P < 0,01 vas-
taavasti. Oksidoreduktaasiaktiivisuuteen ja immuunivasteeseen liittyvien geenien ilme-

neminen oli suurempaa (P < 0,1) HCR rotilla. LCR rotilla ilmeneminen oli suurempaa
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kuudessa solujen tukirangan proteiinien sitoutumiseen liittyvéssa geenissé (P < 0,01)
seka 16 proteiinimetaboliaan liittyvassa geenissa (P < 0,05).

Kuvassa 2 on kaikki merkitsevyystasolla 0,05 muuttuneet geenit merkitty punaisella
MA-plot-kuvaajassa. Suurin osa muutoksista on tapahtunut pienilla intensiteeteilld. Ver-
rattuna merkitsevyystasoon 0,01 nyt l&hes kaikki suurimmat muutoksetkin ovat tilastol-

lisesti merkittdvien muutosten joukossa.

LCRvsHCR

Kuva 4. Muuttuneet geenit punaisella merkitsevyystasolla 0,05. y-akseli: muutoksen suunta ja suu-
ruus. x-akseli: intensiteetti.
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Taulukko 2. Geenit, joiden ekspressio oli suurempi HCR rotilla kuin LCR rotilla merkitsevyystasolla 0,01.

ENTREZ ID | adj.P.val Geeni Proteiini Tehtéva
1.31E-06 LOC367398 |similar to 60S ribosomal protein L17 (L23) ribosomin 60S alayksikén komponentti; translaatio
291434 3.63E-06 Rpll7 60S ribosomal protein L17 ribosomin 60S alayksikdén komponentti; translaatio
0.000147118 | LOC360435 | hypothetical gene supported by NM_017354 proteiinia koodaava geeni
0.000316415 | LOC499677 | similar to Lix1 homolog (mouse) like proteiinia koodaava geeni
0.000520318 | Zadh1 zine binding alcohol dehydrogenase, domain con- | gini jonien sitominen
taining 1 (predicted)
500950 0.000541571 | RGD1565419 | similar to zinc finger protein 75 ihmiselld vastaava sinkki-ionien sitominen; transkription saately
294945 0.00076378 | RGD1562890 | hypothetical LOC294945 hypothetical protein XP_238219 (predicted)
serine/threonine kinase 25 (STE20 homolog,
373542 0.002010146 | Stk25 yeast) ATP:n sitominen; proteiinien aminohappojen fosforylaatio
24368 0.002870303 | Fh fumarate hydratase 1, mitochondrial precursor sitruunahappokierron entsyymi
286938 0.003121881 | Gimap4 GTPase, IMAP family member 4 GTPase aktiivisuus; nucleotidien (GTP) sitominen
171047 0.003134952 | Rcl c-Myc-responsive protein Rcl solujen proliferaatio ja c-Myc-valitteinen transformaatio
312903 0.003134952 | Tram1 translocation associated membrane protein 1 eritettavien proteiinien siirto ER:n kalvon lapi
315973 0.003634033 | RDG1306270 | Similar to acyl-Coenzyme A dehydrogenase fam- | j;igimetabolia, entsyymi
ily, member 11 (predicted)
300988 0.003967781 | Tex264 putative secreted protein ZSIG11 spermatogeneesi
25202 0.004413906 | Gucylb3 | Guanylate cyclase soluble subunit beta-1 guanylaattisyklaasi aktiivisuus; hemin sitominen; cGMP biasynteettinen
prosessi; solusisainen signalointikaskadi
308796 0.004545811 | Mesdc2 Mesoderm development candiate 2 osallistuu ihmisell4 ja hiirelld mesodermin kehittymiseen
54243 0.004618007 | Crry Complement receptor related protein komplementin aktivaation negatiivinen saately
315547 0.004618007 | Foxred1 E?ﬁéﬂ?&igem oxidoreductase domain containing | 5 minohappojen kuljetus ja metabolia
192259 0.004618007 | Phipb phospholipase B lipaasiaktiivisuus; lipidien metaboliset prosessit
0.004881273 | Mrpl40 mitochondrial ribosomal protein L40 mitokondriaalinen ribosomi
24230 0.005252732 | Tspo peripheral-type benzodiazepine receptor reseptoriaktiivisuus, perifeeriset benzodiazepiini tunnistuskohdat
25670 0.005589916 | IL-15 interleukin 15 sytokiini, joka stimuloi T-lymfosyyttien proliferaatiota
0.006844732 | LOC501447 | similar to RIKEN cDNA 4930555G01 proteiinia koodaava geeni
288272 0.007046029 | RGD1310778 | similar to Putative protein C210rf45 (predicted)
64015 0.007343966 | Khdrbs3 KH domgin-contai_ning, RNA_-binding, signal toimii__v"'?ilitt'ajii”r]a v_a}i.htpehtoijsten s_ilmikoir_1tikoht_ien valinnassa; solun kasvun
transduction-associated protein 3 negatiivinen séételijé, inhiboi solujen proliferaatiota
362899 0.007343966 | RGD1564315 | similar to NIPA-like domain containing 2
246298 0.008084899 | Retsat all-trans-13,14-dihydroretinol saturase retinolisaturaasi, retinolin metabolinen prosessi; eletroninsiirto




Pro-epidermal growth factor precursor (contains
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stimuloi useiden epidermaali- ja epiteelikudosten kasvua; MAP kinaasi valit-

25313 0.008084899 | EGF epidermal growth factor) teiset signalointireitit; EGF reseptori signalointireitit; proteiinikinaasikaskadi;
proteiinien erityksen saately
311462 0.008084899 | Bthd3 BTB (POZ) domain containing 3 (predicted) ihmiselld ja hiirella proteiinien sitominen
314304 0.008135515 | RGD1564089 similar to peroxisomal long chain acyl-CoA thio- katalysqi ihmisella asyyli-CoA:n hydrolyysia vapaiksi rasvahapoiksi ja
' esterase la CoAksi
0.00823555 | RGD1305592 | similar to RIKEN cDNA 2900092E17 (predicted) | proteiinia koodaava geeni
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Taulukko 3. Geenit, joiden ekspressio oli suurempi LCR rotilla kuin HCR rotilla merkitsevyystasolla 0,01.

ENTREZID | adj.P.val Geeni Proteiini Tehtéva
292539 2.02E-06 RGD1562905 | similar to 60S ribosomal protein L17 (predicted) ihmiselld ribosomaalinen proteiini; RNA sitominen; translaatio
361869 3.63E-06 RGD1565093 | similar to Rpl17 protein (predicted) ihmisella ribosomaalinen proteiini; RNA sitominen; translaatio
1.12E-05 LOC290704 |similar to palladin ihmiselld aktiinia sisaltdvien mikrofilamenttien osa
1.12E-05 Mrps10 mitochondrial ribosomal protein S10 (predicted) mitkondriaalinen ribosomi
1.16E-05 Akrlb10 aldo-keto reductase family 1, member B10 (predicted) aldehydien pelkistys
290907 2.28E-05 Ligd ligase IV, DNA, ATP-dependent (predicted) ihmisellda DNA:n korjaus ja replikaatio
saattaa osallistua AK-5 kasvaimen hylkimiseen ja spontaaniin regressi-
192276 0.000149273 | Coro7 Coronin-7 oon
replikaatiotekija 40 kDa alayksikkd; solujen proliferaatio; DNA repli-
116468 0.000541571 | Rfc2 replication factor C (activator 1) 2 kaatio; ATP:n ja nukleotidin sitominen; nukleosiditrifosfataasi aktiivi-
suus
288455 0.000932871 | RGD1305831 | similar to Pomp CG9324-PA proteasomin kehittymiseen liittyva tekija
299193 0.002816437 | RGD1309669 ?S:L'('ﬁgéodfytoso“c acyl coenzyme A thioester hydrolase || a4a1vsoi asyyli-CoA:n hydrolyysia vapaiksi rasvahapoiksi ja CoA:ksi
56824 0.004545811 | Ifitl Glucocorticoid-attenuated response gene 16 product reagoi inflammatorisiin stimuluksiin
295457 0.004618007 | RGD1566242 | similar to CG1458-PA CDGSH-type zinc finger
0.004618007 | LOC497803 | hypothetical gene supported by NM_178095 proteiinia koodaava geeni
0.004618007 | RGD1566242 | similar to RIKEN cDNA 1500009M05 (predicted) proteiinia koodaava geeni
499018 0.004618007 | RGD1560015 | similar to glycoprotein, synaptic 2 (predicted) pitkdketjuisten rasvahappojen pidentymiseen osallistuva tekijé
295248 0.004881273 | Zfp67 zinc finger protein 67 (predicted) ihmiselld sinkki-ionien sitominen
beta-tubuliinin sitominen; proteiinien laskostuminen; mikrotubulusten
299313 0.005252732 | Uxt similar to ubiquitously-expressed transcript isoform 1 solun tukirangan organisointi and biogeneesi; centrosomin organisointi
and biogeneesi
300644 0.006320854 | RDG1305443 | similar to CG3304-PA, isoform A
0.006775105 | RT1-A2 RT1 class la, locus A2 antigeenin esittely
83582 0.007081652 | Polrlb RNA polymerase | subunit 2 DNA-riippuvainen RNA polymeraasi, joka katalysoi transkriptiota
0.007858342 | RGD1309929 | similar to RIKEN cDNA 0610016J10 gene proteiinia koodaava geeni
296651 0.00823555 | Psmd5 similar to 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 5 | osa proteasomia, jota tarvitaan ubikitiinista riippuvaan proteolyysiin
0.009558714 | LOC497831 | hypothetical gene supported by NM 175869 proteiinia koodaava geeni




Taulukko 4. Merkitsevyystasolla 0,05 muuttuneiden geenien luokittelu ryhmiin. P-arvo on DA-
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VID:ssa ryhmittelyn merkitsevyydessi kiytetty arvo. 1 = Geenin ekspressio suurempi HCR rotilla.

| = Geenin ekspressio suurempi LCR rotilla.

Geeni (proteiini)
MITOKONDRIO (P <0,01)
Opal (Optic atrophy protein 1 homolog)
Chchd3 predicted
Hadhb (Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial precursor)
Bckdhb (2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit beta, mitochondrial precursor)
MGC94152 (similar to hypothetical protein MGC7537)
Cptla (Carnitine O-palmitoyltransferase 1)
Tspo (peripheral-type benzodiazepine receptor (translocator protein))
KARBOKSYYLIHAPPOMETABOLIA (P <0,01)
Fhl (fumarate hydratase 1, mitochondrial precursor)
EGF (epidermal growth factor)
Hadhb (Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial precursor)
Gptl (Glutamic pyruvic transaminase 1, soluble)
Acadsb (Short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial precursor)
Bckdhb (2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit beta, mitochondrial precursor)
Me3 predicted (similar to malic enzyme 3, NADP(+)-dependent, mitochondrial)
Prkag2 (Prkag2 protein)
Cptla (Carnitine O-palmitoyltransferase 1)
LIPIDIMETABOLIA (P<0,1)
Serinc3 (Serine incorporator 3)
Hadhb (Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial precursor)
Apoe (Apolipoprotein E)
Phlpb (phospholipase B)
Acadsb (Short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial precursor)
Prkag2 (Prkag2 protein)
Cptla (Carnitine O-palmitoyltransferase 1)
LIPIDIKATABOLIA (P <0,01)
Srd5a2 (Steroid 5-alpha-reductase 2)
Pccb (Propionyl coenzyme A carboxylase, beta polypeptide)
Pla2g7 (Phospholipase A2, group VII)
OKSIDOREDUKTAASIAKTIIVISUUS (P <0,1)
Ngo2 (NAD(P)H dehydrogenase, quinone 2)
Ldhd (lactate dehydrogenase D)
Slc35¢2 (similar to Solute carrier family 35, member C2)
Hadhb (Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial precursor)
Acadsb (Short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial precursor)
Bckdhb (2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit beta, mitochondrial precursor)
Me3 predicted (similar to malic enzyme 3, NADP(+)-dependent, mitochondrial)
IMMUUNIVASTE (P <0,1)
Nfe2l1 predicted (nuclear factor, erythroid derived 2,-like 1 (predicted))
Ada (Adenosine deaminase)
IL-15 (interleukin 15)
Crry (complement receptor related protein)
Tapbp (Tap-binding protein)
Cd2bp2 predicted (CD2 antigen (cytoplasmic tail) binding protein 2 (predicted))
B2m (Beta-2-microglobulin precursor)
APT2 (Antigen peptide transporter 2)
PROTEIINIMETABOLIA (P <0,05)
Sgk (Serum/glucocorticoid regulated kinase)
RGD1304686 (Similar to 2010003J03Rik protein)

EntrezID 1 |

171116
296966
171155
29711
303922
25757
24230

24368
25313
171155
81670
25618
29711
361602
373545
25757

296350
171155
25728
192259
25618
373545
25757

64677
24624
301265

291084
307858
311637
171155
25618

29711

361602

360610
24165
25670
54243
25217
293505
24223
24812

29517
293673
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Spn (Sialophorin)

Bzw1 (Basic leucine zipper and W2 domain-containing protein 1)

Mapk6 (Mitogen-activated protein kinase 6)

Rock2 (Rho-associated protein kinase 2)

Npepps (Puromycin-sensitive aminopeptidase)

Mapla (Microtubule-associated protein 1A)

Trak2 (Amyotrophic lateral sclerosis 2 chromosomal region candidate gene 3 protein homolog)
Uxt (Ubiquitously expressed transcript)

Mgea5 (Meningioma-expressed antigen 5)

Rpl27a (60S ribosomal protein L27a)

Mrpl45 predicted (similar to mitochondrial ribosomal protein L45)

Sf3b1 (Spliceosomal protein SAP155)

Ogt (UDP-N-acetylglucosamine--peptide N-acetylglucosaminyltransferase 110 kDa subunit)
Eef2k (Eukaryotic elongation factor-2 kinase)

SOLUN TUKIRANGAN PROTEIINIEN SITOUTUMINEN (P < 0,01)
Rhcg (Ammonium transporter Rh type C)

Kiflb (Kinesin-like protein KIF1B)

Rock2 (Rho-associated protein kinase 2)

Mapla (Microtubule-associated protein 1A)

Hook1 predicted (similar to Hook1 protein)

RGD1304580 (Hypothetical protein RGD1304580)

24796
363232
58840
25537
50558
25152
171086
299313
154968
293418
287656
84486
26295
25435

293048
117548
25537
25152
313370
292781

35
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8 POHDINTA

8.1 Paatulokset

Perinndllisesti korkean (HCR) ja matalan (LCR) juoksukapasiteetin rottien, jotka eivét
harjoittelleet, valilla 16ytyi eroja luurankolihaksen geenien ilmenemisessd. HCR rotilla
geenien ilmeneminen oli suurempaa lipidimetaboliaan, aerobiseen energiantuottoon
(mitokondriogeenit), karboksyylihappometaboliaan, immuunivasteeseen ja oksidore-
duktaasiaktiivisuuteen liittyvissad geeneissd. LCR rotilla geenien ilmeneminen taas oli
suurempaa proteiinimetaboliaan, lipidikataboliaan ja solujen tukirangan proteiinien si-
toutumiseen liittyvissa geeneissd. Nama geeniekspressioerot kertovat erosta kestavyys-

suorituskyvyssa HCR ja LCR rottien valilla.

8.2 Lipidimetabolia

HCR rotilla lipidimetaboliaan, etenkin rasvahappometaboliaan, liittyvien geenien ilme-
neminen oli suurempaa kuin LCR rotilla. Random-Aizik ym. (2005) havaitsi myds lipi-
dimetabolian liittyvien geenien ilmenemistasojen kasvua kestavyysharjoittelujakson
jalkeen. Kuvassa 3 esitetddn merkittdvimmat eroavaisuudet HCR ja LCR rottien valilla
rasvahappometabolian entsyymeja koodaavien geenien ilmenemisessa. Lipoproteiinili-
paasi (Lpl) on entsyymi, joka hydrolysoi triasyyliglyseroleja glyseroliksi ja rasvaha-
poiksi kudosten hiussuonissa (Nelson & Cox 2000, 601). Lipoproteiinilipaasin ekspres-
sio ei eronnut tilastollisesti merkitsevésti HCR ja LCR rottien vélill4, mutta kertamuutos
oli 25 %, joka saattaa kuitenkin olla fysiologisesti merkitseva. Lipoproteiinilipaasin
suurempi aktiivisuus HCR rotilla saattaa kertoa solujen tehostuneesta rasvahappojen
sisdanotosta, koska rasvahappoja on enemman saatavilla. Talloin rasvahappoja pysty-
tdan kayttdmaan paremmin energiaksi ja triglyseridien uudelleenmuodostamiseen lihak-

sessa.

Rasvahappojen kuljetukseen mitokondrion kalvolla osallistuvien geenien ekspression

havaittiin my6s olevan suurempi HCR rotilla. Karnitiinipalmityylitransferaasi 1la
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(Cptla) ja karnitiinipalmityylitransferaasi 1b (Cptlb) katalysoivat pitkaketjuisten rasva-
happojen siirtymista mitokondrion sisakalvon Iapi (Nelson & Cox 2000, 603). Naiden
geenien ekspressio oli suurempi HCR rotilla. Cptla:n ja Cptlb:n toiminta on erds saate-
lykohta rasvahappojen hapetuksessa mitokondrioissa, milla on vaikutusta rasvahappojen
hapetuksen nopeuteen (Nelson & Cox 2000, 603). HCR rotilla ndiden geenien aktiivi-
suus oli suurempi ja siten rasvojen hapetus nopeampaa ja tehokkaampaa. Talla voidaan
ajatella olevan positiivinen vaikutus kestavyyssuorituskykyyn rasvojen kayton ollessa

tehokkaampaa.

Apolipoproteiini E (ApoE) osallistuu plasman rasvahappojen kuljetukseen lihakseen.
Fosfolipaasi B (Phlpb) on lipolyyttinen entsyymi, joka osallistuu ruoan rasvojen ja fos-
folipidien hajotukseen. (Nelson & Cox 2000, 456, 807.) Molempien geenien ilmenemi-
nen oli suurempaa HCR rotilla. Ndm& muutokset yhdesséd muiden lipidimetaboliageeni-
en muutosten kanssa kertovat HCR rottien paremmasta rasvojen hajotuskyvysta, jolloin
rasvoja on enemman kaytettavissa energiantuottoon seka rasvojen tehokkaammasta
hyodyntdmisestd energiantuotossa, miké taasen selittdd HCR rottien parempaa kesta-

vyyssuorituskykya.

8.3 Energiantuotto

Aerobiseen energiantuottoon liittyvien geenien ilmeneminen, koskien sitruunahappo-
kiertoa ja elektroninsiirtoketjua, oli HCR rotilla suurempaa. Oksidatiivisten geenien
ilmenemistasojen kasvua on havaittu myods kestavyysharjoittelujaksoa koskevissa tut-
kimuksissa: seka ihmisilla (Timmons ym. 2005) etta hiirilla (Wu ym. 2003). Sitruuna-
happokierto, joka tapahtuu mitokondrioissa, on osa hiilihydraattien, rasvojen ja proteii-
nien energiantuottoreittid, jossa hapen lasna ollessa muodostuu vettd, hiilidioksidia ja
adenosiinitrifosfaattia (ATP) ja vapautuu elektroneja elektroninsiirtoketjuun. Elektro-
ninsiirtoketju, joka tapahtuu mitokondrion sisékalvolla, on viimeinen osa soluhengitysté
ja siind muodostuu vettd ja suuri maara ATP:ta. (Nelson & Cox 2000, 568, 659.) Sit-
ruunahappokierrosta 16ytyneet merkittdvimmat eroavaisuudet HCR ja LCR rottien vélil-
I& sitruunahappokierron entsyymeja koodaavien geenien ilmenemisessé esitetddn kuvas-

sa 3. Elektroninsiirtoketjussa merkittavin eroavaisuus HCR ja LCR rottien vélilla oli
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sytokromi ¢ oksidaasin alayksikkd Vlc:n aktiivisuudessa (P < 0,2; kertamuutos 12 %)
sekad kahdessa NADH dehydrogenaasin alayksikossa (P < 0,2). Seké sitruunahappokier-
ron ettd elektroninsiirtoketjun entsyymien geenien ilmenemisen kasvu HCR rotilla ker-
too lihaksen parantuneesta aerobisesta energiantuottokyvystd, miké suoraan tukee pa-
rempaa kestdvyyssuorituskykyd. Myds mitokondrion sisédkalvon entsyymien geenien
suurempi ilmeneminen HCR rotilla kertoo tehostuneesta elektroninsiirtoketjun toimin-
nasta ja siten mitokondrioiden paremmasta kyvysta tuottaa ATP:ta. Seka kestavyyshar-
joittelujakson ettd yksittaisen kestavyysharjoituksen jalkeen on myds havaittu mito-
kondrioiden biogeneesiin liittyvien geenien ilmenemistasojen kasvua (Mahoney ym.
2005; Random-Aizik ym. 2005).

Pyruvaattidehydrogenaasikinaasi, isoentsyymi 4 (PDK4) véhentdd glukoosin kéyttoa
energianldhteend inhiboimalla pyruvaattidehydrogenaasikompleksia (PDC), joka osal-
listuu pyruvaatin muuttamiseen asetyyli-CoA:ksi. Tallgin glykolyyttiset tuotteet eivat
padase mitokondrioon hapetettavaksi. (Pilegaard ym. 2000.) PDK4:n ilmeneminen oli
suurempaa (P < 0,2) HCR rotilla kertamuutoksen ollessa 69 %. Sekd Mahoney ym.
(2005) ettd Pilegaard ym. (2000) havaitsivat PDK4:n ekspression kasvun yksittaisen
kestavyyssuorituksen jalkeen. Tama tukee kasitystd, ettd rasvojen kaytté energianléh-
teend on kasvanut ja hiilihydraattien vahentynyt. Kestdvyysharjoituksen jélkeen
PDK4:n kasvanut ekspressio kertoo myds epésuorasti lipidien kaytostd energianlahtee-
n&, kun glykogeenia resyntetisoidaan. (Pilegaard ym. 2000.) Rasvojen osuuden kasvun
energiantuotannossa on havainnut myds Random-Aizik ym. (2005) kestavyysharjoitte-
lujakson jalkeen. Havaittu PDK4:n suurempi aktiivisuus HCR rotilla kertonee siité, etta
rasvojen osuus energiantuotossa on suurempi kuin hiilihydraattien. Koska sekéd glu-
koosia kaytetaan energianlahteend vdhemman etta rasvoista saadaan helpommin energi-
aa, kestavyyden voisi ajatella olevan parempi, koska glukoosia saastyy ja laktaattia ei
muodostu niin paljon kestavyystyyppisessd kuormituksessa.

8.4 Yhteenveto

Havaitut eroavaisuudet luurankolihaksen geenien ilmenemistasoissa kertoo, etta tietyilla

luurankolihaksen geeneilld on suurempi ilmenemistaso HCR rotilla verrattuna LCR
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rottiin, mik& selittinee HCR rottien parempaa kestavyyssuorituskykyd. HCR rottien
parempaa kestavyyssuorituskykya tukee lipidimetaboliaa ja aerobista energia-
aineenvaihduntaa koskevat 16ydokset. Rasvahappometabolian entsyymien geenien suu-
remmista ilmenemistasoista, kuten myds muiden lipidimetaboliaan liittyvien geenien
suuremmasta ilmenemisestd yhdessé sitruunahappokierron ja elektroninsiirtoketjun
geenien ilmenemisen kasvun lisdksi voidaan paatelld, ettd rasvojen kayttd on tehok-
kaampaa HCR rotilla. LCR rotat eivét siten pysty hyddyntdmé&én rasvoja energiantuo-
tannossa yhtd nopeasti ja tehokkaasti. Paremman kestavyyssuorituskyvyn puolesta pu-
huu myos se, ettd rasvoja pystytddn kayttaméan tehokkaammin ja glukoosia sééstyy
(PDKA4).

Havaitut geenien ilmenemisen eroavaisuudet perinnéllisesti korkean ja matalan kesta-
vyyssuorituskyvyn vélill4 eivat olleet yhtenevaisia Wittwer ym. (2004) 16ydosten kans-
sa, jotka koskivat pitkaan harjoitelleita mieskestavyysurheilijoita. Vaikka néiden kesta-
vyysurheilijoiden tiettyjen geenien ekspressio erosi harjoittelemattomista, niin naiden
geenien ekspressio ei eronnut perinnoéllisesti korkean ja matalan kestavyyssuoritusky-
vyn rottien vélill&. Toisaalta vain muutamaa geenié tutkittiin tarkemmin, mutta toisaalta
tdma saattaa kertoa osittain myos siitd, ettd kestdvyysharjoittelun vastegeenit ovat aina-
kin osittain eri geeneja kuin perinndllisesta suorituskyvysta vastaavat geenit. Mahoney
ym. (2005) mukaan kestavyysharjoituksen jalkeiselld homeostaasin palautumisella ja
kestavyysharjoittelun aikaansaamilla adaptaatioilla on ainakin osittain eri vastegeenit.
Tama voisi siten tukea sité, ettd myos perinndllisen kestavyyssuorituskyvyn taustalla on
sellaisia geeneja, jotka eivat aktivoidu kestévyysharjoittelun seurauksena. Esimerkiksi
PGC-1a:n ilmenemistaso ei eronnut HCR ja LCR rottien vélilld, vaikka useammassa
tutkimuksessa PGC-la:aa on pidetty tirkednd kestdvyysharjoittelun rakenteellisten ja
toiminnallisten adaptaatioiden saatelijana (esim. Norrbom ym. 2003).

Perinndllisen kestavyyssuorituskyvyn taustalla olevia geeneja ei ole tutkittu paljoa, jo-
ten tulevaisuudessa tata aluetta tulee tutkia enemmaén. Ihmisilla se on kuitenkin hanka-
laa, joten talla hetkell& eldintutkimukset ndyttavat olevan parhain lahestymistapa. Téal-
I6in kuitenkin pitdd huomioida, etta tulosten yleistettavyys eldimilta ihmisille ei ole tay-
sin suoraviivaista, koska esimerkiksi ihmisen ja rotan genomit eroavat toisistaan jonkin
verran. Kun tietoa perinndllisen suorituskyvyn taustalla olevista geeneistd saadaan

enemman, on niitd myos helpompi vertailla kestavyysharjoittelun aikaansaamiin muu-
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toksiin geenien ekspressiossa ja tutkia sitd, onko kestavyysharjoittelulla ja perinndllisel-
l& kestavyyssuorituskyvylld samoja vastegeenejéd. Opittaessa tuntemaan paremmin pe-
rinndllisen kestavyyssuorituskyvyn takana olevia geeneja ihmisilla voidaan pohtia myods
Sitd, pystytadnko tata tietoa hyddyntamaan esimerkiksi urheilulahjakkuuksien etsinnédssé
tekemalla jonkinlainen geneettinen analyysi nuorelle urheilijalle. Toisaalta lisaksi pitaisi
vield saada todisteita siitd, ettd geenilld todellakin olisi ennustusarvoa aikuisidn kesté-

vyyssuorituskykyyn, jotta tasta olisi hyotya.
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LIITE 1. R:n esimerkkikoodi datan kasittelysta

#DATAN SISAANLUKEMINEN:
RawData=read.csv("060083_20070125 PMT 551 modified.csv")

dim(RawData)
str(RawData)
names(RawData)

RawData$Index=rownames(RawData) #Lisatadan Index-sarake: Uniikit rivinimet, voi helposti tarkistaa
jarjestyksen

RawData$Index[1:10]

#SIGNAALIARVOJEN POIMIMINEN

exprsVV=as.data.frame(RawData[,grep("AVG_Signal", names(RawData))]) #Keratadn datasta vain inten-
siteetit

names(exprsV)

#SARAKKEIDEN UUDELLEENNIMEAMINEN:
colnames(exprsV)=gsub(".AVG_Signal”, "", colnames(exprsV))

#BOX-PLOTIT
boxplot(log2(exprsV), las = 2, names=colnames(exprsV)) #Datan laatu, ndytteiden jakaumat

#KUVIEN TALLENTAMINEN
dev.print(pdf, file="boxplotit1.pdf")

#SCATTER JA MA-PLOTIT:
groups=c(1,1,0,0,0,0,1,1,0,0,1,1,0,0,1,1,0,0,1,1,0,0,1,1) #ndyteryhmét: 1=HCR, 0=LCR

library(beadarray)
plotMAXY (exprsV) #MA ja scatterplotit kaikista naytteista

plotMAXY (exprsV, arrays=which(groups==0), names=names(exprsV)) #MA ja scatterplotit valituista
naytteista (LCR)

plotMA(exprsV, arrayl=1, array2=3) #MA-plotit valituista ndytteista
#NORMALISOINTI:

library(affy)
exprsV.quantile=as.data.frame(normalize.quantiles(as.matrix(exprsV)))

colnames(exprsV.quantile)=colnames(exprsV)
boxplot(log2(exprsV.quantile), las = 2, names=colnames(exprsV.quantile))
#KLUSTEROINTI VASTAAVALLA PEARSONIN METRIIKALLA:
library(amap)

hc=hcluster(t(log2(as.matrix(exprsV.quantile))), method="pearson", link="ave"
plot(hc, main="Klusterointi Pearsonin metriikalla", xlab="", sub="")
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dev.print(pdf, file="klusterointi.pdf")
#PEARSONIN KORRELAATIOT:
corTable=cor(log2(exprsV.quantile)) #Korrelaatiomatriksi

write.csv(round(corTable,2), file="korrelaatiot.csv") #Pydristetddn korrelaatiot kahden desimaalin tark-
kuudelle

#LIMMA-ANALYYSI:
library(limma)

design=model.matrix(~-1+factor(groups))
colnames(design)=c("LCR","HCR")

fit=ImFit(log2(exprsV.quantile),design)

cont.matrix=makeContrasts(HCRvsLCR=HCR-LCR, levels=design) #Kontrastimatriksi, verrataan HCR
ja LCR ryhmié

fit=contrasts.fit(fit,cont.matrix)

ebFit=eBayes(fit)

allTops=topTable(ebFit,adjust="BH",number=Ilength(ebFit$coefficients)) #Kaikki geenit, muunnetaan p-
arvot BH-algoritmilla

allTops=allTops[order(as.numeric(allTops$ID), decreasing=F),] #jarjestetadn alkuperéisen taulukon mu-
kaiseen jérjestykseen

topTable(ebFit, adjust="BH", sort.by="P", number=10) #10 parasta

#TULOSTIETOJEN KOKOAMINEN YHTEEN:
AllData=chind("TargetID"=RawData$TargetID, allTops)

#Intensiteettiarvojen keskiarvot kummallekin ryhmalle, kullekin geenille:
AllData3HCR_mean=rowMeans(exprsV.quantile[,groups==1]) #HCR mean
AllData$LCR_mean=rowMeans(exprsV.quantile[,groups==0]) #LCR mean

#lIntensiteettiarvojen keskihajonnat kummallekin ryhmaélle, kullekin geenille:
library(genefilter)

AllData3HCR_sd=rowSds(exprsV.quantile[,groups==1])
AllData$LCR_sd=rowSds(exprsV.quantile[,groups==0])

#Logratio-arvoa (logFC) vastaava fold change arvo:
library(gplots)
AllData$FC=logratio2foldchange(AllData$logFC, base=2)

#Annotaatio-sarakkeet:

AllData$Accession=RawData$ACCESSION
AllData$Symbol=RawData$SYMBOL
AllData$Probe_sequence=RawData$PROBE_SEQUENCE
AllData$Definition=RawData$DEFINITION
AllData$Type=RawData$TYPE
AllData$GID=RawData$GID

#Jarjestetddn sarakkeet loogiseen jarjestykseen:
AllData=AllData[,c(1,3,12,8,9,10,11,5,6,13:18)]

dim(AllData)
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pyoristetyt=cbind("TargetID"=AllData$TargetID, round(AllData[,2:3],2), round(AllData[,4:7]), All-
Data[,8:15])

#Koko sirun tiedot tiedostoon:
write.csv(pyoristetyt[order(pyoristetyt$adj.P.Val, decreasing=F),],"kaikkiGeenit260307.csv",
row.names=F)

write.table(pyoristetyt[order(pyoristetyt$adj.P.Val, decreasing=F),],"kaikkiGeenit260307.txt",
row.names=F, sep="\t")

#KIINNOSTAVIEN GEENIEN SUODATTAMINEN JA TIEDOSTOON KIRJOITTAMINEN

#Suodatusparametrit
#logFC=0.1
adj.P.Val=0.05

#upreguloidut
up=pyoristetyt[AllData$logFC>logFC & AllData$adj.P.Val<adj.P.Val,]
nrow(up) #Rivien mééra, kuinka monta geenid toteuttaa ehdot

#downreguloidut
down=pyoristetyt[AliData$logFC< -logFC & AllData$ad].P.VVal<adj.P.Val,]
nrow(down) #Rivien méard, kuinka monta geenid toteuttaa ehdot

#Jarjestetdan rivit korjatun p-arvon mukaan
up=up[order(up$adj.P.Val),]

tdstoNimi="upReguloidut260307.csv"
write.csv(up, tdstoNimi, row.names=F)

down=down[order(down$adj.P.Val),]

tdstoNimi="downReguloidut260307.csv"
write.csv(down, tdstoNimi, row.names=F)

#MA-plot tulosgeeneille:
plotMA(as.matrix(AllData[,c(4,5)]), arrayl=1, array2=2, genesT o-
Label=rownames(AllData[AllData$adj.P.Val<adj.P.Val ,]), main="LCRvsSHCR")

dev.print(pdf, file="maplot_LCRvsHCR.pdf")



LIITE 2. R:n esimerkkikoodi tietojen keraédmisestd Davidia varten

# Ladataan rotta-annotaatiopaketti:
library(Rat12Asta)

# Printtaa paketin tiedot:
Rat12Asta()

# Tallenna Entrez id:t data frameksi
EG=as.list(Rat12AstaENTREZID)

EGeg=c()

for(x in names(EG)){
EGeg=append(EGeg, EG[[X]])
}

EG=data.frame("SEQ_ID"=names(EG), "ENTREZID"=EGeg)
EGJ[1:10,] #printtaa muutaman rivin malliksi

# Lue sisdén merkittavien geenien listat:
tdstoNimi="upReguloidut260307.csv"
#tdstoNimi="downReguloidut260307.csv"

# tdstoNimi=""

tdsto=read.csv(tdstoNimi)

# Poimi merkittévien geenien listassa olevat EG id:t:
tdstoAndEG=na.omit(EG[EG$SEQ_ID%in%tdsto$TargetID==T,])[,2]
length(tdstoAndEG)

#kirjoita eg id:t tiedostoon:

outTdstoNimi="upEG126.csv"

"outTdstoNimi="downEG112.csv"

# outTdstoNimi=""

write.table(tdstoAndEG, outTdstoNimi, row.names=F, col.names=F)
# Tausta EG:T (tarvitsee tehd& vain kerran)

# bg=na.omit(EG,)[,2]
# write.csv(bg, "bgEG.csv",row.names=F)



