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SANTRUMPOS

AARG - anaerobinis alaktatinis raumeny galingumas

ActRI1IB — 2b tipo aktivino receptorius (angl. Activin receptor type-2B)

ADF — adenozindifosfatas

AMF — adenozino monofosfatas

AMPD - adenozino monofosfato deaminazé

AMPDL1 — raumenims specifinés adenozino monofosfato deaminazés genas (angl. Adenosine
monophosphate deaminase 1)

AMPD2 - kepeny lasteléms specifinés adenozino monofosfato deaminazés genas (angl.
Adenosine monophosphate deaminase 2)

AMPD3 - eritrocitams specifinés adenozino monofosfato deaminazés genas (angl. Adenosine
monophosphate deaminase 3)

ATF — adenozino trifosfatas

BMP1 — kauly morfogenetinis baltymas 1 (angl. Bone morphogenetic protein 1)

Cdks — nuo cikliny priklausomos kinazés (angl. Cyclin-dependent kinases)

cGMF — ciklinis guanozinmonofosfatas

CK-BB — kreatinkinazés smegeny izoforma

CKM - kreatinkinazés raumeny subvieneto genas (angl. Creatinkinase muscle subunit)
CK-MB - kreatinkinazés Sirdies raumens izoforma

CK-MM - kreatinkinazés griauc¢iy raumeny izoforma

DNR — deoksiribonukleoriigstis

dNTF — deoksiribonukleozido 5’ trifosfatai

DPSJ — desinés plastakos suspaudimo jéga

GDF8 — augimo diferenciacijos veiksnys 8 (angl. Growth differentiation factor 8)

GWAS - plataus masto genomo asociacijos tyrimai (angl. Genome-wide association study)
H-V — HardZio ir Vainbergo pusiausvyra

IMF — inozino monofosfatas

kDa — kilodaltonas

KF — kreatinfosfatas

KMI — kiino masés indeksas

KPSJ — kairés plastakos suspaudimo jéga

MB — mioglobino genas (angl. Myoglobin)

MBS — miozino jungimosi subvienetas (angl. Myosin binding subunit)

MDS — maksimalus deguonies suvartojimas

MGB — mazojo DNR griovelio risiklis (angl. Minor groove binder)

MLC - reguliaciné miozino lengvoji grandiné (angl. Myosin regulatory light chain)



MLCK — miozino lengvyjy grandiniy kinazé (angl. Myosin light chain kinase)

MLCP — miozino lengvyjy grandiniy fosfatazé (angl. Myosin light chain phosphatase)

MPRIP — miozino fosfatazés-Rho sujungiancio baltymo genas (angl. Myosin phosphatase rho
interacting protein)

M-RIP — miozino fosfatazés-Rho sujungiantis baltymas

MSTN — miostatino genas (angl. Myostatin)

PAXT7 —angl. Paired box protein 7

PGR — polimerazés grandininé reakcija (angl. Polymerase chain reaction)

PH — plekstrino homologijos domenas

pO2— dalinis deguonies slégis

PP1 — baltymy fosfatazé 1 (angl. Protein phosphatase-1)

Rb — retinoblastomos baltymas

RhoA — ras homologo geno seimos kinazé A (angl. Ras homolog gene family, member A)
ROCK - su Rho-asocijuota baltymy kinazé (angl. Rho-associated protein kinase)

Scmit-CK — kreatinkinazés sarkomeriné izoforma (angl. sarcomeric mitochondrial creatine
kinase)

TGF-p — transformuojantis augimo veiksnys (3 (angl. Transforming growth factor )

TL-PGR - tikro laiko polimerazés grandininé reakcija (angl. Real-time polymerase chain
reaction)

Umit-CK — paplitusi mitochondrinés kreatinkinazés izoforma (angl. Ubiquitous mitochondrial
creatine kinase)

VIF — dispersijos maz¢jimo daugiklis

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas

VRSG — vienkartinis raumeny susitraukimo galingumas

VU MF ZMGK - Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Zmogaus ir medicininés genetikos

katedra

IVADAS

Sportininkai, siekdami uztikrinti, kad visi audiniai, organai ir jy sistemos pasiekty kaip
jmanoma didesnj darbo efektyvuma, specializacijg ir tiksluma, treniruojasi. Maratono bégikai
treniruoja Sirdies ir kraujagysliy sistemos pajégumg, bei raumeny iStverme. Sprinto rungties
bégikai treniruoja judesiy koordinacijg ir raumeny galingumg. Treniruotés yra svarbus veiksnys,
nulemiantis s€kme sporte, taciau tai tik vienas i$ daugelio komponenty, formuojanciy elitinio
sportininko fizinj pajéguma. Tarp Siy, fizinj pajéguma salygojanciy komponenty, dar kiauSialgstés
apvaisinimo metu, nulemiama individo genomo sandara iSsiskiria kaip vienas svarbiausiy, bet

maziausiai suprantamy komponenty. Sportininkai, kurie pasieké aukStumas sporte, yra pavyzdys,
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kaip Zmogaus genominiai ir epigenominiai veiksniai sgveikauja su treniruociy rezimu, mitybos
ipro€iais, gyvenimo budu ir kitais aplinkos nulemtais veiksniais, suformuodami tam tikrai sporto
rungciai palankiausias fenotipines savybes. Galima teigti, kad raumeny adaptacijos procesai, kurie
vyksta priklausomai nuo raumeny veiklos ypatybiy ir genetinio polinkio, yra geriausias audinio
gebéjimo reaguoti | aplinkg ir prisitaikyti prie jos pavyzdys [1]. Tai lemia mokslininky
susidoméjimg genetiniais veiksniais, lemianciais Zzmogaus raumeny adaptacija prie fiziniy kriiviy.

Fizinio parengtumo lavinimas, zZiniy kaupimas bei jomis paremty metodiky gausé¢jimas, lemia
vis geresnj sportininky pasiruo$ima varzyboms. Siais laikais fizinio lavinimo metodikas siekiama
papildyti supratimu apie fizinio pajégumo genetinius pagrindus [2]. Pasiekimai molekulinés
biologijos srityje bei technologinis progresas palengvino DNR sri¢iy, kaip manoma, turinéiy jtakos
fizinio pajégumo savybémis, paieska [3]. Dabar jau zinomi 155 geno sekos variantai, susij¢ su
elitiniy sportininky pajégumo savybémis. I$ jy, 93 susij¢ su iStvermés savybémis, o 62 su grei¢io
ir jégos savybémis [4]. Nepaisant $iy pasiekimy, genetiniai fizinio pajégumo tyrimai yra laikoma
nauja tyrimy sritimi. Todél Siuo metu sukauptos zinios yra tik pradinés jzvalgos j zmogaus fizinio
pajégumo genetinius pagrindus. Taigi, kiekvienas papildomas tyrimas yra svarbus suteikiant naujy
idéjy ir gilesnj supratimg [3]. Manoma, kad i§samiai iSanalizavus Zzmogaus genomo dalj, atsakinga
uz fizinio pajégumo fenotipus, bus galima tiksliai jvertinti individualiai jgimtus funkcinio
pajégumo skirtumus, jvertinti sportininko organizmo tinkamuma vienai ar kitai sportinei veiklai,
prognozuoti jo sporting raidg. Be to, tai prisidés gerinant sportininky treniruo¢iy programas ir
nulems efektyvesnj fizinio aktyvumo naudojimg létiniy ligy prevencijai ir gydymui, nes visa tai
tiesiogiai susij¢ su informacija apie zmogaus sveikata, su bendra gyvenimo kokybe vyresniame
amziuje ir net gyvenimo trukme [5]. Dél $iy priezasCiy, sporto genetika nuolatos plétojama,

keliamos naujos hipotezés, ieSkomi nauji fizinj pajéguma jtakojantys genai kandidatai.

Darbo tikslas: Istirti ir jvertinti geny varianty, lemian¢iy Zmogaus raumeny adaptacijg prie

fiziniy kriiviy, jtakg Lietuvos auksto meistriSkumo sportininky fizinio pajégumo savybéms.

Darbo uzdaviniai:

1. Remiantis literatiiros ir bioinformacine duomeny baziy analize, parinkti genus, jtakojancius
raumeny adaptacija prie fiziniy kriviy, ir jy kandidatines sritis, kaip manoma, susijusias su
zmogaus fiziniu pajégumu.

2. Darbui parinkti molekulinj genetinj tyrimo metodg ir optimizuoti jo salygas bei atlikti DNR
genotipavimg pagal pasirinktas kandidatines geny sritis Lietuvos aukS$to meistriSkumo

sportininky grupé¢je ir kontrolingje nesportuojanciy asmeny grupéje.



3. Atlikti atvejo-kontrolés ir genotipo-fenotipo asociacijy analize ir remiantis jos rezultatais
jvertinti pasirinkty geny varianty jtakg Lietuvos auks$to meistriSkumo sportininky fizinio

pajégumo savybéms.

1. LITERATUROS APZVALGA

L1. Fizinis pajégumas ir jo reik§mé Zmogui

Fizinis pajégumas — tai zmogaus gebéjimas kuo veiksmingiau dirbti tam tikrg fizinj darba [6].
Si savybeé siejama su fiziologine organizmo bisena, kuri lemia gera savijauta ir leidzia jveikti
kiekvieng dieng iSkylancias uzduotis, arba formuoja sportininko pajégumo pagrinda [7].

Fizinis pajégumas svarbus sportininkams jveikti fizinius kriivius, varzytis tarpusavyje, siekti
auksty rezultaty. Fizinj pajéguma apibiidina gera kraujotakos ir kvépavimo sistemos veikla,
medziagy apykaitos ir nervy sistemos ypatumai, judéjimo jgiidziai, raumeny jéga ir iStverme, kiino
sandara [6]. Tai patvirtina fizinio kriivio metu sportininko organizme vykstantys adaptaciniai
fiziologiniai pokyc¢iai. Jy metu pakinta viso kiino temperatiira, sekretuojamas prakaitas, padidéja
deguonies, vandens ir maistiniy medziagy jsisavinimas. Lasteliniame lygmenyje adenozino
trifosfato (ATF) hidrolizé tiekia energija raumeniniy lasteliy sarkomeruose esanciy aktinino ir
miozino molekuliy tarpusavio sgveikai. Prisitaikyme prie fizinio kriivio dalyvauja ir daugelis
organy. Sirdis pradeda intensyviau dirbti ir i§stumia didesnj kraujo tiirj, kuris apriipina raumeninj
audinj deguonimi ir anglies substratais, kartu paSalindamas i§ jo anglies dioksida, laktatg ir
pertekling Silumg. Smegenys adaptacijoje dalyvauja reguliuvodamos plauciy ventiliacija, taciau yra
veikiamos padidéjusios laktato koncentracijos ir aukStesnés kraujo temperatiros. Tai lemia
medziagy apykaitos pokyCius nervinése lastelése. Smegenys taip pat kontroliuoja raumeny
koordinacija ir, svarbiausia, nulemia sportininko motyvacija jdéti milziniskas pastangas, nepaisant
pakilusios temperatiiros smegenyse, organizmo terpés pariigsStéjimo, iSsekimo, o kartais net
skausmo. Sis jvairiakomponentis kiino atsakas j fizinj kriivj koordinuojamas hormony ir nervy
sistemos [8]. Atsizvelgiant | tai, kiek skirtingy kiino sistemy saveikauja, fizinis pajégumas
laikomas viena i§ sudétingiausiy zmogaus savybiy [9].

Fizinis pajégumas néra pastovus. Jam budingas lavéjimas. Dazno kiino prisitaikymo prie
fizinio kriivio sukelti hemodinaminiai pokyc€iai bei hormoninis fonas yra stipris dirgikliai
daugeliui organy sistemy. Todél, priklausomai nuo fizinés veiklos intensyvumo, daznumo bei
trukmes, ilgalaikis treniruoCiy reZimas geba Zmogaus kiine sukelti jvairius funkcinius ir
struktiirinius pakitimus. Tai jvairiuose organizmo lygmenyse pasireiSkiantis prisitaikymas.
Atskiry organy lygmenyje §i adaptacija daugiausiai pasireiSkia Sirdies raumens bei griauciy
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raumeny hipertrofija, padidéjusiu kapiliary tankumu raumeniniame audinyje, kauly sutvirtéjimu,
taCiau, literatiros duomenimis, jvairis pokyciai vyksta ir smegenyse, virSkinamojo trakto
organuose [10]. Lasteliniame lygmenyje treniruociy kriavio sukeltus adaptacinius pokycius
atspindi kontraktiliniy baltymy ir jy funkcijos poky¢iai, padidéjes mitochondrijy funkcionalumas,
pakitusi medziagy apykaitos reguliacija [11]. Kartu visi Sie prisitaikymo mechanizmai lemia
efektyvesng organizmo homeostaz¢ fizinés apkrovos metu ir, tod¢l formuoja profesionaliy
sportininky fizinio pajégumo pagrinda.

Profesionaliis sportininkai, dalyvaujantys nacionalinio ar tarptautinio lygio tam tikros rungties
varzybose, vadinami elitiniais sportininkais [12]. Pastaruoju metu, §i unikali Zmoniy grupé telkia
mokslininky démesj dél savo ilgaamziskumo ir geros sveikatos savybiy. Neseniai Garatachea ir
kity atlikta literatliros metaanalizé atskleidé, kad elitiniai sportininkai gyvena ilgiau nei bendros
populiacijos atstovai. Be to, jiems biidinga mazesné rizika sirgti Sirdies ir kraujagysliy ligomis bei
véziniais susirgimais [13]. Pasak kity tyréjy, fizinis pajégumas jvardijamas ir kaip daugelio kity
létiniy ligy bei su jomis susijusios ankstyvos mirties rizikg mazinantis veiksnys [7]. Tai parodo,
jog gilesnis supratimas apie organizmo adaptacijg prie fizinio kravio turi potencialg ne tik gerinant
sportininky rezultatus, bet ir didinant tiek bendros, tiek specifinémis ligomis serganciy Zmoniy
populiacijos sveikatinguma [9]. Tai lemig didelj mokslininky bendruomenés susidoméjima fiziniu

pajégumu ir jj lemianciais veiksniais.

1.2. Genetiniy veiksniy reik§mé fizinio pajégumo komponentams

Siuo metu zinoma, kad fizinis pajégumas yra daugiaveiksnis reiskinys, kuris yra nulemtas
daugelio vidiniy (pvz., genetika, motoriné funkcija, fiziologinés ir psichologinés savybés), iSoriniy
(pvz., treniruotés, mityba ir bendra sveikatos buklé) veiksniy ir sgveikos tarp jy. Nors neimanoma
nustatyti unikalios formulés, padésiancios kiekvienam tapti sékmingu sportininku, vis deélto
pritariama, kad jsipareigojes ir pasiSventgs treniruotéms individas gali pagerinti savo fizinj
parengtumg. Taigi, norint tapti auksc¢iausio lygio sportininku, daugelio mety organizuota ir griezta
treniruoCiy programa yra butina. Taciau tai irgi neuztikrina visiskos sékmés. Tuo tarpu keletas
individy atrodo isskirtinai talentingi ir demonstruoja nepaprastai auksta sportinj pajéguma dar
prie$ pradedant treniruotis, pasizymi geresniu atsaku j fizinj kraivj ar geba pastoviai palaikyti
aukstg fizinj pajéguma per visg sportine karjerg [3]. Faktas, kad elitiniai sportininkai, pasiekiantys
sportinés veiklos aukStumas, daznai pasiZymi panaSiomis fizinémis ir fiziologinémis savybémis
parodo, kad dalis sportinio potencialo uzkoduota genuose. Daznas daugelio tos pacios Seimos nariy
dalyvavimas tokio auks$to lygio sportinése varzybose, kaip olimpinés zaidynés, sustiprina §j

jtarima [14].



Sickiant nustatyti genetiniy veiksniy reikSme sportininky pajégumui svarbu suvokti, kad
kiekviena sporto Saka turi savitus fizinius reikalavimus. Taigi, norint atrasti sgsaja tarp geny ir
pajégumo tam tikroje sporto rungtyje, bitina iSmanyti ir tirti fizinio pajégumo komponentus,
turinCius didziausig jtaka konkreciame sporte. Pastebimiausias fizinio pajégumo komponentas yra
specifiska ktino morfologija (pvz., Gigis, svoris ir kiino sud¢jimas), kuomet sportininkai turi kiinus,
natiiraliai prisitaikiusius atlikti sudétingas veiksmy sekas, budingas tam tikrai sporto Sakai. Kitos
organizmo savybés, nulemiancéios pranasumg specifinése sporto Sakose, yra iStvermé, jéga ir
greitis [9]. IStvermé apibtidina organizmo gebéjimg palaikyti ilgalaikj fizinj darba, kuomet
sportininko judesius veikia nedidelés prieSprieSinés jégos ir yra siejama su pranasumu tokiose
sporto $akose, kaip ilgy nuotoliy dvira¢iy lenktynés, bégimas, plaukimas [15]. Sis fizinio
pajégumo komponentas priklauso nuo Sirdies ir kraujagysliy, bei kvépavimo sistemy efektyvumo
tiekiant deguonj dirbantiems raumenims, o taip pat ir raumeniniy lasteliy gebos aerobiskai gaminti
ATF [9]. Organizmo iStverme tiksliausiai apibudinantis matmuo yra maksimalus deguonies
suvartojimas (MDS). Tai objektyvus aerobinio pajégumo, t.y., kvépavimo, Sirdies, kraujagysliy ir
medziagy apykaitos gebéjimo apriipinti organizma deguonimi intensyvaus fizinio krivio metu
rodiklis [16]. Jéga laikomas raumeny sugebéjimas susitraukimo metu nugaléti iSorés jégas ar
pasiprieSinti joms [9]. Tuo tarpu greitis apsako Zmogaus ypatybe atlikti judesius, veiksmus tam
tikromis sglygomis per trumpiausig laikg ir priklauso nuo raumeny susitraukimo spartos [17].
Esminiai raumens struktiriniai elementai, padedantys raumenims dirbti jvairiomis saglygomis, yra
sarkomery i$sidéstymas bei ilgis, raumeny skaiduly ilgis, raumeny skersjpjavio plotas ir bendra
raumeny masé [18]. Raumeny jégos dydziui, didziausig reikSme turi raumeny masé ir jy
skerspjivio plotas, kurie lavinant jéga didéja [19]. Abu Sie veiksniai priklauso nuo miofibriliy
kiekio, raumeniniy skaiduly hipertrofijos laipsnio, citoskeleto ir jungiamojo audinio mases,
raumeniniy skaiduly kiekio. Tuo tarpu greitj apsprendzia sarkoplazminio tinklo apimtis, fermento
miozino ATFazés aktyvumas, baltymo parvalbumino kiekis. Tai veiksniai, kurie lemia raumens
susitraukimo ir atsipalaidavimo greitj, taciau nejtakoja raumens susitraukimo jégos [20]. Vien tik
raumeny jégos jvertintinimui, vienas 1§ paprasCiausiy ir patikimiausiy jverciy Yyra plastakos
suspaudimo jéga [21]. Visgi tiek raumeny jéga, tiek ir jy susitraukimo greitis yra svarbus atliekant
galingus judesius, reikalingus tokiose sporto Sakose, kaip sunkumy kilnojimas, sprintas, jvairios
Suoliy rungtys [17]. Skirtingai nei iStvermés sporte, kuomet energijos gamyba raumeny lgstelése
daugiausiai vyksta aerobiskai, atlickant trumpg (5-10 sekundziy trukmés) maksimalaus
intensyvumo fizinj darba, fiziologiniy sistemy, apriipinan¢iy deguonies transporta, vaidmuo yra
palyginti nedidelis. Taip yra dél to, kad Siose sporto rungtyse darbas trunka taip trumpai, kad
kraujas nespé¢ja pratekéti didziuoju kraujo apytakos ratu vieng karta, tod¢l raumeny apripinimas

deguonimi yra nepakankamas. Tokiu atveju, maksimalus dirban¢iy raumeny energetinis
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apripinimas daugiausiai priklauso nuo anaerobinio alaktatinio energetinio mechanizmo veiklos,
kuomet darbas vyksta energijag gaminant i§ raumenyse sukaupty makroenerginiy molekuliy — ATF
ir kreatinfosfato (KF). Taciau fiziniam darbui uztrukus ilgiau ir iSsekus ATF bei KF atsargoms,
gali jsijungti glikolizés mechanizmas. Raumeny anaerobine galig, kuri atspindi ATF ir KF
energetiniy sistemy pajégumga tiekiant energijg raumeny susitraukimui, apibiidina 2 jverciai —
anaerobinis alaktatinis raumeny galingumas (AARG) ir vienkartinis raumeny susitraukimo
galingumas (VRSG). AARG (vertinamas laipty ergometrijos testu) apibiidina raumeny darbo
galinguma resintezuojant ATF i§ KF (KF + adenozino difosfatas (ADF) = kreatinas + ATF), o
VRSG (vertinamas vertikalaus Suolio testu) apsako raumeny darbo galingumg panaudojant
raumenyje sukaupta ATF [22]. Nors fizinio pajégumo komponentai pasizymi dideliu specifiSkumu
skirtingoms sporto Sakoms, svarbu paminéti, kad yra sporto Saky, kuriose reikalingi keli fizinio
pajégumo komponentai. IS jy, kovos menai yra sporto Saky grupé, kurioje reikalingi visi paminéti
komponentai — kiino kompozicija, iStvermé, jéga ir greitis [23]. Taigi, sprendziant genetiniy
veiksniy jtakg skirtingos specializacijos sportininkams, tikslinga tirti minétus fizinio pajégumo
komponenty rodiklius — MDS, plastakos suspaudimo jéga, AARG ir VRSG.

Tvirtas jrodymas, kad genetika turi jtakg fiziniam pajégumui ir jo lavéjimui buvo gautas i$
dvyniy ir Seimy tyrimy. Pirmiausiai tai buvo dvyniy tyrimai. Jy metu, naudojant paveldimumo
jvertj (h?), buvo nagrin¢jami pavieniai fizinio pajégumo rodikliai. Sis jvertis atspindi pozymio
variacijg populiacijoje, kuri yra nulemta tik genetiniy veiksniy ir gaunamas padalinus pozymio
variacijos skirtumg tarp dizigotiniy ir monozigotiniy dvyniy i§ dizigotiniy dvyniy variacijos.
Daugeliui tyrimuose analizuoty fizinio pajégumo pozymiy nustatytas aukstas paveldimumo jvertis
[24]. MDS paveldimumas sieké 93,4%, 0 raumeny jéga ir galingumas jvairiuose tyrimuose
pasizyméjo nuo 30% iki 80% varijuojanc¢iu paveldimumo jver¢iu [25;26]. Véliau, pasitelkus
patikimesnius statistinés analizés metodus, daug informacijos buvo gauta i§ HERITAGE (health,
risk, factors, exercise training and genetics) Seimy tyrimo. Tyrime buvo vertinama 130 dviejy karty
Seimy. Atliekant eksperimenta, jvairiy fizinio pajégumo poZymiy variacija buvo lyginama tiek
Seimos viduje, tiek tarp atskiry $eimy. Seimos buvo vertinamos esant 2 saglygoms: pries 20 savaiéiy
trukmés treniruoCiy programa ir po jos. Paveldimumas daugeliui fizinio pajégumo pozymiy
varijavo nuo 20% iki 75% [27]. Taip pat ypatingai svarbus buvo De Moor ir kity mokslininky
atliktas tyrimas. Jo metu, vertinant 4488 moteriskos lyties dvyniy pory dalyvavimg sportinéje
veikloje bei pasiekimus joje, buvo nustatytas polinkio j aukStus sportinius pasiekimus
paveldimumas, kuris sieké apie 66% [24]. Nors Seimy ir dvyniy tyrimai neabejotinai parodé didele
genetiniy veiksniy jtakg Zmogaus fiziniam pajégumui, $ie tyrimai nesuteiké ziniy, kokios

specifinés genomo vietos yra atsakingos uZz fizinio pajégumo savybiy variacijg [3]. Taigi, Siuo
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metu esminis siekis yra nustatyti, kurie genai ir jy seky variantai turi jtakos fizinio pajégumo

komponentams bei iSaiSkinti kokie mechanizmai ir signaliniai keliai jtraukti j Siuos procesus.

1.3. DNR variaciju, svarbiy fiziniam pajégumui, paieskos

Per paskutinius 15 mety pasiekimai biotechnologijy ir molekulinés biologijos srityse leido
tiesiogiai tirti genetines variacijas, kurios gali turéti jtakos sportinj pajéguma lemianciy fenotipy
pasireiSkimui [3]. Pladiausiai tiriamos genetinés variacijos yra vieno nukleotido polimorfizmai
(VNP). Tai vienos deoksiribonukleortigsties (DNR) bazés pokytis, kurio daznis populiacijoje
vir§ija 1%. Taciau kiti genetiniai Zymenys, tokie kaip mikrosatelitinés sekos, intarpai/iSkritos,
jvairaus tandeminiy pasikartojimy skaiciaus sekos ir kopijy skaic¢iaus pasikartojimai, taip pat yra
tiriami [28]. Sis technologinis progresas paskatino naujos mokslo disciplinos ,,Sporto genomikos*
atsiradima. Sioje disciplinoje pagrindinis démesys skiriamas elitiniy sportininky genomy
organizacijos ir funkcionavimo analizei. Viliamasi, kad sportininky genomy tyrimas suteiks
pakankamai informacijos, kuri bus naudojama nustatyti jgimtg zmogaus gabuma konkreciai sporto
Sakai, leis individualizuoti treniruo¢iy rezima, bus naudinga traumy reabilitacijos ir prevencijos
tikslais bei suteiks priemoniy isaiskinti geny dopingo atvejus. Siuo metu sporto genomikoje
dazniausiai pasitelkiami populiaciniai atvejo-kontrolés genetinés asociacijos tyrimai. Siy tyrimy
esmé yra ta, kad jais nustatoma ar alelis arba genotipas pagal tam tikrg DNR sekg (gali bati genas
ar nekoduojanti DNR sritis) yra statistiS$kai reik§Smingai daznesnis profesionaliy sportininky tarpe
nei tarp nesportuojanciy kontrolinés grupés asmeny. ISpildZius $ig salyga, sprendZiama, kad alelis
arba genotipas turi teigiamg poveikj fiziniam pajégumui, t.y., su juo asocijuotas [29]. Dvi
pagrindinés §iuo metu naudojamos genetinés asociacijos tyrimo strategijos yra geny kandidaty
tyrimai ir plataus masto genomo asociacijos tyrimai (GWAS, angl. Genome-wide association
study) [30].

Sporto genomikoje geny kandidaty tyrimai vis dar taikomi dazniau net GWAS. Mokslinininky
pasirinkima i§ dalies lemia $io tipo tyrimy analizés galingumas. Sias teigiamas analitinio jrankio
charakteristikas salygoja tai, kad jj taikant pasitelkiama tiesioginé asociacijy analizé, kuomet
tiriamasis genetinis variantas tiesiogiai lemia tiriamo pozymio pasireiSkima [31]. Geny kandidaty
tyrimo strategija remiasi iSankstine hipoteze, jog analizei pasirinkto specifinio geno sekos variantai
dalyvauja tiriamo poZymio israiskoje ir todél yra su juo asocijuoti. Taigi, hipotezé yra biitina geno
kandidato pasirinkimo salyga [24]. Tai riboja geny kadidaty tyrimo strategija, nes atrasti su tiriamu
pozymiu susieta naujg genetine sritj $iuo metodu yra nejmanoma. Siuo metu hipotezés
formulavimui jZvalgos gaunamos i§ ortologiniy geny analizés modeliniuose organizmuose,

kiekybinius pozymius jtakojan¢iy genomo regiony kartografavimo, geny raiskos, proteomikos ir
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epigenetiniy tyrimy rezultaty [32]. Taip pat svarbi sglyga, kad pasirinktas tyrimui geno kandidato
sekos variantas turéty didelg jtaka geno funkcijai [24]. Atsizvelgiant | tai, logiskiausia, kad
funkcionaliausig pokyt] sukels nesinoniminiai arba iIRNR alternatyvaus sukirpimo atpazinimo
sekose esantys VNP. Tokiu atveju jvyks pokytis baltymo aminoriigs¢iy sekoje ir tai lems baltymo
funkcijos pokytj [33]. Taciau, zinant, kad Zmogaus fizinis pajégumas yra daugiaveiksné savybe,
tikétina, kad daugelis priezastiniy geny sekos pokyc¢iy i$sidéste baltymy nekoduojanciose sekose
(introninése sekose gali buti reguliatoriniy miRNR geny, tadiau néra baltymy geny). Tokie
variantai gali turéti jtakos geny raiskos kontrolei ar alternatyvaus sukirpimo procesui [31]. Sios
1zvalgos tiesiogiai priklauso nuo moksliniuose Saltiniuose sukauptos informacijos apie pasirinkta
gena kandidatg kokybés. Todél informacijos netikslumai ar trikumas gali nulemti klaidingos
hipotezés formulavimg ir Klaidingus tyrimo rezultatus [34].

Kita genetinés asociacijos tyrimo strategija yra GWAS. Taikant GWAS vienu metu gali biti
tiriama nuo keliy tikstanciy iki keliy milijony VNP [35]. Tai netiesiogine asociacija paremtas
tyrimas. Netiesioginé asociacija nustatoma tada, kada genetinis variantas néra tiesiogiai susij¢s su
specifinio pozymio pasireiskimu, bet yra arti pozymj lemianéio varianto. Si asociacijos risis
jmanoma dél tam tikro reiSkinio — nepusiausviros sankibos. Tai fenomenas, kuomet dél retos
rekombinacijos tarp artimai iSsidésc¢iusiy VNP, jy aleliai neatsitiktinai susitelkia ] nepusiausviros
sankibos blokus, kuriuose uzkonservuojamos tam tikros VNP kombinacijos. Todél genotipuojant
nepusiausviroje sankiboje esanc¢ius VNP, nustac¢ius vieng alelj atskleidziama informacija ir apie
kitus nepusiausiros sankibos blokui priklausan¢iy VNP alelius [30]. VNP tyrimui parenkami
atsizvelgiant | nepusiausvyros sankibos struktiiros informacija, kuri gali biiti gauta i§ dominancios
etninés populiacijos HapMap duomeny rinkinio [35]. Didelis GWAS pranaSumas, palyginti su
geno kandidato tyrimo strategija, yra nepriklausomumas nuo isankstiniy hipoteziy. Tai suteikia
galimybe atrasti naujus jvairiy poZymiy pasireiSkima jtakojancius genus, kurie véliau gali padéti
didinant supratimg apie Zmogaus organizmo ypatumus. Taciau Sioje tyrimo strategijoje reikalingas
Zymiai sudétingesnis bioinformacinis duomeny apdorojimas nei geno kandidato tyrimo
strategijoje. Be to, né vienas genas ar genetiné sritis néra iSsamiai iStiriami, todél dalis asociacijy
gali buti nenustatomos [30].

Atvejo-kontrolés genetinés asociacijos tyrimai nesuteikia Ziniy apie priezastinj rysj tarp
tirlamy genetiniy varianty ir fizinio pajégumo savybiy, todél dazniausiai vien tik Siais tyrimai
nustatytos asociacijos laitkomos nepatikimomis. Tai lemia papildomy tyrimy poreikj. Nustatyty
asociacijy patikimumui padidinti daznai naudojami vienmomentiniai tyrimai [3]. Siuose tyrimuose
analizuojama kaip jvairts fizinio pajégumo fenotipiniai rodikliai skiriasi tarp asmeny, turinciy

skirtingus genotipus [27].
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Apibidintais tyrimo metodais nustatyta daugybé geny seky varianty, susijusiy su zmogaus
fiziniu pajégumu. Ahmetov ir kity atlikta straipsniy metaanalizé sporto genetikos tema atskleide
155 genetinius zymenis (iSsidésCiusius per 82 autosomy genus, mitochondring DNR, X ir Y
chromosomas), susijusius su elitinio sportininko statusu. IS jy, 93 susij¢ su iStvermés savybémis,
0 62 su grei¢io ir jégos savybémis. Taciau visuotinai priimta, kad genetinis Zymuo laikomas
patikimai susijusiu su fizinio pajégumo savybémis tik tada, kuomet nustatyta asociacija
patvirtinama bent viename kitos populiacijos asmeny tyrime. IS Siuo metu Zinomy fizinio
pajégumo genetiniy zymeny, 31 patvirtintas bent dviejuose nepriklausomuose tyrimuose
(istvermés genetiniai Zzymenys: ACE I, ACTN3 577X, ADRB2 16Arg, AQP1 rs1049305 C, AMPD1
GInl12, BDKRB2 -9, COL5A1 rs12722 T, GABPB1 rs12594956 A ir rs7181866 G, HFE 63Asp,
KCNJ11 Glu23, mtDNA H haplogrupé, mtDNA K haplogrupé (nepalankus), PPARA rs4253778
G, PPARD rs2016520 C, PPARGC1A Gly482, UCP3 rs1800849 T; greiCio ir jégos genetiniai
zymenys: ACE D, ACTN3 Arg577, AGT 235Thr, AMPD1 GIn12, CKM rs1803285 G, CREM
rs1531550 A, GALNT13 rs10196189 G, HIF1A 582Ser, 1L6 rs1800795 G, MTHFR rs1801131 C,
NOS3 rs2070744 T, PPARA rs4253778 C, PPARG 12Ala, SOD2 Alal6), o 12 patvirtinta 3 ir
daugiau tyrimy (iStvermés genetiniai zymenys: ACE I, ACTN3 577X, HFE 63Asp, PPARA
rs4253778 G, PPARGC1A Gly482; greicio ir jégos genetiniai Zymenys: ACE D, ACTN3 Arg577,
AMPD1 GIn12, HIF1A 582Ser, MTHFR rs1801131 C, NOS3 rs2070744 T, PPARG 12Ala). Tuo
tarpu 29 genetinial zymenys néra patvirtinti nei viename tyrime. Dauguma $iuo metu zinomy fizinj
pajégumga jtakojanéiy genetiniy zymeny (77%) buvo atrasti per paskutinius 6 metus. Tai parodo

sparciai augantj susidoméjima sporto genomika [4].

1.4. Raumeny adaptacija prie fiziniy kriiviy lemian¢iy genetiniy varianty apzvalga

priklauso nuo metaboliniuose keliuose ir struktiiriniame remodeliavime dalyvaujanciy geny
produkty aktyvumo ir gausumo [36]. Dél to, poky¢iai DNR sekoje gali sutrikdyti arba praturtinti
molekulinj fona, reikalingg specifiniams raumeny adaptacijos prie fiziniy kriiviy procesams. Siuo
atzvilgiu labai svarbig reikSme turi VNP, esantys genuose, kuriy raiSka vyksta raumeniniame
audinyje. Siame darbe tiriami 5 raumeny adaptacijai prie fiziniy kriviy svarbiis VNP:
kreatinkinazés raumeny subvieneto (CKM ¢.*800A>G, rs8111989), raumenims specifinés
adenozino monofosfato deaminazés (AMPD1 ¢.133C>T, rs17602729), mioglobino (MB
€.174G>A, rs7293), miostatino (MSTN c¢.458A>G, rs1805086) ir miozino fosfatazés-Rho
sujungiancio baltymo (MPRIP ¢.219+14693G>A, rs6502557) polimorfizmai. Toliau pateikiama
iy VNP geny ir jy koduojamy baltymy apzvalga, bei pac¢iy VNP funkcinis reik§mingumas.
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1.4.1. Kreatinkinazés reik§mé raumeny homeostazéje

Kreatinkinaze atlieka svarbig funkcijg lastelés ATF homeostazéje. Raumeny susitraukimo ar
kity energija naudojanciy procesy metu susiformaves ADF aktyvina kreatinkinazés mechanizma,
kurio metu jvyksta anaerobiné ATF resintezé [37]. Sios reakcijos metu vyksta KF ir ADF virsmas
1 kreating ir ATF, o poilsio metu KF susidaro vykstant kreatino fosforilinimui (KF + ADF =
kreatinas + ATF) [38].

Zmogaus organizme zinomos 5 kreatinkinazés izoformos. Tai i§ keliy subvienety sudarytos
molekulés. Raumeny M (angl. Muscle) ir smegeny B (angl. Brain) subvienetai suformuoja
homodimerinius fermentus: raumenims specifing kreatinkinazés izoformg (CK-MM) ir
smegenims specifing kreatinkinazés izoformg (CK-BB); ir heterodimerinj Sirdies izofermenta
(CK-MB). Skirtingy izoformy raiska audiniuose vyksta specifiskai. CK-MM raiska didziausia
raumeny lastelése, CK-MB aktyvumas didziausias Sirdies raumenyje, o CK-BB dazniausiai
nustatomas nerviniame audinyje, bet maZomis koncentracijomis gali biti nustatomas ir
raumeniniame audinyje. Sie fermentai savo funkcijas atlieka lastelés citoplazmoje. Kitos 2
kreatinkinazés izoformos randamos mitochondrijy tarpmembraninéje erdvéje, prisijungusios prie
vidinés membranos. Sios izoformos gali sudaryti dimering arba oktamering struktiira. Nustatyta,
kad oktameriné struktiira yra aktyvi fermenty forma in vivo. Viena i§ $iy izoformy pagrinde
nustatoma raumeninése Igstelése, todél vadinama sarkomerine kreatinkinaze (Scmit-CK), o kita
biidinga keliems audiniams (placenta, tinklaine, spermatozoidai), todél apibiidinama terminu
(angl. Ubiquitous — liet. Paplitusi kreatinkinazé¢ (Umit-CK)). Genai, koduojantys kreatinkinazés
izoformas, yra i$sidéste skirtingose chromosomose: B subvieneto genas (14032.3), M subvieneto
genas (19g13.2), Scmit-CK genas (5q13.3), Umit-CK genas (15q15) [39].

CK-MM yra gausiausia citoplazminé kreatinkinazés izoforma griauéiy raumeny lgstelése,
todel turi didziausig jtaka energijos homeostazei fizinio krivio metu. Apie 10% CK-MM yra
i§sidéste sarkomery M juostoje ir kartu su miomesinu dalyvauja sujungiant greta esan¢ius miozino
sitilus. Fermentas i$sidésto arti miozino ATFazés ir tiekia naujai susintetintas ATF molekules
raumeny susitraukimg vykdanc¢ioms miozino galvutéms. Taip pat apie 1% CK-MM randama
sarkomery I juostoje, kurioje yra funkciskai susije su glikolizés procesais. Papildomai, CK-MM
issidésto prie sarkoplazminio tinklo Ca?* ATFazés ir reguliuodamas Ca?* srautg jtakoja raumeny
susitraukimo galingumg. Dar viena CK-MM funkcija yra susijusi su Scmit-CK. Mitochondrijose
Scmit-CK sudaro funkcinj kompleksa su ATF/ADF translokaze ir nuo kriivio priklausomu anijony
kanalu (1 pav.) [39;40].
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1 pav. CK-MM vykdomas energijos homeostazés raumeny lgsteléje palaikymo mechanizmas [39]

Tai jgalina Scmit-CK tiesiogiai panaudoti oksidacinio fosforilinimo metu mitochondrijose
susintetintas ATF molekules kreatinfosfato resintezei ir transportuoti kreatinfosfata pro
mitochindrijy membrang | citoplazma, kurioje CK-MM ji transportuoja ir panaudoja raumeny
kontraktiliniams procesams. Taigi, CK-MM atlieka 2 funkcijas — palaiko pastovia ATF
koncentracija raumeny susitraukimg vykdanciose lgstelés struktiirose ir transportuoja ATF |

aktino-miozino sgveikos vietg ir sarkoplazminj tinklg [39].

1.4.1.1. Kreatinkinazés raumeny subvieneto (CKM) geno ir jo sekos varianto reik§meé

fiziniam pajégumui

CKM genas yra 16 563 bp ilgio ir yra sudarytas i§ 8 egzony ir 7 introny. Genas nurasomas ]
1657 bp ilgio iRNR, kuri transliuojama j 381 amino riigsciy ilgio baltymg. UZsienio mokslininky
atlikti CKM geno tyrimai su modeliniais organizmais atskleidé $io geno potencialg jtakoti fizinio
pajégumo savybes. Panaudojant laboratorines ziurkes buvo iStirta kaip treniruotés veikia
kreatinkinaz¢ genetiniame lygmenyje. Northern Blot analizés metu buvo nustatyta, kad dél
iStvermes treniruoc¢iy dvilypio blauzdos raumens lastelése CKM iRNR sumaZzéjo 42%. PanaSts
rezultatai buvo gauti ir tyrime, kuriame buvo atliekama Suny placiausiojo nugaros raumens in situ
stimuliacija, kuomet buvo stebimas 30% CKM iRNR sumazéjimas. Labai svarbiy izvalgy suteiké
laboratoriniy peliy su pasalintu (angl. Knock-out) CKM genu tyrimas. Jame nustatyta, kad pelés
su pasalintu CKM genu ir dél Sios priezasties neturincios CK-MM ir CK-MB izofermenty,
negebejo palaikyti maksimaliai stipriy raumeny susitraukimy, i§skyrus pirmajj. Taciau pastebéta,
kad Sios pelés tapo atsparesnés nuovargiui ir po tam tikro laiko gal€jo palaikyti stipresnius
raumeny susitraukimus nei pelés su funkcionaliu CKM genu. Siy tyrimy rezultatai, kartu su faktu,

kad istvermingosiose I tipo (léto susitraukimo) raumeninése skaidulose CK-MM aktyvumas yra
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dvigubai mazesnis nei II tipo (greito susitraukimo) raumeninése skaidulose, leidZzia daryti
prielaida, kad mazesnis CK-MM aktyvumas yra naudingesnis iStvermés savybéms, o didesnis
fermento aktyvumas nulemia geresnes greicio ir jégos savybes [39].

CKM geno sgsaja su zmogaus fizinémis savybémis pirmg karta buvo nustatyta asociacijos ir
genetinés sankibos tyrimuose. Rivera ir kiti 1997 metais publikuotame tyrime atliko
vienmomentinj tyrimg pagal Ncol restrikcijos endunukleazés suskaidyto CKM geno fragmenty
genotipus (laukinio tipo alelis buvo kerpamas susidarant 985 bp ir 185 bp ilgio fragmentams,
polimorfinis alelis nebuvo kerpamas i$saugant vientisa 1170 bp ilgio fragmenta). Siuo metu $is
polimorfizmas yra Zinomas kaip (XM_005258497.1: ¢.*800A>G, rs8111989). Analizé buvo
atlickama HERITAGE $eimy tyrimo metu, kuomet 160 tévy ir 80 jy vaiky MDS rodiklio vertés
buvo lyginamos tarp ¢.*800A>G genotipy grupiy prie§ ir po 20 savai¢iy trukmés iStvermés
treniruo¢iy programos. Tyrimo metu nustatyta, kad prie§ treniruo¢iy programg A/G genotipo
asmenys tur¢jo didesnius MDS jver€ius, nei homozigotinius genotipus turintys asmenys, 0 po
treniruoCiy programos buvo nustatyta, kad A/A ir A/G genotipus turintys asmenys pasiZyméjo
Zymiai geresniu organizmo atsaku j aerobines treniruotes nei G/G genotipo asmenys. Tyrime buvo
jvertinta, jog G/G genotipo asmenys buvo 3 kartus daznesni nei kity genotipy asmenys tarp maza
organizmo atsaka j iStvermés treniruotes turinéiy tyrimo dalyviy [41]. Siuos asociacijos tyrimo
rezultatus parémé HERITAGE Seimy tyrimo metu atlikta sankibos analizé, kurioje iStyrus 277
kaukazieciy kilmés sibsy pory atsaka j 20 savaiciy trukmés iStvermeés treniruo¢iy programa, buvo
nustatyta sankiba tarp CKM ¢.*800A>G polimorfizmo ir MDS adaptacijos prie aerobinio kravio
[42]. Nors $is VNP yra 3' netransliuojamoje CKM geno srityje ir nepaveikia fermento struktiiros,
manoma, kad jis gali turéti jtakos iIRNR stabilumui ir taip nulemti skirtingg geno raiska. Kadangi
i§ modeliniy gyviiny tyrimy zinoma, kad CK-MM aktyvumas kontroliuojamas transkripciniame
lygmenyje, $is pokytis gali turéti svarbig jtaka CK-MM aktyvumui ir istvermés bei greicio bei
jégos savybéms [40].

1.4.2. Raumenims specifinés adenozino monofosfato deaminazé, ja koduojantis genas

(AMPD1) ir jo sekos varianto reik§mé fiziniam pajégumui

Vienas 1§ svarbiausiy energijos apykaitos raumenyse reguliatoriy fizinio kriivio metu yra
adenozino monofosfato deaminazé (AMPD). Sis fermentas pakreipia miokinazés reakcijos
pusiausvyrg link ATF gamybos (2ADF < ATF + adenozino monofosfatas (AMF)), kadangi AMF
pavercia | inozino monofosfata (IMF) ir amoniako molekulg. Taip pat AMPD vykdo prading
purino nukleotidy ciklo reakcijg (2 pav.) [43].
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2 pav. Purino nukleotidy ciklas [44]

Sis ciklas yra svarbus i§saugant adenino nukleotidus ir fumarato sintezéje, kuris panaudojamas
Krebso cikle energijos gamybai [44]. Kitos svarbios purino nukleotidy ciklo funkcijos yra
aminortig§¢iy deamininimo ir glikolitiniy reakcijy reguliavimas [43].

Didel¢ fermento reikSm¢ Zmogaus organizme parodo 3 izoformy egzistavimas: raumeny
lasteléms specifinés izoformos M (koduojantis genas — AMPD1), kepeny lasteléms specifinés
izoformos L (koduojantis genas — AMPD?2), eritrocitams specifinés izoformos E (koduojantis
genas — AMPD3). Raumenims specifiné izoforma yra gausiausia ir sudaro 95% viso AMPD
aktyvumo [45]. M izoforma, dar vadinama mioadenilato deaminaze, vyrauja visose griauéiy
raumeny skaidulose, bet labiausiai iSreiSkiama greitai susitraukianciose (2 tipo) raumeny
skaidulose [43].

Mioadenilato deaminaz¢ koduojantis, AMPD1 genas yra 1 chromosomos trumpajame petyje
(1p13-p21) [46]. Morisaki ir kiti 1990 metais publikuotame tyrime teigé, kad dél labai
konservatyviy AMPD1 ir AMPD2 nukleotidy seky introny/egzony ribose, tikétina, kad evoliucijos
metu abu Sie genai susiformavo dél pirmykscio geno duplikacijos. Mokslininko teigimu tai jvyko
daugiau nei pries 150 milijony mety [47]. AMPD1 geno seka sudaryta i§ 22 529 baziy pory (bp),
apiman¢iy 16 egzony. Egzony dydis varijuoja nuo 111 iki 220 bp, iSskyrus 2 egzona, kurj sudaro
tik 12 bp. Introny dydis siekia nuo 159 bp 14 introne iki keliy tikstanciy baziy pory kituose
intronuose. Sis genas nuraomas j 2375 bp iRNR, kuri transliuojama j 780 amino ragséiy ilgio
baltymg. Alternatyvaus sukirpimo proceso metu i$ 0,6-2% AMPD1 transkripty pasalinamas 2
egzonas [48].

AMPD1 gene nustatyta VNP, C nukleotido pakaita j T (NM_000036.2:c.133C>T,
rs17602729) 2 egzone. Si VNP 12 baltymo aminoriigiéiy sekos pozicijoje pakei¢ia CAA kodong,
koduojantj glutaming, i pirmalaikj baigmés kodong TAA (NP_000027.2:p.Gln45Ter). D¢l to per

anksti sustoja baltymo sintezé ir organizme gaminama neveiksni mioadenilato deaminazé [43].
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Nustatyta, kad homozigotiniy pagal T alelj asmeny organizme mioadenilato deaminazés
aktyvumas nesiekia 1% homozigotiniy pagal C alelj asmeny fermento aktyvumo [49].
Heterozigotinio genotipo asmeny fermento aktyvumas dazniausiai varijuoja ir siekia apie 16-39%
abu laukinio tipo alelius turin¢iy asmeny fermento aktyvumo [44]. Mioadenilato deaminazés stoka
yra laikoma dazniausiu metaboliniu griauciy raumeny sutrikimu, kurj patiria apytiksliai 2%
metabolinés miopatijos simptomais, vélesni tyrimai parodé jvairialypi fermento stokos
pasireiSkimg. Dazniausiai fermento stoka nepasireiskia jokiais simptomais, taciau gali pasireiksti
metaboline miopatija ar sumaz¢jusiu raumeny geb¢jimu palaikyti fizinj kriivj. Manoma, kad Sis
jvairialypis mioadenilato deaminazés stokos pasireiskimas skirtingy tyrimy metu gali biti
nulemtas skirtumy tarp tiriamy populiacijy genetiniy struktiiry ar subjektyviy veiksniy, tokiy kaip
eksperimentiniy pratimy atlikimo salygos, skirtingos tiriamyjy dietos, skirtingas skausmo
slenkstis, ar motyvacija [50]. Arba gali bati nulemtas skirtingu alternatyvaus sukirpimo
mechanizmy panaudojimu, kuomet i§ 0,6-2% iRNR molekuliy pasalinamas VNP turintis 2
egzonas. Vis délto nustatyta, kad net ir simptomy neturintys T alelio neSiotojai pasizymi prastesniu
atsaku j fizinj kravj [51;52;53]. Atsizvelgiant j didesng AMPD1 geno raiskg 2 tipo raumeny
skaidulose, buvo manoma, kad mioadenilato deaminazés stoka turi neigiamy pasekmiy tik
trumpam maksimalaus galingumo reikalaujan¢iam raumeny darbui. Taciau nustatyta, kad ilgy
iStvermeés reikalaujanéiy sporto rungCiy paskutiniuose etapuose, kuomet lagstelése iSsenka
energijos Saltiniai ir padidéja ADF kiekis, stimuliuojama miokinazés reakcija ir gaus¢ja AMF.
Energijos pusiausvyros raumeny lastelés palaikymui, Sios AMF molekulés privalo biti
mioadenilato deaminazés veriamos j IMF ir amoniako molekules. Taigi, mioadenilato
deaminazés stoka gali turéti jtakos tiek greiCio ir jégos, tiek iStvermés savybéms [38]. Todél
manoma, kad AMPD1 ¢.133C>T polimorfizmo C alelis susijes su fiziniu sportininky pajégumu, o

T alelis laikomas fizinj pajéguma ribojanciu veiksniu.

1.4.3. Mioglobinas, ji koduojantis genas (MB) ir jo sekos varianto reik§mé fiziniam

pajégumui

Mioglobinas yra 18 kilodaltony (kDa) masés hemo grupe turintis baltymas, sudarytas i§ 154
amino rugsciy. Hemo grupé, t.y., gelezies jono ir porfirino ziedo kompleksas, yra apsuptas 8 a-
spiraliy ir i$sidésto tarp 2 histidino liekany — His64 ir His93. Gelezies jonas sgveikauja su 6
ligandais: piroliy sudétyje esanciais 4 azoto atomais, His93 Sonine grandine, kuri stabilizuoja hemo
grupg ir paskutinéje ligando pozicijoje besijungiancia deguonies molekule [54;55]. Hemo grup¢je
gelezies jonas gali jgauti 2 formas: dvivalentés geleZies (Fe?*) arba trivalentés gelezies (Fe**). Tik
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Fe2* turinti hemo grupé gali prisijungti deguonj, sudarant oksimioglobing. Taigi, mioglobinas gali
buti 2 formy: jsotintas deguonimi — oksimioglobinas, ir nejsotintas deguonimi —
deoksimioglobinas [56].

Mioglobino raiska didziausia $irdies ir griauciy raumeny lgstelése [54]. Nepaisant funkcinio
panasumo ] hemoglobing, mioglobinas turi specifiniy savybiy. D¢l iSskirtiniy kinetiniy savybiy,
mioglobinas gali atlikti deguonies kaupimo ir atsargy funkcijg raumeny lastelése. Tai atspindi

hemoglobino ir mioglobino deguonies disociacijos kreivés (3 pav) [55].

100 Mioglobinas

Deguonies jsotinimas (%)

Hemoglobinas
0 T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
pO2 (mmHg)

3 pav. Hemoglobino ir mioglobino deguonies disociacijos kreivés [55]

Kaip matome i$ abiejy kreiviy, mioglobinas lengviau prisijungia deguonj ir néra toks jautrus
dalinio deguonies slégio (pO2) mazéjimui audiniuose nei hemoglobinas. Taip pat zinoma, kad
mioglobinas yra atsparesnis temperatiiros ir lastelés terpés pH poky&iams. Sie veiksniai lemia
patvaresnj deguonies prisijungimg [55]. Taip pat mioglobinas atlieka deguonies transporto j
mitochondrijas funkcija. Deguonies judéjimo srautas | lgstele apsprendziamas dviejy
komplementariai vykstan€iy procesy: savaiminés ir mioglobino vykdomos deguonies difuzijos
[57]. Mioglobino vykdoma deguonies difuzija priklauso nuo vidulgstelinio deguonies gradiento.
Sis gradientas susiformuoja tiek tarp Igstelés iSorés ir mioglobino, tiek tarp mioglobino ir vidinés
mitochondrijy membranos [58]. Arti lgstelés membranos esanéios mioglobino molekulés
prisijungia deguonj ir transportuoja ji per citoplazmg iki mitochondrijy, kur jj atpalaiduoja.
Deguonies netekusios mioglobino molekulés keliauja atgal link Igstelés membranos [57]. Dél Sio
proceso palaikoma mazesné deguonies koncentracija prie citoplazminés membranos. Tai nulemia
efektyvesne deguonies difuzija i§ kraujo j raumeny lgsteles [59]. Dar kita mioglobino funkcija yra
pastovios deguonies koncentracijos palaikymas dirbancioje raumeny lasteléje. Nustatyta, kad
vidutinis§kai intensyvaus raumeny darbo metu mioglobino jsotinimas deguonimi sumazéja iki 30-
60%, o tuo tarpu deguonies koncentracija lasteléje iSlicka nepakitusi. Be deguonies apykaitos,

mioglobinas dalyvauja azoto oksido apykaitoje. Tai svarbu, nes azoto oksidas pasiZymi stipriu

19



kraujagysles plecian¢iu poveikiu ir nustatyta, kad §is azoto darinys slopina mitochondrinio
kvépavimo reakcijoms svarby fermentg — citochromo C oksidaze [55].

Mioglobinas yra deguonj prisijungianciy baltymy globiny $eimos narys. Be mioglobino Sioje
baltymy Seimoje yra hemoglobinas, neuroglobinas ir citoglobinas. Visi Sie baltymai yra kilg i$
vieno pirmykscio baltymo. Manoma, kad globiny funkcinis ir strukttrinis evoliucinis i$siskyrimas
jvyko daugiau nei pries 500 milijony mety ir tai nulémé pirmykscio globiny geno duplikacijos.
[60]. Mioglobing koduojantis genas (MB) yra 22 chromosomos ilgajame petyje (22911.2—q13).
Sis genas yra sudarytas i§ 3 egzony ir 2 introny [61]. Geno dydis yra 31,188 bp.

Tyrimais mioglobino geno 2 egzone nustatyta VNP (NM_005368.2:¢c.174G>A, rs7293) [61].
Tai sinoniminis polimorfizmas (NP_005359.1:p.Ala58=). Anks¢iau buvo manoma, kad
sinoniminiai VNP neturi jokio poveikio, kadangi dél jy nepakinta baltymo aminortigsciy seka.
Taciau iSsamis jvairiy sinoniminiy VNP tyrimai parod¢, kad Sios pakaitos gali turéti reikSmingos
itakos iRNR alternatyvaus sukirpimo procesams, iRNR stabilumui, iRNR struktiirai ir baltymy
molekuliy taisyklingos struktiiros jgavimui [62]. Taigi, §is polimorfizmas gali jtakoti mioglobino
funkcija. Moore ir kiti 2002 metais publikuotame tyrime lygino MB ¢.174G>A aleliy daznius tarp
dideliame aukstyje gyvenanciy Tibeto gyventojy ir zZmoniy, gyvenanciy juros lygyje. Buvo
nustatyta, kad Tibeto gyventojai tur¢jo reikSmingai didesnj A alelio daznj. Buvo iskelta hipoteze,
jog galblit A alelis lemia geresnj organizmo prisitaikyma prie hipoksiniy salygy [63]. Didesnis
atsparumas hipoksijai yra naudingas ir didelius fizinius kriivius patiriantiems raumenims. Be to,
kito tyrimo metu buvo nustatyta, jog A alelis gali buti svarbus veiksnys, saugantis raumenis nuo
dideliy fiziniy kriiviy metu patiriamy traumy [64]. Siy tyrimy rezultatai parodo, kad MB ¢.174G>A

polimorfizmas turi didelj potencialg jtakoti raumeny adaptacija prie fiziniy kriiviy.

1.4.4. Miostatinas, jj koduojantis genas (MSTN) ir jo sekos varianto reik§mé fiziniam

pajégumui

/Zmogaus miostatinas arba augimo diferenciacijos veiksnys 8 (GDF8, angl. Growth
differentiation factor 8) yra neigiamas raumeny augimo reguliatorius. Tai baltymas, kuris
reguliuoja mioblasty proliferacija ir diferenciacija, bei satelitiniy lasteliy aktyvacija [65].

Miostatinas yra transformuojanciy augimo veiksniy B (TGF-B, angl. Transforming growth
factor B) superSeimos baltymas. Kaip ir visi §ios Seimos nariai, miostatinas gaminamas kaip
baltymas pirmtakas (375 amino riigsciy ilgio) ir endoplazminiame tinkle suformuoja disulfidiniais
tilteliais sujungta homodimerg. Nuo dimerg sudaranciy baltymy pirmtaky proteolitiskai atskeliami
24 amino ragsciy ilgio signaliniai peptidai, suformuojant promiostating. Furino Seimos

konvertaziy promiostatinas toliau skaldomas j 2 N-galinius fragmentus ir 110 amino riigséiy ilgio

20



C-galinj dimera, kurie nekovalentiskai susijungia suformuodami latentinj miostatino kompleksa.
C-galinis dimeras yra biologiskai aktyvi miostatino forma, o N-galiniai fragmentai atlieka dvi
funkcijas: uztikrina taisyklinga C-galinio dimero treting strukttirg ir atlieka jo slopinimo funcija.
Latentinis kompleksas gali biiti iSardomas metaloproteinazés — kauly morfogenetinio baltymo 1
(BMP1, angl. Bone morphogenetic protein 1). Tai jgalina aktyvig miostatino formg jungtis su 2b
tipo aktivino receptoriumi (ActRIIB) ir atlikti savo efektorines funkcijas [66;67].

Prisijunges prie receptoriaus, miostatinas sukelia molekuliniy jvykiy kaskada. ActRIIB
prisijungia, fosforilina ir aktyvuoja koreceptorius Alk4 ir Alk5. Sie savo ruoztu fosforilina smad2
ir smad3 baltymus. Tuomet, Sie baltymai prisijungia smad4 baltyma. Smad baltymy kompleksas

yra transportuojamas j branduolj, kur reguliuoja tiksliniy geny raiska [68].

Miostatino pirmtako Fropeptidas
homodimeras

Latentinis miostatino
kompleksas

Raumeny Iastelés membrana
ActRIIB AIk4/AIKS koreceptoriai

%ﬁ

SMAD komplekas

a3

4 pav. Miostatino signalinis kelias (adaptuota is [68])

Miostatino signalinis kelias veikia geny, kurie kontroliuoja mioblasty proliferacijg ir
diferenciacijg, raiska [69]. Miogenezés metu mioblastai proliferuoja ir sustabdo Igstelés ciklg tam,
kad jvykty diferenciacija j daugiabranduolius miofibriliy pirmtakus — miovamzdelius. Tai nulemia
pastovy raumeniniy skaiduly kiekj raumenyse, kuris kiekvienam individui yra specifinis ir
genetiSkai nulemtas [70]. Taigi, raumens dydis dalinai priklauso nuo mioblasty proliferacijos, kuri
jvyksta prie§ diferenciacijos etapa, intensyvumo. Nustatyta, kad miostatinas slopina mioblasty
proliferacija. Sis procesas susijes su lastelés ciklo valdymu, kurio metu ciklinai ir nuo cikliny
priklausomos kinazés (Cdks, angl. Cyclin-dependent kinases) reguliuoja lastelés ciklo peréjima

tarp skirtingy lastelés ciklo raidos stadijy. Nustatyta, kad miostatinas padidina cdks slopiklio p21
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raiska. Si molekulé slopina ciklino E ir cdk2 aktyvuma, o tai, savo atzvilgiu, lemia retinoblastomos
baltymo (Rb) hipofosforilinimg ir lastelés ciklo sustabdyma G1 stadijoje. Sis procesas apriboja
mioblasty skaiciy ir, todél kontroliuoja miovamzdeliy skai¢iy. Organizme nesant funkcionalaus
miostatino, p21 raiSka nepadidinama ir Rb islicka hiperfosforilintoje formoje, todél mioblasty

proliferacija vyksta zymiai intensyviau ir tai nulemia didesnj miovamzdeliy skaiciy (5 pav.) [71].

Esant funkcionaliam Mg exiiiis
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5 pav. Miostatino reik§mé mioblasty proliferacijai [71]

Taip pat nustatyta, kad miostatinas slopina mioblasty diferenciacijg | miovamzdelius. Tai
susij¢ su miostatino sukeliamu miogeniniy diferenciacijos faktoriy MyoD, Myf5 ir miogenino
raiskos slopinimu [72]. Taigi, miostatinas atlicka svarbig funkcija kontroliuojant raumeny
vystymasi embriogenezes metu.

Suaugusio asmens raumeny lgstelése miostatinas neigiamai reguliuoja raumeny satelitines
lasteles. Tai lgsteleés, dalyvaujancios raumeny augime arba paZeisty raumeny regeneracijoje. Kaip
atsakas ] raumeninio audinio pazeidimg ar hipertrofinj stimula, satelitinés Igstelés aktyvuojamos
[72]. Raumens pazeidimo metu, aktyvuotos satelitinés Igstelés proliferuoja ir susilieja,
suformuodamos miovamzdelius, kurie subrgsta j naujas miofibriles, arba susilieja su paZzeistomis
raumeny skaidulomis ir jas atstato [73]. Jégos treniruociy sukeltos hipertrofijos metu, aktyvuotos
satelitinés lastelés atiduoda savo branduolius raumeny skaiduloms ir taip prisideda prie
intensyvesnés RNR ir baltymy gamybos, reikalingos raumeny skaiduly augimui [74]. Be Siy
funkcijy, satelitinés lgstelés proliferuoja tam, kad palaikyty pastovy skai¢iy, taiau nustatyta, kad

su amziumi $iy lasteliy skai¢ius mazéja [73]. Satelitiniy lasteliy tyrimai pelése su neveiksniu
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miostatinu, atskleidé padidéjusj satelitiniy lgsteliy skaiCiy kiekvienoje miofibriléje ir didesne
aktyvuoty satelitiniy Igsteliy dalj, palyginus su funkcionaly miostating turin¢iomis pelémis. Taip
pat miostatino neturinciose pelése satelitinés lastelés greiciau proliferavo ir diferencijavosi. Taigi,
miostatinas turi jtakos raumeny dydziui ir po gimimo. Nustatyta, kad miostatinas neigiamai
reguliuoja satelitiniy Igsteliy funkcijas kontroliuodamas transkripcijos veiksnio PAX7 (angl.
Paired box protein 7) raiska [72].

Miostatino raiSka vyksta ne tik raumenyse. Preadipocituose miostatinas slopina adipogeneze.
Tyrimais nustatyta, kad specifinis miostatino slopinimas raumeniniame audinyje, bet ne
riebaliniame audinyje sumazina riebaly mase. Tuo tarpu, specifiSkai adipocituose padidinta
miostatino raiSka pagreitina medziagy apykaita ir lemia atsparuma alimentiniam nutukimui. Taip
pat miostatinas nustatomas pieno liauky, Purkinjé pluosty, bluznies, placentos, gimdos liaukos
lastelése, kardiomiocituose ir limfocituose. Tai leidZia manyti, kad miostatinas dar turi kity,
neisaiskinty Funkcijy [75].

Miostating, koduojantis genas (MSTN) issidéstgs 2 chromosomos ilgajame petyje (2032.2).
MSTN genas yra 7033 bp ilgio. Genas sudarytas i§ 3 egzony ir 2 introny. Pirminis MSTN
transkriptas yra 2822 bp ilgio ir yra transliuojamas j 375 amino ragsciy ilgio ir 26 kDa svorio
miostatino pirmtaka [76]. MSTN geno seka yra labai konservatyvi tarp daugelio organizmy riisiy
[72]. Tai parodo svarbig geno ir jo koduojamo baltymo funkcija.

Literatiros duomenimis, pokyc¢iai MSTN geno sekoje turi jtakos individo fenotipui, t.y.
pastebimas raumeny masés padid¢jimas. Schuelke ir kiti 2004 metais publikuotame straipsnyje
aprase 4 mety amziaus vaika, turintj homozigoting MSTN geno mutacijg (c.373+5G>A), kuri jvyko
1 introno alternatyvaus sukirpimo donoringje sekoje. Si mutacija sukiiré pirmalaikj baigmés
kodong ir nulémé nesubrendusio nefunkcionalaus miostatino gamybg. Dél $ios priezasties, vaikas
pasizyméjo nebiidingu jo amziui raumeny i$sivystymu ir jéga [77]. Zmogaus genomo tyrimy metu,
miostatino gene buvo nustatyta keletas nesinoniminiy vieno nukleotido pakaity: AS5T, K153R,
E164K, P198A ir 1225T. Dvi i§ jy, A55T ir K153R pasirodé esancios polimorfiskos bendroje
zmoniy populiacijoje. Manoma, kad dazniausias i§ i§vardinty VNP (K153R) gali turéti funkciniy
pasekmiy [78]. Sis VNP (NM_005259.2:¢.458 A>G, rs1805086) nustatomas 2 egzone ir nulemia
lizino pokytj j argining 153 baltymo amino rtigsties pozicijoje. Manoma, kad Sis VNP gali jtakoti
miostatino pirmtako brendimo procesg ar sumazinti miostatino gimininguma ActRIIB ir taip
nulemti intensyvesne mioblasty proliferacija ir diferenciacija. To pasekmé — didesné raumeny
masé [79]. Taciau Szlama ir kiti 2015 metais publikuotame tyrime nustaté, kad K153R Zymiai
pagreitina furino konvertazés vykdoma promiostatino skaldyma. Tai palengvina latentinio
miostatino komplekso susidarymag ir teoriskai turéty slopinti raumeny augima [78]. Taigi, §io VNP

funkcijos supratimui reikalingi tolimesni tyrimai.

23



1.4.5. Miozino fosfatazés-Rho sujungiantis baltymas ir jo funkcijos

Atsizvelgiant ] geb¢jimg dinamiSkai reguliuoti kraujo tékme, kuri apripina Iasteles
maistinémis medziagomis ir lemia medziagy apykaitos produkty paSalinimg, zmogaus griauciy
raumenys yra unikalus organas. Sio proceso svarbiausias veiksnys — kraujagysliy tonusas, Kuris
regulivojamas lygiyjy raumeny susitraukimo ir atsipalaidavimo [80]. Lygieji raumenys
susitraukimo ir atsipalaidavimo mechanizmu skiriasi nuo griaudiy raumeny. Siuose raumenyse
Ca?* srautas pradeda biocheminiy reakcijy grandine, kuri padidina miozino ATFazés aktyvuma.
Pirmiausia Ca?* jungiasi su baltymu kalmodulinu, tuomet $is molekulinis kompleksas aktyvuoja
fermentg miozino lengvyjy grandiniy kinaz¢ (MLCK, angl. Myosin light chain kinase), kuri
fosforilina reguliacing miozino lengvaja granding 19 serino liekanoje (MLC, angl. Myosin
regulatory light chain). Tai sukelia miozino galvutés konformacinius poky¢ius ir padidina miozino

ATFazés aktyvumga (6 pav.) [81;82].

’*\,;’ Reguliacinés
2 miozino

A 2

=5 lengvosios
Agrandinés

A \@
A
Aktyvuota \*&;\‘}

S\
miozino galvuté é?ﬁ?

Kalmodulinas Aktyvuoto kalmodulino/ MLCK komplekas

6 pav. Ca?* sukeliama miozino aktyvacija lygiuosiuose raumenyse [81]

Sie procesai jgalina miozina efektyviai saveikauti su aktinu ir atlikti molekulinio variklio
funkcija. Taigi, skirtingai nei griau¢iy raumenyse, kuriuose Ca?* nulemiama miozino ir aktino
saveika yra reguliuojama troponino C, lygiuosiuose raumenyse $ig funckija atlieka kalmodulinas.
Be to, griau¢iy raumenyse miozino ATFazé yra nuolatos aktyvi, o lygiuosiuose raumenyse tik po
MLCK jvykdomos aktyvacijos. Todél lygieji raumenys gali susitraukti tik po MLCK reakcijos.
Lygiyjy raumeny susitraukimo biisena palaikoma net tada, kuomet vidulasteline Ca?*
koncentracija grizta j ramybés biisenai buidinga lygj, tod¢l raumeny atsipalaidavimui reikalingas
papildomas etapas. Sj etapa sudaro miozino lengvyju grandiniy defosforilinimas, kurj jvykdo
fermentas — miozino lengvyjy grandiniy fosfatazé¢ (MLCP, angl. Myosin light chain phosphatase)
[81]. MLCP yra heterotrimeras, kurio skirtingi subvienetai turi 130, 20 ir 37 kDa svorj. 37 kDa
svorio subvienetas (PP1, angl. Protein phosphatase-1) turi kataliting fosfatazés funckija, 130 kDa

svorio miozino jungimosi subvienetas (MBS, angl. Myosin-binding subunit) lemia specifiska
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jungimasi prie miozino, o 20 kDa svorio subvieneto funkcija iki $iol neiSaiSkinta [80]. MBS
uztikrina, kad PP1 sgveikauty su MLC ir turi baltymy saveikos domeny, tokiy kaip ankirino
pasikartojimai N-gale ir leucino uztrauktuko domenas C-gale [82]. Nustatyta, kad MLCP
aktyvuma reguliuoja tiek kraujagysliy iSsiplétima, tiek kraujagysliy susiauréjimg skatinantys
signaliniai keliai. Zinoma, jog nitrovazodilatoriai, tokie kaip azoto oksidas ir organiniai nitratai,
skatindami ciklinio guanozinmonofosfato gamyba (¢cGMF), aktyvuoja nuo ¢cGMF priklausoma
baltymy kinazg, kuri padidina MLCP aktyvuma ir lemia efektyvesnj MLC defosforilinimg. Tuo
tarpu kraujagysliy susiaur¢jimag skatinantys veiksniai slopina MLCP aktyvumg ir taip padidina
MLC fosforlinimg. Vienas i$ pagrindiniy biidy kaip Sie veiksniai slopina MLCP aktyvuma yra
monomerinés GTF-azés RhoA (angl. Ras homolog gene family, member A) aktyvacija. Aktyvioje
busenoje RhoA jungiasi ir aktyvuoja su Rho-asocijuotg baltymy kinaze (ROCK, angl. Rho-
associated protein kinase). Aktyvuota ROCK fosforilina MLCP MBS subvieneta 850 treonino
liekanoje ir taip nuslopina MLCP aktyvumg. Nepaisant daugelio tyrimy, patvirtinanéiy
RhoA/ROCK reguliacing funkcija MLCP, mazai zinoma apie mechanizmus, nulemiancius
RhoA/ROCK-MLCP sgveika ir jy nukreipima j funkcinius aktomiozino komponentus [80].
Praeitame deSimtmetyje mokslininkai identifikavo naujg MLCP komplekso baltyma —miozino
fosfatazés-Rho sujungiantj baltyma (M-RIP), kuris geba tiesiogiai jungtis prie MBS subvieneto C-
gale esancio leucino uztrauktuko. M-RIP N gale esantys du plekstrino homologijos (PH) domenai
gali jungtis su aktinu. Tai lemia M-RIP issidéstyma prie kraujagysliy sieneliy lygiyjy raumeny
aktino pluosty [83]. Nustatytos dvi M-RIP funkcijos: MLCP nukreipimas j aktomiozino pluostus
ir MLCP aktyvumo kontrolé per RhoA/ROCK sgveikos su MBS reguliacija [80]. M-RIP funkcijos

grafiskai pavaizduotos 7 paveiksle.

A B
_t————————N MLCP -
B \\
= I [PP1] K mLce
'ﬁiﬁ;"} RIP Nutildytas M-RIP
:
Aktinas

7 pav. Grafinis M-RIP funkcijy pavaizdavimas [80]. A: M-RIP N-galiniu domenu jungiasi prie
aktino pluosty ir prisijungdamas RhoA ir MLCP MBS subvieneta sugretina Siuos baltymus ir
prijungia juos prie aktino pluosty. Sis sugretinimas jgalina RhoA/ROCK saveikauti su MLCP ir
reguliuoti jos aktyvuma. B: M-RIP raiskos nutildymas lemia MBS ir RhoA atsiskyrimg nuo
aktino pluosty ir RhoA vykdomos MLCP aktyvumo reguliacijos stoka [80]
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1.4.5.1. Miozino fosfatazés-Rho sujungiantj baltyma koduojantis genas ir jo sekos

varianto reik§mé fiziniam pajégumui

Miozino fosfatazés-Rho sujungiantj baltyma koduojantis genas (MPRIP) yra 17 chromosomos
trumpajame petyje (17p11.2). Sis genas yra 175 134 bp ilgio ir gali bati nuraomas j 20 skirtingy
transkripty. Surks ir kiti 2003 metais publikuotame tyrime nustaté zmogaus aortos raumeny
lasteléms bidingo M-RIP amino riig§¢iy seka. Jg sudaro 1024 amino riigstys, o baltymo masé yra
116 kDa. Sios M-RIP izoformos amino rigiéiy seka yra 90% homologiska pelése ir Ziurkése
nustatytiems M-RIP ortologams [83].

Neseniai atliktas 483 profesionaliy Rusijos sportininky ir 173 nesportuojanciy asmeny GWAS
tyrimas parodé MPRIP introno sekoje esan¢io VNP (XM_005256563.1:¢c.219+14693G>A,
rs6502557) asociacijg su jégos ir grei¢io savybémis [84]. Nors DNR sekos poky¢iai intronuose
neturi poveikio baltymo amino ragséiy sudéciai, zinoma, kad introninése sekose gausu
alternatyvaus sukirpimo aktyvatoriy ir slopikliy, transkripcijos aktyvatoriy ir slopikliy, iRNR
transportui pro branduolio membrang svarbiy veiksniy, nekoduojanc¢iy RNR (miRNR, siRNR, su
Piwi baltymais sgveikaujanéiy RNR, IncRNR, snoRNR) geny. Todél intronuose esantys VNP gali
turéti didele funkcine reikSme. Introno sekose esanciy VNP funkcing svarbg patvirtina ir jvairiy
fenotipiniy pozymiy GWAS tyrimai, kuriuose asociacijos dazniau nustatomos su introny sekose
esanciais VNP, o ne su egzonuose esanciais VNP [85]. Atsizvelgiant j svarbig M-RIP funkcija
lygiyjy raumeny susitraukimo ir atsipalaidavimo procesams, galima daryti prielaida, jog Sis VNP
gali paveikti baltymo funkcija ir taip jtakoti kraujagysliy tonusg. Manoma, kad tai gali turéti jtakos

fizinio pajégumo savybéms.

2. TYRIMO METODAI IR APIMTIS

2.1. Tiriamieji

Tyrimai buvo atliekami Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Zmogaus ir medicininés
genetikos katedros (VU MF ZMGK) molekulinés genetikos laboratorijoje.

Tyrimui naudota 150 Lietuvos didelio meistriSkumo sportininky ir 257 Kkontrolinés
profesionaliai nesportuojanciy negiminingy asmeny DNR méginiai, kurie buvo parinkti i§ VU MF
ZMGK Lietuviy sportininky DNR méginiy biobazés. Sportininkai (60 motery ir 90 vyry, vidutinis
amzius 28,6+6,9 metai) pagal sporto Saky specifikag buvo suskirstyti j 3 grupes: 1) aerobinés
1Stvermés reikalaujancios sporto Sakos; 2) anaerobinio pajégumo reikalaujancios sporto Sakos; 3)
,»MIX*“ grupé — aerobinio ir anaerobinio pajégumo sporto Sakos. Kontroling grupe sudaré Lietuvos
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edukologijos universiteto studentai ir kiti Vilniaus miesto gyventojai: 66 moterys ir 191 vyras

(vidutinis amzius 32,5+6,9 metai). Tiriamyjy DNR buvo i$skirta i§ veninio kraujo leukocity VU

MF ZMGK darbuotojy (2011-2015 m. laikotarpyje) pagal laboratorijoje patvirtinta protokola

(fenolio—chloroformo—izoamilo alkoholio metodika) (zr. 1 priedas).

2.2. Jranga ir medZiagos

Laboratoriné jranga ir priemonés:

Vienkartinés latekso ir nitrilo pirStinés,
3 ml. vakuuminis mégintuvélis su EDTA (BD Vacutainer),
Termostatas,
Spektrofotometras ,,NanoDrop® ND-1000“ (NanoDrop Thermo Scientific, JAV) su
specialia programine jranga ,,Applied Biosystems*,
Elektroninés svarstyklés,
Matavimo cilindras 100 ml,
Erlenmejerio kolba 250 ml,
Mikrobangy krosnele,
Horizontali gelio elektroforezés sistema ,,EC Midicell Primo EC-330“ (E-C Apparatus
Corp., JAV),
Laminarin¢ spinta,
Méegintuveliy stoveliai,
Saldantis mégintuvéliy stovelis,
Steriltis mégintuvéliai (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 45 ml),
Automatinés pipetés ,, Eppendorf Research “ (0,1-2,5 pl, 0,5-10 pul, 2-20 ul, 10-100 pl, 100-
1000 pl),
Steriliis vienkartiniai antgaliai (10 pl, 20 pl, 100 pl, 1000 pl),
Purtyklé ,, Vortex-T Genie 2 (Scientific Industries, JAV),
Mikrocentrifuga ,, Rotilabo®-mini-centrifuge "Uni-fuge”* (Carl Roth GmbH + Co0.KG,
Taivanas),
Termocikleris ,,Mastercycler pro vapo protect™ (Eppendorf AG, Vokietija),
Parafino juostelé ,,Parafilm Laboratory Film* (Pechiney Plastic Packaging Inc., JAV),
Elektroforezés energijos valdymo blokas ,,GE Healthcare EPS 301« (GE Healthcare Life
Sciences, JAV),
UV transiliuminatorius ,,UVT-28 ME* (Herolab GmbH, Vokietija),
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96 Sulinéliy plokstelés ,,MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate* (Applied
Biosystems, Singapiiras),

Dengiamoji plévele 96 sulinéliy ploksteléems ,,MicroAmp™ Optical Adhesive Film*
(Applied Biosystems, JAV),

Terminis kompresas 96 Sulinéliy ploksteléms ,,MicroAmp™ Optical Film Compression
Pad“ (Applied Biosystems, JAV),

Centrifuga ,,Heraeus Multifuge 3L*,

Termocikleris ,,7900HT Fast Real-Time PCR System* (Applied biosystems™, Life
technologies, JAV).

Reagentai:

Lizuojantis buferis (0,32 M sacharozés, SmM MgCl12, 1 % Triton-X 100, 10 mM Tris-HCI,
pH 7,5),

Branduoliy pernesimo buferis (10 mM Tris-HCI, pH 10,5, 1 mM EDTA, 0,15 mM NaCl),
Natrio dodecilsulfato 10% tirpalas (AppliChem GmbH, Vokietija),

Proteinazés K 2% tirpalas (Thermo Fisher Scientific, Lietuva),

Fenolis (Carl Roth GmbH + Co.KG, Vokietija),

Chloroformas (Carl Roth GmbH + Co.KG, Vokietija),

Chloroformo ir izoamilo misinys (Carl Roth GmbH + Co.KG, Vokietija),

Natrio acetatas (3 M, pH 5,2) (AppliChem GmbH, Vokietija),

Etanolis 70°, 96°,

TE buferis (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8) (AppliChem GmbH, Vokietija),
Dejonizuotas vanduo (ddHz0),

Agarozés milteliai ,,SeaKem®, LE Agarose* (Lonza Group Ltd, JAV),

1x TBE buferis (0,09 M Tris-borato, 0,002 M EDTA, pH 8,0) (Carl Roth GmbH + C0.KG,
Vokietija),

Etidzio bromidas (Carl Roth GmbH + Co.KG, Vokietija),

PGR komponenty misinys ,,PCR Master Mix (2x)“ (Thermo Fisher Scientific, Lietuva),
Oligonukleotidiniai PGR Pradmenys (Thermo Fisher Scientific, Lietuva)

DNR tirpalas,

3x DNR elektroforezés jvedimo dazas (Thermo Fisher Scientific, Lietuva),

Molekulinés DNR masés ir ilgio standartas ,,GeneRuler™ 50bp DNA Ladder* (Thermo
Fisher Scientific, Lietuva),

Greito restrikcijos endonukleazés ,,FastDigest Xcel*“ (Thermo Fisher Scientific, Lietuva),
28



e Restrikcijos endonukleaziy buferis ,,FastDigest Green Buffer« (Thermo Fisher Scientific,
Lietuva),

e TagMan® PGR misinys ,,TagMan® Genotyping Master Mix*, (Thermo Fisher Scientific,
Lietuva),

e TagMan® zondy ir pradmeny misiniai (Applied Biosystems, JAV).

2.3. Metodai

2.3.1. DNR iSskyrimas bei Kiekio ir grynumo jvertinimas

DNR i$skyrimas fenolio—chloroformo—izoamilo metodu — tai vienas plac¢iausiai taikomy DNR
i§skyrimo metody. Jis paremtas nukleoriigséiy ir kity biologiniy molekuliy (baltymai, lipidai ir t.t)
skirtingu poliSkumu ir skirtinga vandens ir etanolio dielektrine konstanta. Daugiapakopio proceso
metu nukleortigStys iSvalomos nuo priemaiSy veikiant organiniais tirpikliais ir centrifuguojant
dideliu greiciu. ISgrynintos DNR iSskyrimas vyksta i§sodinimo i$ tirpalo biidu. Veikiant etanoliu
ir vienvalenciais katijonais (pvz., Na*) DNR iskrenta j nuosédas, kurios surenkamos ir itirpinamos
buferiniame tirpale. Neseniai atliktas DNR i$skyrimo metody palyginimas parodé, kad fenolio-
chloroformo panaudojimu paremta metodika pasizymi dideliu DNR iSskyrimo naSumu ir
pakankamai gera i$skirtos DNR kokybe net ir palyginus su naujausiais komerciniais DNR
i§skyrimo rinkiniais [86]. Ta¢iau §io metodo metu naudojamos toksiskos zmogui medziagos, todél
dirbant svarbu laikytis saugumo priemoniy.

Tiksliai nustatyta DNR koncentracija ir grynumas yra svarbiis veiksniai, apsprendziantys
s¢kme tolimesniuose tyrimo etapuose. ISskirtos DNR kiekybe ir kokybg¢ galima jvertinti
spektrofotometriskai. Siam tikslui buvo naudojamas spektrofotometras ,,NanoDrop® ND-1000%.
Prietaisui skirta programiné jranga ,,Applied Biosystems* DNR koncentracijos skai¢iavimams
taiko modifikuota Lamberto-Bugerio-Bero désnj, kuris susieja pro DNR tirpalg sklindancios

Sviesos sugerties dydj su DNR koncentracija. Désnis teigia:
c=(A*e)lb,
kuomet ¢ — nukleoriigs¢iy koncentracija (ng/pl), A — Sviesos sugertis (AU), € — nuo $viesos

bangos ilgio priklausantis ekstincijos koeficientas (ng-cm/ul), b — $viesos sklidimo atstumas

(cm).
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DNR sugeria $viesg esant 260 nm (Aze0) bangos ilgiui, todél Siame bangos ilgyje atlieckami
DNR koncentracijos matavimai. Tuo tarpu DNR grynumas jvertinamas atsizvelgiant j $viesos
sugerties 260 nm (Azeo) ir 280 nm (Azgo) bangos ilgiuose santykj, kadangi baltymai sugeria Sviesg
280 nm bangos ilgyje. DNR laikoma geros kokybés, jeigu Azeso/ A2go Santykis varijuoja 1,7 - 1,9.

Siekiant uztikrinti patikimus rezultatus, ,,NanoDrop® ND-1000* programiné jranga ,,Applied
Biosystems* atlicka normalizacijos etapa: atlickamas papildomas matavimas 340 nm bangos
ilgyje, kuriame jprastu atveju nestebima nukleoriig§¢iy ar baltymy Sviesos sugertis, ir $io
matavimo verté atimama i$ ver€iy, gauty matuojant 260 nm ir/arba 280 nm bangos ilgyje. Tai
leidzia iSvengti klaidingy rezultaty dél pasaliniy objekty ir padidina prietaiso signalo/triukSmo
santykj.

Remiantis DNR kiekio ir grynumo nustatymo rezultatais buvo atrenkami méginiai ir
atliekamas jy skiedimas dejonizuotu vandeniu iki tolimesniam darbui reikalingos koncentracijos.

Po skiedimo méginiai buvo laikomi —20°C temperatiiroje.

2.3.2. Genetiniy Zymeny tyrimo metodai

Restrikcijos Tikro laiko
fragmenty ilgio polimerazes
polimorfizmo grandininé
tyrimas reakcija
] |
| ] | ] ]
AMPD1 MB CKM MSTN MPRIP

rs17602729 rs7293 rs8111989 rs1805086 rs6502557

8 pav. Bendra genetiniy Zymeny tyrimo metody schema

2.3.2.1. Restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmo tyrimas

Polimerazés grandininé reakcija

Polimerazés grandininé reakcija (PGR, angl. Polymerase chain reaction) — tai ciklisku
temperatiiros keitimu paremtas metodas, kuris leidzia greitai ir dideliais kiekiais pagausinti norima
nedidelj DNR fragmenta. Siuo metodu per kelias valandas vieng DNR fragmentg galima
pagausinti iki 105-10° kopijy. Metodo jautrumas jgalina pagausinti pavienius genus ar jy

fragmentus. Tai atveria kelig tolimesniems molekuliniams genetiniams tyrimams. Kiekvienai PGR
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reakcijai reikalingi Sie komponentai: DNR matrica, Taq DNR polimeraz¢, oligonukleotidiniai
pradmenys, deoksiribonukleozido 5’ trifosfatai (ANTF), reakcijai optimizuotas buferis ir MgClo.

DNR matrica tai DNR seka, kurioje yra norimas pagausinti DNR fragmentas. Optimalus DNR
matricos kiekis gausinant genoming DNR yra nuo 0,1-1 pg. Didesnis DNR matricos kiekis
reakcijos misSinyje padidina nespecifiniy PGR produkty gavimo rizika. MaZesnis nei nurodyta
DNR matricos kiekis lemia mazesnj amplifikacijos tikslumg. D¢l Siy priezas¢iy tikslus DNR
koncentracijos jvertinimas prisideda prie efektyvios PGR. Tyrimui naudoti 100 pg/ml DNR
koncentracijos méginiai.

Oligonukleotidiniai pradmenys — tai dirbtiniu biidu susintetintos viengradés nukleotidy sekos,
kurios veikia kaip DNR sintezés pradzios taskai ir apibrézia sintetinamo DNR fragmento dydj.
Optimali pradmeny koncentracija yra 0,1-1 uM.

Siam tyrimui PGR pradmenys buvo parinkti remiantis literatiiros $altiniy analize [43;61].
Parinkti pradmenys daugeliu salygy atitiko PGR pradmeny kiirimo rekomendacijas [87].
Pastebéta, kad MB polimorfizmui tirti parinktas atvirkstinis pradmuo tur¢jo didelj G ir C
nukleotidy kiekj, kurie sudaré 69,2% visy pradmens nukleotidy, taciau vykdant tyrima tai nesudaré

problemy. Naudoty pradmeny sekos pateiktos 1 lenteléje.

1 lentelé. PGR naudoti oligonukleotidiniai pradmenys

Genas Polimorfizmas Pradmens seka

( NM_000036.2:¢.133C>T 5-CTTCATACAGCTGAAGAGACA-3' (F)

rs17602729)

AMPD1
5-GAATCCAGAAAAGCCATGAGC-3' (R)

(NM_005368.2:¢.174G>A 5-TGAAGTCAGAGGACGAGATGAATGC-3' (F)

MB rs7293)

5-GCCCAGGCTCTGCCTCCTACCTCCAG-3' (R)

F — Tiesioginis pradmuo (angl. Forward); R — Atvirkstinis pradmuo (angl. Reverse).

PGR vykdoma termocikleryje ,,Eppendorf Mastercycler Pro“. PGR susideda i§ trijy
pagrindiniy cikliskai kartojamy etapy, taciau pries juos pradedant, atlickamas vienkartinis etapas
—pradin¢ denatiiracija. Jo paskirtis yra veikiant auksta temperatiira (95°C) pilnai denattiruoti DNR
matrica, kad pirmojo DNR grandinés sintezés ciklinio etapo metu biity uZtikrintas efektyvus DNR
matricos panaudojimas. Toliau vyksta temperatiiriniai cikliniai etapai: 1) DNR denataracija auksta
(94-95°C) temperatiira, kurios metu dél vandeniliniy rySiy suardymo atsiskiria DNR grandinés; 2)
Pradmeny prilydimo (40-60°C), kuomet oligonukleotidiniai pradmenys vandeniliniais rysiais

komplementariai jungiasi prie gausinamo DNR fragmento galuose esanciy sri¢iy ; 3) DNR sintezés
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(72°C), kada Tag DNR polimerazé prie pradmens 3’ galo prijungia naujus dNTP. Po paskutinio

DNR sintezés etapo rekomenduojama méginius dar palaikyti 72°C temperatiiroje, siekiant, kad

nelikty polimerazés iki galo nebaigty sintetinti DNR fragmenty.

Siame tyrime PGR buvo atlickama naudojant 30 cikly programas. Tyrime naudotos

termociklerio sglygos nurodytos 2 lenteléje.

2 lentelé. Termociklerio PGR salygos

Etapas AMPD1 MB Laikas
(c.133C>T) (c.174G>A)

1. Pradiné denatiiracija 95°C 95°C 3 min

2. Denatiiracija 95 °C 95 °C 30s

3. | Pradmeny prilydymo etapas 56 °C 59 °C 30s C:i)’l(i)lu
4, Grandinés ilginimo etapas 72 °C 72°C 30s

5. Galutiné sintezé 72°C 72°C 7 min

Darbo eiga:

1. Apskaic¢iuojamas PGR reakcijos miSiniui reikalingy komponenty kiekis (n+2) meéginiy (n —

tirlamy méginiy skaicius). MiSinio komponenty kiekiai vienam méginiui nurodyti Zemiau.

3 lentelé. PGR miSinio komponenty kiekiai vienam méginiui

Reagentas

Tiris vienam méginiui, pl

ddH20 (dejonizuotas vanduo)

PGR miSinys ,,PCR Master Mix (2X)*

12,5

Tiesioginis pradmuo (F)

Atvirkstinis pradmuo (R)

Bendras turis

PGR misinio ,,PCR Master Mix (2X)* sudétis:

Taq DNR polimeraze (0.05 U/uL);
Reakcijos buferis (Tris-HCI, KCI);
4 mM MgCly;

0.4 mM kiekvieno dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)

2. Pries ruoSiant PGR reakcijos miS$inj, etanoliu iSvaloma ir UV spinduliais apSvie¢iama

laminarin¢ spinta, kadangi darbui reikalingos sterilios salygos.
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3. DNR méginiai iSimami i§ Saldytuvo, PGR komponentai i§ Saldiklio. AtSildomi, supurtomi,
nucentrifuguojami ir laikomi Saldan¢iame stovelyje.

4. PGR reakcijos miSinys ruoSiamas steriliame 1,5 ml tirio mégintuvélyje. Mikropipete
supilstomi visi reagentai, iSskyrus DNR.

5. Reakcijos miSinys iSpilstomas j 0,2 ml tiirio sterilius mégintuvélius. | kiekvieng mégintuvelj
pilama 24 pl reakcijos miSinio.

6. I mégintuvélius su reakcijos misiniu mikropipete jnesama po 1 pl tiriamyjy méginiy DNR
(koncentracija 100 pg/ml) ir lengvai pipetuojant sumaiSoma. ] vieng mégintuvélj DNR
nejneSama (naudojamas neigiamai kontrolei).

7. Meégintuveliai dedami j termociklerj ir paleidziama PGR programa.

PGR produkto specifiskumas ir kiekis jvertinamas vykdant elektroforezg¢ 2% agarozés gelyje.

DNR elektroforezé 2% agarozés gelyje

Elektroforezé agarozés gelyje — tai analitinis metodas, kuris taikomas siekiant atskirti DNR
fragmentus pagal jy dydj. DNR turi neigiamai jkrautas fosforo riigSties liekanas, todél elektriniame
lauke juda link anodo. Elektroforezé vykdoma agarozés matricoje. Tai linijinis polimeras, kuris
veikia kaip molekulinis sietas, leidziantis atskirti skirtingo ilgio DNR fragmentus. Kuo trumpesnis
DNR fragmentas, tuo maZesnis pasipriedinimas kelyje, todél fragmentas nukeliauja toliau. Sio
tyrimo metu buvo naudojamas 2% koncentracijos agarozés gelis, kuris leidZia atskirti 100-3000
bp ilgio DNR fragmentus. Kita svarbi elektroforezés sglyga yra buferis, kuris palaiko pastovy pH
ir apsaugo DNR nuo hidrolizés proceso metu. Naudojant dvigrande DNR interkaliuojant] ir
fluorescuojantj daza — etidzio bromida, galima stebéti atskirtus DNR fragmentus ultravioletingje
spektro dalyje. Greta vykdomas i§ anksto zinomo ilgio DNR fragmento frakcionavimas, leidzia

vizualiai jvertinti atskirty DNR fragmenty ilgj baziy poromis.

Darbo eiga:

1. Sudedama horizontalios elektroforezés vonelé, pritvirtinamos gelio Sulinélius formuojancios
Sukutes.

2. Ruosiamas 2% agarozés tirpalas: ] 100 ml talpos sugraduota matavimo cilindrg jpilama 100
ml 1X TBE buferio. Svarstyklémis pasveriama 2 g agarozés milteliy. | plokS¢iadugne kolba
jpilama Siek tiek 1x TBE buferio, supilami agarozés milteliai ir nuplaunant nuo sieneliy
agarozeés milteliy likucius, supilamas likes buferio tiiris, miSinys sumaiSomas. Kolba su

agarozes ir buferio miSiniu dedama j mikrobangy krosnelg ir kaitinama kol agaroz¢ istirpinama
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ir skystis tampa skaidrus. Agaroz¢ palickama atvésti iki ~60 °C temperatiros, ] tirpalg
ileidziama 2 pl etidzio bromido tirpalo.

3. Tirpalas supilamas j suformuotg elektroforezés vonelg ir palickamas stingti (polimerizuotis)
kambario temperattiroje ~30 min.

4. Tirpalui sustingus, atsargiai iStraukiamos Sukutés, suformuojant gelyje Sulinélius, ir gelis
perkeliamas | elektroforezés sistema, uzpildyta 1xTBE buferiu.

5. Ant specialios plévelés — parafino juostelés ,,Parafilm®, naudojant mikropipete 3x Zzaliasis
DNR celektroforezés jvedimo dazasdazas sumaiSomas su PGR produktu santykiu 1:2.

6. ] pirmajj Sulinélj jneSama DNR molekulinés masés ir ilgio standartas, o j paskutinjjj — neigiama
PGR kontrolé.

7. Elektroforezés sistema uzdaroma, prijungiama prie jtampos Saltinio ir atlickama 20 min. 120
volty jtampoje.

8. Pasibaigus elektroforezei, gelis analizuojamas transiliuminatoriaus pagalba UV S$viesoje.
Matomi 216 baziy pory ilgio AMPDL fragmentai ir 189 baziy pory ilgio MB fragmentai.
Ivertinus rezultatus, duomenys dokumentuojami. Specialios kompiuterinés vaizdo
dokumentavimo sistemos pagalba gelis fotografuojamas ir iSsaugomas vidingje kompiuterio

atmintyje.

DNR fragmenty karpymas restrikcijos endonukleazémis ir juy frakcionavimas 2%

agarozés gelyje

Restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmo tyrimo principas remiasi tuo, kad fermentais,
restrikcijos endonukleazémis, yra specifiskai ,,karpomi tiriamg nukleotidy sekg turintys DNR
fragmentai, pagausinti PGR metodu. Skirtingos restrikcijos endonukleazés dvigrande DNR seka
kerpa skirtingose vietose priklausomai nuo fermentui specifinés nukleotidy sekos. Atlikus
fermentinj karpyma, gauti DNR fragmentai atskiriami pagal ilgj elektroforezés agarozés gelyje
metu. Jei tirlamy asmeny grupg¢je yra tiriamo VNP neSiotojas, restrikcijos fragmentai bus skirtingy
ilgiy. Tokiu principu jvertinamas asmens genotipas VNP atzvilgiu. Pagrindiniai restrikcijos
reakcijos komponentai: restrikcijos endonukleazé ir jos veiklai optimalus buferis ,,FastDigest
Green Buffer.

Restrikcijos endonukleazés atpazjsta 6-8 nukleotidy ilgio DNR sekas ir kerpa sekos viduje arba
uz jos, todé¢l tyrimui renkantis restrikcijos endonukleaze, itin svarbu uZztikrinti, kad pasirinktas
fermentas turéty reikiama atpazinimo seka. Sio darbo metu, restrikcijos endonukleaziy parinkimui
buvo naudojama $i internetiné programa — ,,NEBcutter v. 2.0 (New England Biolabs). Internetiné

nuoroda:  (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php). Darbe naudotos naujos kartos
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,,FastDigest* restrikcijos endonukleazés, kurios DNR sekos karpyma atlieka per 5-15 minuciy. Jy

optimaliausia veikimo temperatiira — 37°C. Darbui parinktos restrikcijos endonukleazés pateiktos

4 lentel¢je.

4 lentelé. Darbui parinktos restrikcijos endonukleazés ir po restrikcijos reakcijos gaunamy

fragmenty dydziai
L o ) Fragmenty dydZziai
Genas VNP Restrlkcuos. Atpz_lzn_nmo s_eka ir (bp)
endonukleazé kirpimo vieta
kirptas | Nekirptas
5 RCATGVY 3’
AMPD1 | (c.133C>T) Nspl 3 VI GTACR &' 194 + 22 216
5 GRICGYC 3’
MB (c.174G>A) BsaHI 3' CYGCARG 5 163 + 26 189
Darbo eiga:

1. Restrikcijos reakcijos miSiniui reikalingy komponenty kiekis apskaic¢iuojamas (n+2) meéginiy

(n — PGR metodu pagausinty DNR méginiy kiekis) (5 lentelé).

2. Prie§ pradedant pilstyti restrikcijos reakcijos miSinj, etanoliu iSvaloma ir UV spinduliais

apSvie€iama laminariné spinta, kadangi darbui reikalingos sterilios salygos.

3. PGR produktai iSimami i$ Saldytuvo, restrikcijos komponentai i$ Saldiklio. AtSildomi,

supurtomi ir nucentrifuguojami.

5 lentelé. Restrikcijos reakcijos misinio komponenty kiekiai vienam méginiui

Reagentas Tiris vienam méginiui, pl
Dejonizuotas vanduo 8,5
Buferis (FastDigest Green Buffer) 1,0
Restrikcijos endonukleazé (Nspl/BsaHI FastDigest) 0,5
Bendras tiiris 10

Buferis (FastDigest Green Buffer) savo sudétyje jau turi DNR daza, todél po inkubacijos

termocikleryje reakcijos miSinio nereikia maiSyti su DNR elektroforezés jvedimo dazu ir galima

1§ karto suleisti ] agarozés Sulinélius.

4. Restrikcijos reakcijos miSinys ruoSiamas steriliame 1,5 ml tiirio mégintuvélyje, supilstomi visi

reagentai, iSskyrus PGR produkta.
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5. Restrikcijos reakcijos miSinys mikropipete iSpilstomas j 0,2 ml tario sterilius mégintuvélius.
Pilama 10 pl reakcijos miSinio j kiekvieng mégintuvélj.

6. | mégintuvélius su restrikcijos reakcijos misiniu mikropipete jneSama 5 ul PGR produkto ir
lengvai pipetuojant sumaiSoma.

7. Meégintuveliai dedami | termocikler] ir inkubuojami 7 min 37°C temperattiroje.

8. Po inkubacijos méginiai i§ karto dedami j $aldomajj stovelj, siekiant inaktyvuoti restrikcijos
endonukleazes.

9. Misinys suleidziamas j 2 % agarozés gelj placiais Sulinéliais ir vykdoma elektroforezé 120 V
itampoje 20 min.

10. Elektroforezés rezultatai vertinami UV Sviesoje ir pagal DNR sukarpymo profilj nustatomi
genotipai (9 pav.).

N
Al i (A LA

9 pav. AMPDL1 rs17602729 polimorfizmo genotipy pasiskirstymas 2% agarozés gelyje (po
restrikcijos su Nspl restrikcijos endonukleaze): 2,3, 4 ir 6 takeliuose — CC genotipas (216 bp), 5
takelyje — CT genotipas (216 ir 194 bp), 7 takelyje — TT genotipas (194 bp). 1 takelyje DNR
molekulinio dydzio standartas (GeneRuler 50 bp), 8 takelyje — nekarpytas PGR produktas

(kontrolinis méginys)

2.3.2.2. Tikro laiko polimerazés grandininé reakcija

Tikro laiko PGR (TL-PGR, angl. Real-time polymerase chain reaction) — tai automatizuota
sistema, kai PGR ir pagausinto DNR fragmento kiekio nustatymas vyksta vienu metu. Taikant §j
analizés metoda, kiekvieno PGR ciklo metu yra matuojama fluorescencija, kuri yra proporcinga
pagausinty DNR molekuliy kiekiui.

Darbo metu buvo naudojamas TL-PGR pagristas aleliy diskriminacijos tyrimas. CKM
XM_005258497.1:¢c.*800A>G (rs8111989), MSTN NM_005259.2:c.458 A>G (rs1805086) ir
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MPRIP XM 005256563.1:¢.219+14693G>A (rs6502557) genetiniai zymenys buvo tiriami
naudojant TagMan® technologija. Si technologija paremta Tag DNR polimerazés 5’ — 3
egzonukleaziniu aktyvumu ir specifiniy TagMan® MGB zondy naudojimu.

Tyrime naudoti TagMan® zondy ir pradmeny misiniai ir TagMan® PGR komponenty misinys.
] TagMan® zondy ir pradmeny misinio sudétj jeina du VNP supanéiai sekai specifiniai pradmenys
ir du TagMan® zondai, kuriy vienas skirtas laukinio alelio, o kitas polimorfinio alelio nustatymui.
Kiekvieno TagMan® zondo 5'- gale yra reporterinis dazas: VIC® vienam aleliui nustatyti ir FAM™
kitam aleliui nustatyti; 3’- gale yra fluorescencijos slopiklis kartu su prijungtu mazojo DNR
griovelio risikliu (MGB, angl. Minor groove binder). MGB padidina zondo lydymosi temperatiirg
(Tm) ir taip stabilizuoja zondo-DNR sgveika jo neilginant. ] TagMan® PGR komponenty misinio
,JTagMan® Genotyping Master Mix* sudétj jeina didelio specifiSkumo terminés aktyvacijos
reikalaujanti , AmpliTag® Gold“ DNR polimerazé, referentinis ROX'™ dazas (skirtas
fluorescencijos signaly normalizacijai), deoksiribonukleotidy miSinys ir reakcijai optimizuoti
buferio komponentai. Fluorescencinio signalo normalizacija yra biitina ir skirta pasalinti techniniy
netikslumy jvedama fluorescencinio signalo paklaidg. TagMan® technologijos principinis

veikimas yra toks:

1. Kuomet zondas yra neprisijunges prie gausinamo produkto, 5'-galo reporterinis dazas yra
erdviskai arti 3’-gale esancio fluorescencijos slopiklio, kuris dél fluorescencijos rezonansinés
energijos perdavimo (angl. Fluorescence resonance energy transfer) reiskinio, slopina
reporterinio dazo fluorescencija.

2. Kiekvienas zondas (¥ymétas VIC® arba FAM™ reporteriniu dazu) jungiasi prie
komplementarios sekos.

3. PGR amplifikacijos metu zondo 5'- gale esantis reporterinis dazas yra skeliamas 5" — 3’
egzonukleazinj aktyvuma turincios ,,AmpliTag® Gold*“ DNR polimerazés, todél atsiskiria ir
erdviskai nutolsta nuo fluorescencijos slopiklio. D¢l to suintensyvéja jo skleidZiamas
fluorescencinis signalas. Pagal tai, kurio dazo signalas nustatomas, yra jvertinamas genotipas

pagal tiriamus alelius (6 lentelé).

6 lentelé. Méginio genotipo priklausomybé nuo fluorescencinio signalo

Fluorescencinis signalas Méginio genotipas
VIC® daZzo signalas Homozigotinis pagal laukinj alel;
FAM™ dazo signalas Homozigotinis pagal polimorfinj alelj
VIC® ir FAM™ daZo signalas Heterozigotinis pagal abu alelius
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TagMan® technologijos principas grafiskai pavaizuotas 10 paveiksle.

1. Tyrimo misinio komponentai ir DNR matrica
—_— Zondas F" g Zondas Atvirkstinis
Tiesioginis Ve e — pradmuo
pradmuo g A . AT
5’Q¥ DNR matrica [G/A] _2 3’
O O O
& N g
3 [CT] =
2. DNR denatiracija ir pradmenuy/zondy 5 3 Legenda
prisilydimas
S V. VIC ®datas
Zondas Zondas ﬂ" Atvirkstinis 3
R Ve— @m':@ pidkiii © rFaovmedans
G\ / A
Tiesioginis \ @ Fluorescencijos
pradmuo “u|n|||||m|um|«v..'..u|». 0|r||x-¢\||-\v slopi.ldis
g
[c] . = Malojo grioveli
, Mazojo griovelio
@ G
ey : s imin 5 3 AmpliTag® Gold
Atvirkstinis
radmuo - == Zondas
— , Komplementarus SR L
T1e2:;gm1 s “WXT Jondas = Nekomplementarus = Pradmuo
D e TP it ch ot
_Ju.w_'_.IJ.IUJJJ_I.I:J_UJ_UJU,H_I_I;-.-;_LULLLIﬂ'uw_uﬁ‘.r:.r;,r_r_r.r_ P,
Nukleotido atitikimas C M | Lxelestas
pradmuo

10 pav. TagMan® technologijos grafinis pavaizdavimas

Darbo eiga:

Apskai¢iuvojami TL-PGR reakcijos miSiniui reikalingy komponenty kiekiai (n+5) méginiy (n

— tirlamy meéginiy skaicius). MiSinio komponenty kiekiai vienam méginiui nurodyti Zemiau (7

lentelé).

7 lentelé. TL-PGR misinio komponentali

Reagentas Tiris vienam méginiui, pl
Vanduo be nukleaziy (angl. Water, nuclease-free) 4,5
TL-PGR misinys ,,TagMan® Genotyping Master Mix* 6
Pradmeny ir zondy miSinys

CKM rs8111989 C_3145002_10 05

MSTN rs1805086 C_282184 30

MPRIP rs6502557 C 29246367 10

Bendras tiiris 11




2. Prie$ darba uztikrinamos sterilios darbo salygos: laminarinés spintos pavirSiai kruopsciai
iSvalomi etanoliu ir apSvitinami UV spinduliais.

3. DNR méginiai iSimami i§ Saldytuvo, TL-PGR komponentai i§ Saldiklio. Prie§ naudojima
atSildomi, supurtomi ir nucentrifuguojami. Ruosiamas TL-PGR reakcijos miSinys.

4. TL-PGR reakcijos miSiniai ruoSiami steriliuose 1,5 ml tiirio mégintuvéliuose. Supilstomi visi
reagentai, iSskyrus DNR.

5. TL-PGR reakcijos miSinys paskirstomas po 11 pl § 96 TL-PGR reakcijos plokstelés Sulinélius.

6. | kiekvieng ploksteleés Sulinélj jpilama po 1,5 ul DNR (10 pg/ml). ] 96 Sulin¢lj DNR nejneSama
(vykdoma neigiama kontrol¢).

7. Plokstelé uzdengiama specialia dengiamgja plévele, kuri apsaugo reakcijos misinj nuo
garavimo.

8. Plokstelé centrifuguojama 2000 aps/min 2 min siekiant paSalinti oro burbulus, kurie gali
trukdyti fluorescencinio signalo nustatymui.

9. Plokstelé apdengiama specialiu terminiu kompresu, kuris apsaugo plokstele nuo i$silydymo, ir

dedama j TL-PGR termociklerj. Paleidziama TL-PGR termociklerio programa (8 lentel¢).

8 lentelé. Termociklerio RT-PGR programos salygos

Ciklas Temperatiira Laikas
1 Fermenty aktyvacija 95°C 10 min
9 Denatiiracija 95°C 15s 40
Pradmeny, zondy prilydimo/grandinés ilginimo o . Cikly
3 etapas 60 °C 1 min

™ programa. Si

10. Pasibaigus reakcijai, duomenys analizuojami ,,SDS 2.3 Applied biosystems
programa pateikia erdvinj genotipy pasiskirstyma. Kiekvienas taskas interpretuojamas kaip
asmens genotipas pagal tiriamg VNP. Pagal taSky iSsidéstymg aSiy atzvilgiu, nustatomi

tirlamyjy genotipal.

2.4. Duomeny statistiné analizé
2.4.1. Aleliy ir genotipy daZnio skai¢iavimas

Atlikus pasirinkty genetiniy zymeny genotipavima, gauty duomeny analizei buvo naudojama
genetinés asociacijos tyrimy strategija. Sio tyrimo atveju buvo pasirinktas atvejo-kontrolés tyrimo

modelis, kuomet aleliy ir genotipy dazniai ypatingy poZymiy turin€iy asmeny grup¢je (atvejis —
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profesionalus sportininkai) palyginami su jy dazniais $iy pozymiy neturin¢iy individy grupéje
(kontrol¢) [88]. Darbo metu i§ pradziy buvo skaiCiuojami Lietuvos didelio meistriSkumo
sportininky ir kontrolinés grupés asmeny genotipy ir aleliy dazniai. Aleliy daznio skai¢iavimo

principa vaizduoja pateikta schema (11 paveikslas).

p =[2Hm + Ht]/2N
Padalintas i§ dvigubo

asmeny skai¢iaus tiriamoje
imtyje, kadangi kiekvienas
asmuo turi 2 alelius.

Alelio (p) daznis

Dvigubas homozigotiniy individy Heterozigotiniy pagal tiriamg alelj
skaicius, nes homozigotos turi dvi genotipy skaicius, nes heterozigotos
to pacio alelio kopijas. turi skirtingus alelius.

11 pav. Alelio (p) daznio skai¢iavimo schema

Dviejy aleliy dazniy suma visada lygi 1. Remiantis Sia savybe, galima lengvai paskaiciuoti kito

alelio (q) daznj:

q=1-p

Genotipy daznio populiacijoje jvertinimui tiriamose grupése buvo taikomas HardZio ir
Vainbergo (H-V) pusiausvyros désnis. Jeigu genetinio Zymens genotipai ir aleliai yra H-V

pusiausvyroje, tuomet jie pasiskirsto Siomis proporcijomis:

p?+2pq+q’=1,

kuomet p? — vieno alelio homozigoty daznis, ¢? — alternatyvaus alelio homozigoty daznis,

2pq — heterozigoty daznis.

Pagal nukrypimus nuo H-V pusiausvyros galima spresti apie populiacijos geneting struktiirg
veikiancias jégas. Tai ypatingai svarbu genetinés asociacijos tyrimy atzvilgiu, nes jei tiriamosios
imties genetinio Zymens aleliai ir genotipai néra H-V pusiausvyroje, tai gali biiti pozymis,
liudijantis apie prasta genotipavimo kokybe ar populiacijos stratifikacija, kurie gali nulemti
klaidingai teigiamus analizés rezultatus. Svarbu paminéti ir tai, kad nukrypimai nuo H-V
pusiausvyros kartais gali byloti apie esancig asociacijg tarp genetinio Zymens ir nagrin€jamo
pozymio [89].
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Naudojantis H-V genotipy proporcijomis, kickvienam tiriamam Zymeniui buvo apskai¢iuoti

teoriskai tikétini genotipy neSiotojy skaiciai:

P?*N/2pg*N/g?*N,

kuomet p? — vieno alelio homozigoty daznis, ¢? — alternatyvaus alelio homozigoty daznis,

2pq — heterozigoty daznis, N — tiriamos imties asmeny skaicius.

Toliau apskaiciuoti dydziai buvo naudojami vykdant statistiniy tikimybiy skai¢iavima.

2.4.2. Statistiné analizé

Statistiniai skaiCiavimai buvo atliekami naudojant laisvos prieigos statistinés analizés
programinj paketa R (versija 3.3.3).

Genotipy dazniy atitikimas H-V proporcijoms buvo nustatomas naudojant R paketo jskiepi
(genetics v.1.3.8.1). Kuomet bent vieno genotipo teoriSkai tikétinas neSiotojy skaicius buvo
mazesnis uz 5, naudojant funkcijag — HWE.exact buvo taikomas tikslusis testas [90]. Kitais atvejais,
naudojant funkcija -HWE.chisq buvo taikomas Pirsono y? testas.

Tiriamy genetiniy Zzymeny genotipy ir aleliy dazniy palyginimas tarp Lietuvos didelio
meistriSkumo sportininky (atvejo) ir profesionaliai nesportuojanciy Lietuvos populiacijos asmeny
(kontrolé) grupiy, buvo atliekamas taikant tikslyjj Fierio arba Pirsono y? testa. Kuomet bent vieno
genotipo teoriskai tikétinas neSiotojy skai¢ius buvo mazesnis uz 5, buvo naudojamas tikslusis
Fiserio testas, Kitais atvejais — Pirsono y? testas be Jeitso tolydumo pataisos (angl. Yates's
correction for continuity).

Tyrime buvo analizuojami kiekybiniai fenotipiniy rodikliy duomenys. Kiekybiniy kintamyjy
normaliojo skirstinio prielaida buvo tikrinama taikant Sapiro—Vilko testa. Atitikus normalaus
skirstinio salyga, nepriklausomy grupiy kiekybiniams kintamiesiems palyginti, buvo taikomas
Stjudento t (angl. Student’s t-test) testas (2 grupiy) ir vienfaktoriné dispersiné analizé (angl. One-
way ANOVA) (3< grupiy). Kiekybiniy kintamyjy, kuriy skirstiniai nepatenkino normalumo
prielaidos, palyginimui tarp nepriklausomy grupiy buvo taikomas Mano-Vitnio U testas (2 grupiy)
ir neparametrinis ANOVA analogas — Kruskal-Wallis testas (3< grupiy). Nustacius reikSminga
ANOVA ar Kruskal-Wallis statistikos rezultatg, buvo taikomi daugkartinio palyginimo tarp grupiy
kriterijai. ANOVA atveju taikytas Tjukio ganétinai statistiS$kai reikSmingo skirtumo (angl. Tukey
HSD) kriterijus, o Kruskal-Wallis atveju naudotas R paketo jskiepis (Dunn‘s test v.1.3.3). Naudota
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jskiepio funkcija — dunn.test. Jskiepis leido Dunn daugybiniy palyginimy kriterijy pritaikyti kartu
su Bonferroni pataisa.

Darbe kiekybiniai kintamieji duomenims, kuriy skirstiniai atitinka normalumo salyga,
pateikiami vidurkiais ir standartiniai nuokrypiais (X £ SN), o duomenims, kurie $ios salygos
netenkina, kiekybiniai kintamieji apibidinami naudojant mediang ir tarpkvartilinj plotj (M4=+ IQR)
(kintamyjy reik§més pabrauktos). Visiems taikytiems statistiniams kriterijams p reiksmé <0,05
laikyta statistiSkai reikSminga.

Sio darbo metu buvo taikoma daugialypé tiesiné regresija. Tai tiesines regresijos i$plétimas,
sickiant aprépti atvejus, kai priklausomas kintamasis priklauso daugiau nei nuo vieno
nepriklausomo kintamojo. Tarkime, nepriklausomi kintamieji yra X1, X2, ..., Xk, i = 1,..,n, 0

priklausomas kintamasis — y, tai daugialypés tiesinés regresijos lygtis:

y = Bo + P1X1 + P2X2 +... + PiXk + €,

kuomet ¢ yra atsitiktinés paklaidos, o  regresijos modelio koeficientai.

Daugialypés tiesinés regresinés analizés modeli galima taikyti, jeigu tenkinamos Sios
prielaidos:
1. & normaliai pasiskirste atsitiktiniai dydziai,
visy ¢ vidurkiai lygts nuliui;

visy € dispersijos lygios (homoskedastiSkumo prielaida);

> » b

nepriklausomi kintamieji tarpusavyje nera koreliuoti, tarp ju nera tiesinio rysio.

Atsitikiniy paklaidy normalumo prielaida buvo tikrinama naudojant Sapiro-Vilko testa.
HomoskedastiSkumo prielaida buvo jvertinta naudojant BreuSo-Pagano testa. Nepriklausomy
kintamyjy tarpusavio koreliacijos jvertintinimui, buvo naudojama dispersijos maz¢jimo daugikliy
(VIF, angl. Variance Inflation Factor) analizé. Visuotinai priimta taisyklé skamba taip: kintamasis
yra ,,per daug multikolinearus®, jeigu jo VIF>4.

Priklausomo kintamojo rysio stiprumg su nepriklausomais kintamaisiais nusako lygties
parametrai ir determinacijos koeficientas. Daugialypéje tiesinéje regresinéje analizéje naudojamas
koreguotas determinacijos koeficientas (R ?). Jis parodo, kurig priklausomo kintamojo Y sklaidos
dalj apie vidurkj galima paaiSkinti Y tiesine regresija nepriklausomy kintamyjy X1, Xz, ..., Xk
atzvilgiu. Tarkim, jeigu R? = 0,8, galima teigti, kad 80% priklausomo kintamojo variacijy galima

paaiskinti regresiniame modelyje naudojamais nepriklausomais kintamaisiais.

42



3. TYRIMO REZULTATAI

3.1. Genetiniy Zymeny parinkimas

Darbo pradiniame etape i$ jvairiy literatiiros ir bioinformaciniy duomeny baziy buvo kaupiama
informacija apie genus kandidatus, siejamus su Zzmogaus fiziniu pajégumu. Buvo naudojama NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) duomeny bazé, kurioje yra jvairiy jrankiy ir nuorody j kitas duomeny
bazes, tokias kaip OMIM ar dbSNP. Sios duomeny bazés suteikia daug informacijos apie pacius
genus kandidatus, jy padéti genome bei chromosomoje, struktiira, atlickamas funkcijas. Taip pat
buvo pasitelkiama tokiomis duomeny bazémis kaip Ensembl (www.ensembl.org), GeneCards
(www.genecards.org). Atsizvelgiant j reikSminguma bei j tyrimy rezultatus, aprasytus mokslinéje
literatdiroje, tyrimui buvo parinkti penki genetiniai zymenys (9 lentelé). Siy geny funkcija ir jy

varianty reikSmé fizinio pajégumo fenotipams yra apraSyti pirmame skyriuje.

9 lentelé. Tyrimui pasirinkti genetiniai Zymenys

VNP
Genas Geno | identifikacinis VNP CE10 Pl
pozicija funkcija
kodas
CKM (kreatinkinazés Energijos
raumeny subvieneto 19913.32 rs8111989 C.*800A>G homeostazé griauciy
genas) raumenyse.
i\'\gggjé(srzﬁg?ﬁf, AMP deamininimas,
P 1p13.2 rs17602729 €.133C>T miokinazés reakcijos
monofosfato o
. reguliavimas.
deaminazés genas)
Deguonies atsargos
. . dirbantiems
MB (mioglobino 22412.3 rs7293 C.174G>A raumenims,
genas) . .
vidulastelinis
degonies transportas.
MSTN (miostatino 2432.2 151805086 CA58ASG Raumeny augimo
genas) kontrolé.
MPRIP (miozino Lygiujy raumeny
fosfatazés-Rho 17p11.2 6502557 C.219+14693G>A susitraukimo
sujungianc¢io baltymo L
reguliavimas.
genas)

3.2. Fenotipiniy rodikliy analizé

Tyrime dalyvavo 150 jvairiy sporto Saky Lietuvos didelio meistriSkumo sportininky (90 vyry
ir 60 motery). Lietuvos edukologijos universitete (LEU) Sporto institute buvo gauti 109
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sportininky (73 vyry ir 36 motery) jvairiy fenotipiniy rodikliy duomenys. Statistinés analizés
metodais palyginus fenotipiniais rodikliais jvertintus sportininkus, tarp skirtingy ly¢iy sportininky
buvo nustatyti fiziologiniai skirtumai. Vyry ir motery sportininky grupés skyrési visais, iSskyrus
riebaly masés ir VRSG jverciais (p<0,05). ISskyrus riebaly mase, vyrai vidutiniskai pasizyméjo
didesnémis fenotipiniy rodikliy vertémis nei moterys. Fenotipiniy rodikliy skirtumai tarp skirtingy

ly¢iy pateikti 10 lenteléje.

10 lentelé. Fenotipiniy rodikliy vertés tarp sportininky grupés vyry ir motery

Fenotipinis rodiklis = vyral = Moterys
/Md SN/IQR X/Md SN/IQR
Ugis (cm) 185,0" 10,0 170,0" 9.2
Svoris (kg) 79,0 11,0 62,0 6,3
KMI (kg/m2) 233" 2,2 21,2 2,0
DPSJ (kg) 62,4" 10,4 50,4" 8,5
KPSJ (kg) 62,0° 17,0 49,0° 7.0
Riebaly masé (kg) 7.8 2,7 8.9 3.9
Raumeny masé (kg) 431" 83 314" 5,6
VRSG (W) 2078,5 451,4 1931,8 397,5
AARG (W) 1230,0° 209,0 1097.0° 1893
MDS (ml/kg/min) 69,2 4,6 67,2" 4,2

X — vidurkis; Mg — mediana; SN — standartinis nuokrypis; 1QR — tarpkvartilinis plotis; KMI — kiino masés
indeksas; DPSJ — desinés plastakos suspaudimo jéga; KPSJ — kairés plastakos suspaudimo jéga; VRSG —
vienkartinis raumeny susitraukimo galingumas; AARG — anaerobinis alaktatinis raumeny galingumas;
MDS — maksimalus deguonies suvartojimas; * - statistiSkai reik§mingi fenotipiniy rodikliy skirtumai tarp
vyry ir motery grupiy, p<0,05.

Palyginus fenotipiniy rodikliy vidutines reik§mes tarp sporto Saky grupiy, jvertinta, kad i$ visy
fenotipiniy rodikliy, tik Gigio, svorio ir riebaly masés vidutinés reikSmeés statistiSkai reitkSmingai
nesiskyre tarp skirtingy sporto grupiy. Visy likusiy fenotipiniy rodikliy (KMI, KPSJ, DPSJ,
raumeny mases, VRSG, AARG ir MDS) vidutinés reikSmeés reikSmingai skyrési bent tarp dviejy
sporto grupiy (p<0,03). Nustatyta, kad greicio ir jégos grupés sportininky KMI, DPSJ, KPSJ,
raumeny masés, VRSG, AARG jverciai buvo reikSmingai didesni nei iStvermes grupés sportininky
(p<0,05). Vertinant MDS rodikli, nustatyta, kad greiCio ir jégos grupés sportininkai turéjo
mazesnes vertes nei iStvermés grupés (p<0,001) ir mix grupés (p<0,05) sportininkai. Taigi,
dazniausiai fenotipiniais rodikliais skyrési iStverme lavinantys ir greit] bei jéga treniruojantys
sportininkai. Fenotipiniy rodikliy vidutiniy veréiy skirtumai tarp skirtingy sporto Saky grupiy
pateikti 11 lentel¢je.
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11 lentelé. Fenotipiniy rodikliy vertés tarp skirtingy sporto Saky grupiy

Fenotipinis rodiklis — ! — 4 — I
X/Md |SN/IQR [ X/Md |SN/IQR | X/Md | SN/IQR
Ugis (cm) 182,3 148 180,5 15,8 175,0 38
Svoris (kg) 73,5 14,0 80,0 17,8 70,0 9.1
KMI (kg/m2) 2.3 2,0 23,3 3.8 234 2.8
DPSJ (kg) 54,8" 9,6 62,5" 12,0 56,0 59
KPSJ (kg) 50,0 14,0 63,0 18,5 59,0 53
Riebaly masé (kg) 8,3 3.4 8.0 3.6 6,5 0,8
Raumeny masé (kg) 38,6" 10,6 450" 14,4 35,9 3.9
VRSG (W) 1740,5° 292,6 2335,6" 369,7 2043,5 140,8
AARG (W) 11005 176,3 1239,0° 207,0 1281,0 224.3
MDS (ml/kg/min) 71,2 3,2 65,5" 4,0 70,8" 34
| — iStvermés sporto grupé; Il — greicio ir jégos sporto grupé; 111 — mix sporto grupé; X — vidurkis, Mg —

mediana; SN — standartinis nuokrypis; IQR — tarpkvartilinis plotis; KMI — kiino masés indeksas; DPSJ —
desinés plaStakos suspaudimo jéga; KPSJ — kairés plastakos suspaudimo jéga; VRSG — vienkartinis
raumeny susitraukimo galingumas; AARG — anaerobinis alaktatinis raumeny galingumas; MDS —
maksimalus deguonies suvartojimas; * — statistiSskai reikSmingi fenotipiniy rodikliy skirtumai tarp sporto
grupiy, p<0,05.

Fenotipiniy duomeny rezultaty analiz¢ parodé fiziologinius organizmo skirtumus tarp
sportuojan¢iy vyry ir motery bei jy fenotipo skirtumus tarp sporto grupiy. Galima teigti, kad
sportininky specializacija pagal skirtingas sporto grupes bei su tuo susij¢s specifinis treniruociy
rezimas jtakoja fenotipiniy rodikliy variacija. Taciau zinoma, kad §iai variacijai daug jtakos turi ir
genetiniai veiksniai. Tolesniuose tyrimo etapuose buvo atlikta atvejo-kontrolés ir genotipo-

fenotipo asociacijos analize.

3.3. CKM geno ¢.*800A>G (rs8111989) polimorfizmo tyrimo rezultatai

Darbo metu pagal CKM ¢.*800A>G polimorfizma genotipuota 150 Lietuvos didelio
meistriSkumo sportininky (90 vyry ir 60 motery) ir 149 profesionaliai nesportuojanéiy Lietuvos
populiacijos asmeny (108 vyry ir 41 motery) DNR méginiy. Genotipavimo duomenys sportininky
ir kontrolinéje grupéje buvo vertinami atsizvelgiant j sportininky uZsiimama sporto Saka ir lyties
grupes (12 lentelé).

Pasitelkus H-V désnj, tiriamose grupése buvo statistiskai jvertinti genotipy dazniai. Nustatyta,
kad sportininky ir kontrolinéje grupése genotipy dazniai atitiko H-V désnj. [vertinus grupes,
suskirstytas pagal sporto Sakos specifika ir lyt], nustatyta, kad visy grupiy, i§skyrus greicio ir jégos
sporto motery grupe, genotipy dazniai atitiko H-V proporcijas (p>0,05).
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12 lentelé. CKM ¢.*800A>G polimorfizmo aleliy ir genotipy dazniy tyrimo duomenys

Aleliy

CKM c.*800A>G genotipy dazniai />T
dazniai (%) | & = 8
Grope | N : T AIA AGl | ©el | | :
Al | 6] | & s | &
Oi Ei Oi Ei Oi Ei | =
B| 63| 627373028 (329":_’7) 24,8 (4%?0) 29,5 (123) 88 | 0,89 | 0,41
I |v| 33667333014 (4?5) 14,7 (412f‘4) 14,7 (1;‘,1) 37 | 0,71 | 0,28
M| 30 | 583 | 41,7 | 0,98 (3%,)?3) 10,2 (5%?0) 14,6 (137) 52 | 0,88 | 0,75
B| 65| 638|362 | 019 (4?1) 26,5 (4?5) 30,0 (1%(”4) 85 | 0,42 | 0,17
| v | 37649 | 351021 (317f‘8) 15,6 (531(,)1) 16,9 (8?1) 46 | 047 | 033
M| 28 | 62,5 | 37,5 | 0,64 (5%)4,10) 10,9 (2;0) 131 (2;0) 39 | 0,02/ 0,02
B| 22| 614|386 | 059 (368,4) 83 (5%)?0) 10,4 (1;6) 33 | 1,0 | 082
I v | 20 | 60,0 | 40,0 | 0,68 (3;0) 7.2 (5%)?0) 9,6 (1;0) 32 | 1,0 | 0,95
M| 2 | 750 | 250 | 0,64 (53,0) 11 (53,0) 0,8 (0?0) 0l | 1,0 | 10
B | 150 | 63,0 | 37,0 | 0,14 (4%%7) 59,5 (4377) 69,9 (1356) 20,5 | 0,61 | 0,16
S|v|o|644| 356|011 (4?6?0) 37,4 (4‘;;}9) 41,2 (111?1) 11,4 | 0,53 | 0,25
M| 60 | 60,8 | 39,2 | 0,74 (421?7) 22,2 (3?3) 28,6 (2%)?0) 9.2 | 0,13 | 0,13
B | 149 | 57,0 | 430 (3‘(‘;:’2) 485 (583?7) 73,0 (1%f‘1) 275 | 0,24
K |v|108]| 565 | 435 (3%?6) 34,5 (;fs) 53,1 (117?6) 20,5 | 0,57
M| 41 | 585 | 415 (253) 14,0 (5?5) 19,9 (1;”2) 70 | 0,19
| — iStvermés sporto grupe; 11 — greicio ir jégos sporto grupé; 111 — mix sporto grupé; S — visy sportininky

grupé; K — kontroliné grupé; B — bendra grupé (vyrai ir moterys); V — vyry grupé; M — motery grupé; Oi —
nustatyti genotipy dazniai; E; — teoriskai tikétini genotipy daZzniai (skaiiuojami remiantis Hardzio-
Vainbergo désniu).

Pasinaudojant Ensembl duomeny bazéje esanciais 1000 genomy projekto duomenimis, pagal
CKM ¢.*800A>G aleliy daznius, Lietuvos populiacija buvo palyginta su didziosiomis pasaulio

populiacijomis (12 pav.).
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21,39 18,29
ﬂ i i ﬂ i i ;

Lietuvos Pasaulio Europos Afrikos  Amerikos  Ryty Azijos Piety
populiacija populiacija populiacija populiacija populiacija  populiacija Azijos
populiacija

u A alelio daZnis G alelio dazZnis

12 pav. Tyrimo kontrolinés grupés CKM ¢.*800A>G polimorfizmo aleliy dazniy
palyginimas su didZiosiomis pasaulio populiacijomis (1000 Genomy projekto duomenys)

Darant prielaida, kad tiriamoji kontroliné grupé gerai atspindi bendrg Lietuvos populiacija,
buvo nustatyta, kad pagal CKM polimorfizmo aleliy dazniy pasiskirstyma Lietuvos populiacija yra
panasiausia j Piety Azijos populiacija (G alelio dazniai populiacijose, atitinkamai 41,3% ir 38,4%).
Palyginus su kitomis pasaulio populiacijomis, nustatyti reik§mingi skirtumai, kuomet Lietuvos
populiacija pasizyméjo didesniu G alelio dazniu (43,0%): viso pasaulio populiacija (34,0%,
p=0,025), Europos populiacija (30,0%, p=0,001), Amerikos populiacija (21,3%, p=1,56 x 10®),
Ryty Azijos populiacijos (18,2%, p=4,98 x 10°11). Afrikos populiacija taip pat skyrési G alelio
dazniu nuo Lietuvos populiacijos, taciau skirtingai nei kitose populiacijose, Afrikos populiacijoje
retojo G alelio daznis buvo didesnis nei Lietuvos populiacijoje (52,6%, p=0,01).

Atlikus genotipy ir aleliy dazniy palyginimg tarp bendros sportininky ir kontrolinés grupés,
nebuvo nustatyta reikSmingy skirtumy, taciau sportininky grupéje nustatytas didesnis A alelio
daznis nei kontrolinéje grupéje, atitinkamai 63,0% ir 57,0%. Didesnis A alelio daznis sportininky
grupéje buvo nulemtas didesnio A/A genotipo daznio, kuris sportininky grupéje (40,7%) buvo
didesnis nei kontrolingje grupéje (30,2%), mazesnio A/G genotipy daznio, kuris tarp sportininky
buvo aptinkamas reciau (44,7%) nei tarp kontrolinés grupés asmeny (53,7%), bei neZymiai
mazesnio G/G genotipo daznio, kuomet §j genotipa turéjo 14,6% sportininky ir 16,1% kontrolinés
grupés asmeny. Palyginus genotipy ir aleliy daznius tarp sporto grupiy, suskirstyty pagal sporto
Sakos specifikg ir lytj, ir kontrolinés grupés, buvo nustatyta, kad greicio ir jégos grupés moterys
zymiai daZzniau turéjo homozigotinius genotipus (greicio ir jégos SPoOrto grupés motery genotipy
dazniai: A/A —50,0%, A/G — 25,0%, G/G — 25,0%; kontrolinés grupés motery genotipy dazniai:
AJA —29,3%, AIG —58,5%, G/G —12,2%, p=0,02). Lyginant genotipy ir aleliy daznius tarp sporto
grupiy, nebuvo nustatyta reikSmingy skirtumy nei bendrose pagal lyt], nei pagal lyt] paskirstytose
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grupése. Sporto grupése palyginus genotipy ir aleliy daznius tarp vyry ir motery, nustatytas
reikSmingas genotipy dazniy skirtumas tarp greicio ir jégos grupés abiejy ly¢iy atstovy, kuomet
vyry grupei buvo budingas zymiai didesnis heterozigotiniy genotipy daznis, o motery grupei
zymiai didesnis homozigoty daznis (vyry grupé: A/A — 37,8%, A/G —54,1%, G/G — 8,1%; motery
grupé: A/A —50,0%, A/G — 25,0, G/G — 25,0%, p=0,035).

Siekiant iSsamiau jvertinti CKM ¢.*800A>G polimorfizmo genotipy jtaka sportininky
organizmo adaptacijai prie fiziniy kriiviy, buvo atlikta genotipo-fenotipo asociacijos analizé. Siam
tikslui vidutinés fenotipiniy rodikliy vertés buvo lyginamos pagal genotipy, sporto ir lyties grupes
(zr. 2 priedas). Bendroje sportininky grupéje ir sporto grupése atskirai nebuvo pastebéta
reikSmingy fenotipiniy rodikliy skirtumy tarp CKM ¢.*800A>G genotipy grupiy. Taip pat atskirai
palyginus vyry ir motery fenotipiniy rodikliy vertes tarp genotipy grupiy, nebuvo nustatyta
statistiSkai reik§mingy skirtumy. Taciau atlikus analize pagal lytj ir sporto Sakos specifika
suskirstytose sportininky grupése, buvo nustatyta, kad DPSJ jvertis reik§mingai skyreési tarp mix
sporto grupés A/A ir A/G genotipo vyry, atitinkamai 51,0+1,4 kg ir 61,0+1,4 kg, (p=0,03). Vis
délto dél mazo mix grupés sportininky, jvertinty fenotipiniais rodikliais, skai¢iaus (4 sportininkai),
Sie rezultatai nebuvo laikomi prasmingais. Taip pat analizuojant greicio ir jégos reikalaujanciy
sporto Saky grupe, pastebétas rySys tarp VRSG jvercio ir CKM genotipy grupiy. I$siaiskinta, jog
AJG genotipo sportininkai pasizyméjo didziausiais VRSG jverciais, o maziausiais — G/G genotipo
sportininkai (13 pav.).

§ A

fo 2375,2+306,4* 2410,8:361,1

"‘E 2500- o = 1902,5+£374,9+
3 = :

7 i :

CKM ¢ *800A>G polimorfizmo genotipy grupés

13 pav. Greitj ir jéga lavinanciy sportininky VRSG rodiklio vertés tarp CKM ¢.*800A>G
genotipy grupiy. * — Statistiskai reikSmingi VRSG rodiklio skirtumai tarp A/A ir G/G genotipy
sportininky, p=0,01.  — Statistiskai reikSmingi VRSG rodiklio skirtumai tarp A/G ir G/G
genotipy sportininky, p=0,005
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Sporto grupes suskirsCius pagal lytj ir palyginus $iy grupiy fenotipinius rodiklius tarp CKM
¢.*800A>G genotipy grupiy, pastebéta, kad reikSmingai skiriasi grei€io ir jégos grupés vyry
VRSG rodiklio jveréiai. Siuo atveju nustatyta, kad didziausiais VRSG rodikliais pasizyméjo A/A

genotipo sportininkai, 0 maziausius turéjo G/G genotipo sportininkai (14 pav.).

A
2448,6+298,2* 2391,5ﬂ.:354,s
5 o 1793,74539 8%
| : :
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o
=]
o
[ ]

1500-

Vienkartinis raumeny susitraukimo galingumas (W)

-
o
=]
o

AR GiG

AG
CKM c.*800A>G polimorfizmo genotipy grupés

14 pav. Greitj ir jéga lavinanciy sportininky vyry VRSG rodiklio vertés tarp CKM ¢.*800A>G
genotipy grupiy. * — StatistiSkai reikSmingi VRSG rodiklio skirtumai tarp A/A ir G/G genotipy
sportininky, p=0,015. ~ — StatistiSkai reikSmingi VRSG rodiklio skirtumai tarp A/G ir G/G
genotipy sportininky, p=0,02

Darbo metu buvo taikyta daugialypé tiesiné regresiné analizé, kuria buvo siekiama nustatyti
kaip priklausomus kintamuosius (DPSJ, KPSJ, VRSG, AARG, MDS) jtakoja nepriklausomi
kintamieji (tigis, svoris, raumeny mase, riebaly mase, amzius, lytis, sporto Sakos specializacija,
CKM ¢.*800A>G genotipai). Patikrinus modelio R ?, atsitiktiniy modelio paklaidy normalumo ir
homoskedastiskumo prielaidas, buvo nustatyta, kad visus, iSskyrus KPSJ, priklausomus
Kintamuosius prognozuojantys regresijos modeliai buvo tinkami analizei. Taikant regresijos
modelj tirti DPSJ priklausomybe nuo nepriklausomy kintamyjy, nenustatyta reikSminga CKM
€.*800A>G genotipy jtaka, taciau nustatyti kiti DPSJ jverciui reikSmingg jtaka turintys veiksniai:
didesné raumeny masé (p=0,028), lytis (p=0,014) ir sporto Sakos specializacija (p=0,01). Sis
modelis paaiskino 38% DPSJ variacijos (R *=0,38). VRSG analizei taikytas regresijos modelis
atskleidé reiksmingg CKM ¢.*800A>G genotipy jtaka VRSG rodikliui: A/G genotipas (p=0,004),
AJA genotipas (p=0,017). Regresijos modelis parodé, kad VRSG dydziui didele reikSme turi
sporto $akos specializacija (p=6.73 x 10) (R 2= 0,49). AARG analizei skirtas regresijos modelis
neparodé reikSmingos CKM ¢.*800A>G genotipy jtakos Siam rodikliui. Nustatyta, kad kuo
vyresnio amziaus yra sportininkai, tuo jy AARG yra didesnis (p=0,04). Taip pat nustatyta, kad
sporto $akos specializacija daro didele jtaka AARG rodikliui (p=2.43 x 107) (R?=0,39). MDS
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prognozuojantis regresijos modelis neparodé reikSmingos CKM ¢.*800A>G genotipy jtakos MDS
rodikliui, tac¢iau parodé, kad MDS pasizymi reikSminga teigiama priklausomybe nuo sportininky
figio (p=0,03). Modelis atskleidé, kad priklausymas i§tvermés sporto grupei (p=5,95 X 107?) ir mix
sporto grupei (p=0,004) susijes su auk$tesniu MDS rodikliu (R?= 0,48).

Gauti tyrimo rezultatai parodo, kad CKM ¢.*800A>G A alelis susijes su greicio ir jégos
savybémis, o aerobiniam sportininky pajégumui, misy tyrimo duomenimis, reikSmingos jtakos

CKM ¢.*800A>G polimorfizmas neturi.

3.4. AMPDL1 ¢.133C>T (rs17602729) polimorfizmo tyrimo rezultatai

AMPD1 ¢.133C>T polimorfizmo iStyrimui buvo genotipuota 150 Lietuvos didelio
meistriSkumo sportininky (90 vyry ir 60 motery) ir 150 profesionaliai nesportuojanciy Lietuvos
populiacijos asmeny (90 vyry ir 60 motery) DNR méginiy. Genotipavimo duomenys buvo
vertinami tarp sportininky ir kontrolinés grupés asmeny, suskircius tiriamyjy grupes pagal lytj ir
uzsiimamos sporto Sakos specifika (13 lentele).

Nustatyta, kad sportininky ir kontrolingje grupése AMPD1 ¢.133C>T polimorfizmo genotipy
dazniai atitiko H-V désnj. Ivertinus grupes, suskirstytas pagal sporto Sakos specifikg ir lytj,
nustatyta, kad visy grupiy genotipy dazniai atitiko H-V proporcijas.

i

Lietuvos  Pasaulio Europos Afrikos  Amerikos  Ryty Azijos Piety
populiacija populiacija populiacija populiacija populiacija  populiacija  Azijos
populiacija

u C alelio daznis T alelio dazZnis

15 pav. AMPD1 ¢.133C>T polimorfizmo aleliy daZzniai bendroje Lietuvos populiacijoje ir
didziosiose pasaulio populiacijose (1000 Genomy projekto duomenys)

Darbo metu, pasinaudojant Ensembl duomeny bazéje esanciais 1000 genomy projekto
duomenimis, tiriamoje kontrolinéje grupéje nustatyti AMPD1 ¢.133C>T aleliy daZniai buvo
palyginti su didziausiose pasaulio populiacijose nustatytais aleliy dazniais (15 pav.). Misy tiriamy

duomeny analizé parodé, kad AMPD1 ¢.133C>T polimorfizmo aleliy dazniu Lietuvos populiacija
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yra panas$iausia ] Europos populiacijg. Lietuvos populiacijoje retojo T alelio daznis yra 14,0%, o
Europos populiacijoje — 12,3%. Kitose pasaulio populiacijose T alelio daznis yra Zymiai retesnis:
pasaulio populiacijoje — 3,8% (p=1,15 x 10~°), Amerikos populiacijoje — 5,8% (p=7,3 x 10%), Piety
Azijos populiacijoje — 2,0% (p=6,77 x 10®). Afrikos ir Ryty Azijos populiacijose §j alelj turi itin
mazas skai¢ius Zmoniy. Afrikos populiacijoje $io alelio daznis tik 0,5% (p=1,56 x 109, o0 Ryty
Azijos populiacijoje tik 0,1% (p=2,93 x 1011).

13 lentelé. AMPD1 ¢.133C>T polimorfizmo aleliy ir genotipy dazniy tyrimo duomenys

Aleliy

tatnini o0 | 2 AMPDL1 ¢.133C>T genotipy daZniai i .
Grupe | N : [ mm | £ |2
| m| & s | &
Oi Ei Oi Ei Oi Ei | =
B| 63| 881 119|056 (7‘;?8) 48,9 (2%?6) 13,2 (1%6) 09 | 1,0 | 0,95
| |v|33|879 121|049 (7%?8) 25,5 (186,2) 7,0 (3%0) 05 | 0,38 | 0,92
M| 30 | 883 | 11,7 | 1,0 (7%?7) 23,4 (23?’3) 6,2 (0?0) 04 | 1,0 | 10
B| 65| 892 | 108|036 (8%?0) 51,8 (1%55) 12,5 (1%5) 08 | 0,54 | 0,76
I v|37]95]|95]02 (8?1?1) 30,3 (1;9) 6,3 (O(,)O) 03 | 1,0 | 0,49
M| 28 | 875 | 125 | 0,87 (7%?6) 21,4 (175,9) 6,1 (3%5) 04 | 0,35 | 0,36
B| 22| 886 | 114|063 (811?8) 17,3 (13?’6) 44 (4%6) 03 | 0,22 | 0,48
v | 20 | 875 | 125 | 062 (8%;50) 15,3 (153,0) 44 (5%0) 03 | 0,25 | 0,82
M| 2 | 1000 | 00 | 1,0 (10%’0) 2,0 (0?0) 0,0 (O(,)O) 00 | - | 10
B |150| 887 | 113 0,33 (713,93) 117,9 (ﬁf?) 30,1 (2?0) 19 | 04 | 067
S |v|oo| 8o |111]021 (82?0) 711 (117‘?8) 17,8 (2?2) 11 | 029 | 0,49
M| 60 | 883 | 11,7 | 1.0 (7‘:;3) 46,8 (2%)?0) 12,4 (1%7) 08 | 0,58 | 0,83
B | 150 | 86,0 | 14,0 (712127) 110,9 (23;"7) 36,1 (2‘,‘6) 29 | 0,49
Klv|o| e |156 (72?3) 64,2 (222?2) 23,6 (4‘,‘4) 22 | 021
M| 60 | 883 | 11,7 (7‘(‘3‘?7) 46,8 (213f13) 12,4 (0?0) 08 | 1,0
| —iStvermés sporto grupé; 11 — greicio ir jégos sporto grupé; 111 — mix sporto grupé; S — visy sportininky

grupé; K — kontroliné grupé; B — bendra grupé (vyrai ir moterys); V — vyry grupé; M — motery grupé; O; —
nustatyti genotipy dazniai; E; — teoriSkai tikétini genotipy dazniai (skaiiuojami remiantis Hardzio-
Vainbergo désniu).
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Atlikus AMPD1 polimorfizmo genotipy ir aleliy dazniy palyginimg tarp bendros sportininky
ir kontrolinés grupés, nepastebéta reikSmingy skirtumy. Sportininky grupéje buvo nustatomas
mazesnis retojo T alelio daznis nei kontrolingje grupéje, atitinkamai 11,3% ir 14,0%. Pastebéta,
kad sportininky grupéje buvo daugiau homozigotiniy pagal laukinio tipo C alelj, maziau
heterozigotiniy ir maziau homozigotiniy pagal retajj T alelj asmeny (sportininky grupé: C/C —
79,3%, C/T — 18,7%, T/T — 2,0%,; kontroliné grupé: C/C — 74,7%, CIT — 22,7%, TIT — 2,6%).
Tolesné atvejo-kontrolés analizé ir sporto grupiy tarpusavio palyginimas taip pat neparodé
reikSmingy genotipy ar aleliy dazniy skirtumy tarp tiriamyjy grupiy (13 lentelé).

Kitame etape buvo atliekama genotipo-fenotipo asociacijos analizé, kurios paskirtis palyginti
fenotipiniy rodikliy vidutines reikSmes tarp genotipy grupiy. Siekiant nustatyti asociacijg tarp
AMPD1 ¢.133C>T genotipy ir sportininky fizinio pajégumo, fenotipiniy rodikliy vertés buvo
lyginamos atsizvelgiant j genotipy, sporto ir lyties grupes (zr. 3 priedas). ISanalizavus bendrg
sportininky grupe ir skirtingas sporto grupes, nebuvo pastebéta reikSmingy fenotipiniy rodikliy
skirtumy tarp AMPD1 ¢.133C>T genotipy grupiy. Taip pat, atskirai palyginus vyry ir motery
fenotipiniy rodikliy vertes tarp genotipy grupiy, nebuvo nustatyta statistiskai reikSmingy skirtumy.
Fenotipiniy rodikliy skirtumai tarp genotipy grupiy iSryskejo suskirs¢ius sporto grupes pagal lyti.
Nustatyta, kad iStvermés sporto grupés C/C genotipg turintys vyrai turéjo reikSmingai maZesnj

AARG jvertj nei tos pacios grupés C/T genotipo vyrai (16 pav.).
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AMPDI ¢.133C>T polimorfizmo genotipy grupés

16 pav. Istvermg lavinanciy sportininky vyry AARG rodiklio vertés tarp AMPD1 ¢.133C>T
genotipy grupiy. * — StatistiSkai reikSmingi AARG rodiklio skirtumai tarp C/C ir C/T genotipy
sportininky, p=0,04

Tolesné analizé parodé, kad iStvermés sporto grupés C/C genotipo moterys turéjo reikSmingai

didesnj MDS jvertj nei tos pacios grupés C/T genotipo sportininkés (17 pav.).
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AMPDI ¢.133C>T polimorfizmo genotipy grupés

17 pav. Istverme lavinanciy sportininkiy MDS rodiklio vertés tarp AMPD1 ¢.133C>T genotipy
grupiy. * — Statistiskai reikSmingi MDS rodiklio skirtumai tarp C/C ir C/T genotipy sportininkiy,
p=0,01

IStvermés sporto grupés T/T genotipo sportininkiy tyrimo metu nenustatyta, tod¢l nebuvo
galima jvertinti jy MDS rodiklio.

Darbo metu buvo taikoma daugialypé tiesiné regresiné analizé, kuria buvo vertinama
fenotipiniy rodikliy (DPSJ, KPSJ, VRSG, AARG, MDS) priklausomybé¢ nuo tgio, svorio,
raumeny maseés, riebaly masés, amziaus, lyties, sporto Sakos specializacijos, AMPD1 c.133C>T
genotipy. IS pradziy buvo tikrinamos sudaromy regresijos modeliy tinkamumo prielaidos
(normalaus atsitiktiniy modelio paklaidy pasiskirstymo, homoskedastiskumas, R? verté). Buvo
nustatyta, kad visas regresijos modelio tinkamumo prielaidas atitiko regresijos modeliai, skirti
analizuoti VRSG ir MDS rodiklius. VRSG analizuoti skirtas regresijos modelis neparodé
reik§mingos AMPD1 ¢.133C>T genotipy jtakos VRSG rodikliui, bet buvo nustatyta reikSminga
sporto $akos specializacijos jtaka §iam jver¢iui (p=1,33 x 10"*2) (R 2=0,46). Analizuojant regresinj
MDS rodiklio analizés modelj, nebuvo nustatyta reikSminga priklausomybé tarp AMPD1
€.133C>T genotipy ir MDS, taciau iSaiskéjo svarbi Gigio jtaka didesniam MDS rodikliui (p=0,007).
Taip pat buvo nustatyta, kad istvermés (p=2,12 x 10} ir mix (p=0,004) sporto grupiy
specializacijos kryptys susijusios su didesnémis MDS vertémis ( R 2=0,48).

Apibendrinant tyrimo rezultatus galima teigti, jog darbo metu nebuvo nustatyta AMPD1
polimorfizmo asociacija su Lietuvos sportininky grei¢io ir jégos savybémis. Motery iStvermés
sporto grup¢je C alelis buvo didesnj MDS lemiantis veiksnys, todél galima teigti jog C alelis

didesng reikSme turi motery aerobiniam pajégumui ir jo lavejimui nei greiciui ir jégai.
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3.5. MB ¢.174G>A (rs7293) polimorfizmo tyrimo rezultatai

Atliekant tyrima, pagal MB ¢.174G>A polimorfizmg genotipuota 150 Lietuvos didelio
meistriSkumo sportininky (90 vyry ir 60 motery) ir 150 profesionaliai nesportuojanciy Lietuvos
populiacijos asmeny (90 vyry ir 60 motery) DNR méginiy. Genotipavimo duomenys buvo
vertinami tarp sportininky ir kontrolinés grupés asmeny bei suskirc¢ius tiriamyjy grupes pagal lyti
ir uzsiimamos sporto Sakos specifika.

Pirmame analizés etape buvo jvertintas tiriamose grupése nustatyty MB c.174G>A
polimorfizmo genotipy dazniy atitikimas teoriskai tikétiniems pagal H-V désnj. Nustatyta, kad
bendroje sportininky ir kontrolinéje grupése genotipy dazniai atitiko H-V désnio numatytas
proporcijas. Suskirs¢ius grupes pagal sporto Saky specializacija ir lytj, nustatyti nukrypimai nuo
H-V désnio bendroje sportininky vyry ir greitj bei jéga lavinanéiy vyry grupése, atitinkamai
p=0,004 ir p=0,04 (14 lentele).

Naudojant duomeny bazéje Ensembl pateiktus 1000 Genomy projekto duomenis, buvo
analizuojami MB ¢.174G>A polimorfizmo aleliy dazniy skirtumai tarp Lietuvos ir pasaulio

populiacijy (18 pav.).

AARAANd

Lietuvos  Pasaulio Europos Afrikos  Amerikos Ryty Azijos Piety
populiacija populiacija populiacija populiacija populiacija  populiacija  Azijos
populiacija

u G alelio daznis = A alelio daZnis

18 pav. MB ¢.174G>A polimorfizmo aleliy dazniai bendroje Lietuvos populiacijoje ir
didziosiose pasaulio populiacijose (1000 Genomy projekto duomenys)

Remiantis miisy tyrimo duomenimis, nustatyta, kad Lietuvos populiacija pagal MB ¢.174G>A
polimorfizmo aleliy dazniy pasiskirstyma reik§mingai nesiskiria nuo kity pasaulio populiacijy,
isskyrus Ryty Azijos populiacija (p=3,2 x 101). Lietuvos populiacijoje A alelio daznis yra 48,3%,
o Ryty Azijos populiacijoje — 74,7%. Nustatyta, kad Ryty Azijos populiacija A alelio daZzniu

statistiSkai reikSmingai skiriasi ir nuo kity populiacijy: pasaulio populiacijos (53,1%, p=3,6 x 10
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8), Europos populiacijos (44,8%, p=8,7 x 1014, Afrikos populiacijos (45,0%, p=1,2 x 107%%),
Amerikos populiacijos (47,1%, p=4,4 x 1072) ir Piety Azijos populiacijos (54,5%, p=2,3 x 107).

14 lentelé. MB ¢.174G>A polimorfizmo aleliy ir genotipy dazniy tyrimo duomenys

Aleliy

MB c.174G>A genotipy daZniai >
dazniai (%) | 8 an et
Grupe | N ! oIl GIAl | WA | E | 2
1| Al | & 5 | &
Oi Ei Oi Ei Oi Ei Q
B |63 |484| 51,6 | 0,54 (117?5) 14,8 (6?1?9) 31,5 (2%?6) 16,8 | 0,06 | 0,04
| |v | 33485 515 | 0,36 (1;2) 7.8 (6%?7) 16,5 (132) 88 | 0,05 |0,06
M| 30 | 483 | 51,7 | 0,83 (230) 7.0 (5%77) 15,0 (2;3) 80 | 046 |0,50
B | 65 | 500 | 50,0 | 075 (21?6) 16,3 (53(’)?’8) 325 (21?6) 16,3 | 0,90 | 0,58
| v | 37 | 405 | 595 | 0,04 (8?1) 6,1 (6%1‘,19) 17,8 (217(?0) 131 | 0,04 | 0,01
M| 28 | 62,5 | 37,5 | 0,05 (4?4) 10,9 (3312) 131 (2?,4) 39 | 011 |013
B| 22 | 455 | 545 | 0,44 (1;2) 45 (st) 10,9 (23’3) 65 | 10 |047
| v | 20 | 500 | 50,0 | 0,57 (26‘,0) 5,0 (6%)?0) 10,0 (23,0) 50 | 037 |041
M| 2 | 00 [1000 | 0,10 (0?0) 0,0 (0?0) 0,0 (10%,0) 20| - |020
B | 150 | 487 | 51,3 | 0,46 (2%?7) 355 (586‘,‘0) 74,9 (23;?3) 395 | 0,14 |0,07
S |v| 90 | 456|544 | 007 (1%53) 18,7 (63?4) 44,6 (222?2) 26,7 |0,004 |0,003
M| 60 | 533 | 467 | 0,30 (311?7) 17,1 (4?3) 29,9 (215?0) 131 | 0,32 0,63
B | 150 | 51,7 | 483 (3‘(1)?0) 40,0 (42?3) 74,9 (2‘:;’7) 350 | 0,11
Klv| 9 |550]| 450 (3%?3) 27,2 (4‘?3) 44,6 (223%4) 18,2 | 0,24
M| 60 | 46,7 | 533 (2?0) 131 | 4%‘?3) 29,9 (311?7) 171 | 0,32
I — iStvermés sporto grupe; 11 — greicio ir jégos sporto grupe; 111 — mix sporto grupé; S — visy sportininky

grupé; K — kontroliné grupé; B — bendra grupé (vyrai ir moterys); V — vyry grupé; M — motery grupé; O; —
nustatyti genotipy dazniai; E; — teoriSkai tikétini genotipy daZzniai (skaiiuojami remiantis Hardzio-
Vainbergo désniu).

Atlikus MB ¢.174G>A polimorfizmo genotipy ir aleliy dazniy palyginima tarp visy tiriamy
sportininky grupés ir kontrolinés nesportuojanciy asmeny grupés, nebuvo nustatyta reikSmingy
genotipy ar aleliy dazniy skirtumy (14 lentel¢). Taciau nustatyta, kad sportininky tarpe A alelio

daznis (51,3%) buvo didesnis nei kontrolinéje grupéje (48,3%). Pastebéta jdomi tendencija,
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kuomet sportininky grupéje vyravo heterozigotinis genotipas, o kontrolingje grup¢je buvo dazniau
nustatomi homozigotiniai genotipai (sportininky grupé: G/G — 20,7%, G/A — 56,0%, A/A — 23,3%;
kontrolinéje grupéje: G/G — 30,0%, G/A — 43,3%, A/A — 26,7%). SuskirsCius sportininky ir
kontroliniy asmeny grupes pagal lytj ir atlikus analize, nustatyti reikSmingi genotipy dazniy
skirtumai tarp vyry sportininky ir kontrolinés grupés vyry. Vyry sportininky tarpe G/G genotipas
buvo Zymiai retesnis nei tarp kontrolinés grupés vyry, G/A genotipas buvo zymiai daznesnis tarp
sportininky, o A/A genotipo daznis tarp grupiy mazai skyrési, taciau buvo mazesnis sportininky
grupéje (vyry sportininky grupé: G/G — 13,3%, G/A — 64,4%, AIA — 22,2%; kontrolinés grupés
vyrai: G/G — 33,3%, G/A — 43,3%, A/A — 23,4%, p=0,003). Reiksmingy aleliy dazniy skirtumy
tarp Siy grupiy nebuvo nustatyta, nors sportininky vyry grupéje nustatytas stebétinai didesnis A
alelio daznis (54,4%) nei kontrolinéje vyry grupéje (45,0%, p=0,07).

Palyginus MB ¢.174G>A genotipy ir aleliy dazniy pasiskirstymg tarp sporto Sakos
specializacijos grupiy ir kontrolinés grupés, nustatyti statistiSkai reikSmingi skirtumai. Genotipy
dazniais nuo kontrolinés grupés reikSmingai skyrési iStvermés sportininkai. Jy tarpe buvo zymiai
dazniau nustatomas heterozigotinis genotipas, o G/G ir A/A genotipai buvo retesni (iStverm¢
lavinantys sportininkai: G/G —17,5%, G/A —61,9%, A/A — 20,6%; kontroliné grupé: G/G — 30,0%,
G/A — 43,3%, AIA — 26,7%, p=0,04). Isanalizavus pagal lytj suskirstytas sporto grupes ir
kontroling grupe, nustatyti reikSmingi genotipy dazniy skirtumai tarp greicio ir jégos grupés vyry
ir kontrolinés grupés vyry. Nustatyta, kad tarp greicio ir jégos grupés vyry buvo zymiai didesnis
heterozigotinio genotipo daznis ir didesnis A/A genotipo daznis, o G/G genotipo daznis buvo
Zymiai mazesnis (greitj ir jéga treniruojantys vyrai: G/G — 8,1%, G/A — 64,9%, A/A — 27,0%;
kontrolinés grupés vyrai: G/G — 33,3%, G/A — 43,3%, A/A — 23,4%, p=0,01). Taip pat tarp Siy
grupiy nustatytas reikSmingas aleliy dazniy skirtumas, kuomet A alelis buvo reikSmingai daZznesnis
tarp greiCio ir jégos grupés vyry nei tarp kontrolinés grupés vyry, atitinkamai 59,5% ir 45,0%
(p=0,04). Pagal MB c.174G>A genotipy ir aleliy daznius tarpusavyje palyginus skirtingas sporto
grupes, nebuvo nustatyta reikSmingy skirtumy. Taciau suskirsCius Sias grupes pagal lytj, nustatytas
reikSmingas aleliy dazniy skirtumas tarp greicio ir jégos (G — 62,5%, A — 37,5%) ir mix (G —0,0%,
A —100,0%) sporto grupiy motery (p=0,03). Vis délto tai néra patikimi rezultatai dél mazo mix
sporto grupés motery skaiciaus (2 moterys). Atliktas genotipy ir aleliy dazniy palyginimas tarp
bendros sportininky grupés vyry ir motery, atskleidé statistiSkai reikSmingus genotipy dazniy
skirtumus, kuomet vyry tarpe buvo daznesnis G/A genotipas, o G/G ir A/A genotipai retesni (vyrai
sportininkai: G/G — 13,3%. G/A — 64,4%, A/A — 22,2%; moterys sportininkés: G/G — 31,7%, G/A
— 43,3%, A/A — 25,0%, p=0,01). Palyginus vyry ir motery genotipy ir aleliy daznius atskirose
sporto grupése, nustatyti genotipy ir aleliy dazniy skirtumai tarp greicio ir j€gos sporto grupés vyry

ir motery. Tarp greicio ir jégos sporto specializacijos vyry buvo nustatomas zZymiai mazesnis G/G
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genotipo daznis, Zymiai didesnis G/A genotipo daznis ir pastebimai didesnis A/A genotipo daznis
(vyrai: G/G — 8,1%, G/A — 64,9%, A/A — 27,0%; moterys: G/G — 46,4%, G/A — 32,2%, AIA —
21,4%, p=0,001). Ryskis genotipy dazniy skirtumai tarp Siy grupiy salygojo ir reikSmingus aleliy
dazniy skirtumus, kuomet greicio ir jégos grupés vyry tarpe buvo aptinkamas zymiai didesnis A
alelio daznis (vyry grupé — 59,5%; motery grupé — 37,5%, p=0,01) (14 lentelé).

Tolimesniame etape, siekiant jvertinti MB ¢.174G>A genotipy jtaka anaerobin] ir aerobinj
pajégumg apsakantiems fenotipiniams rodikliams, buvo atlikta genotipo-fenotipo asociacijos
analizé (zr. 4 priedas). Atliekant genotipo-fenotipo asociacijos analize, fenotipiniy rodikliy vertés
tarp genotipy grupiy buvo lyginamos atsizvelgiant j sporto ir lyties grupes. Bendroje sportininky
grupéje nebuvo nustatyta reikSmingy fenotipiniy rodikliy skirtumy tarp MB ¢.174G>A genotipy
grupiy. Atskirai jvertinus vyry ir motery sportininky fenotipiniy rodikliy skirtumus tarp genotipy
grupiy, nebuvo nustatyta statistiSkai reikSmingai fenotipiniais rodikliais iSsiskirian¢iy grupiy.
Skirtingose sporto grupése palyginus fenotipiniy rodikliy vertes tarp skirtingus MB ¢.174G>A
genotipus turin¢iy sportininky, nustatyti reikSmingi VRSG rodiklio skirtumai iStvermés
sportininky grupéje. Nustatyta, kad Sioje grupéje G/A genotipo sportininkai turéjo didziausius

VRSG jverc€ius, o0 A/A genotipo sportininkai — maziausius (19 pav.).

1831,5+281,9%

1628,1+185,2

2000-

1503,0+247,5*
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Vienkartinis raumeny susitraukimo galingumas (W)
:
.- e 300!003! ? H !; !o

cie GiA AIA
MB ¢.174G>A polimorfizmo genotipy grupés

19 pav. I§tvermg¢ lavinanciy sportininky VRSG rodiklio vertés tarp MB ¢.174G>A genotipy
grupiy. * — StatistiSkai reikSmingi VRSG rodiklio skirtumai tarp G/A ir A/A genotipy
sportininky, p=0,003

[Sanalizavus fenotipiniy rodikliy vertes tarp genotipy grupiy, atsizvelgiant j sporto ir lyties
grupes, nustatyti VRSG skirtumai tarp skirtingus genotipus turiniy iStvermes grupés motery.
Didziausiu VRSG rodikliu pasizyméjo G/A genotipo iStvermes sportininkés, o maziausiu A/A

genotipo moterys (20 pav.).
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20 pav. Istvermg¢ lavinanciy sportininkiy VRSG rodiklio vertés tarp MB ¢.174G>A genotipy
grupiy. * — StatistiSkai reik§mingi VRSG rodiklio skirtumai tarp G/A ir A/A genotipo iStvermeés
sportininkiy, p=0,001, ~ — Statistiskai reikSmingi VRSG rodiklio skirtumai tarp G/G ir A/A
genotipy iStvermés sportininkiy, p=0,02

Toliau buvo atliekama daugialypés tiesinés regresijos analizé. Priklausomy kintamyjy (DPSJ,
KPSJ, VRSG, AARG, MDS) reik§méms prognozuoti buvo naudojami nepriklausomi kintamieji
(Tigis, svoris, raumeny masé, riebaly masé, lyties grupés, sporto Sakos specializacijos grupés, MB
.174G>A genotipy grupés). [vertinus daugialypés regresijos modeliy tinkamumo prielaidas (R ?
verte, lickamyjy paklaidy normaluma, homoskedastiSkumg), buvo nustatyta, kad galima sudaryti
daugialypés regresijos modelius VRSG, AARG ir MDS rodikliy analizei. Regresijos modelis
VRSG analizei parodé reikSminga MB c¢.174G>A heterozigotinio genotipo jtaka, nulemiant
aukstesn] VRSG rodiklj (p=0,049). Taip pat regresijos modelio analizé parodé sporto grupés
specializacijos jtakg didesniam VRSG: mix sporto grupés specializacija (p=0,038), greicio ir jégos
sporto specializacija (p=4,26 x 10 (R?=0,48). AARG analizei naudotas regresijos modelis
neparod¢ MB €.174G>A reikSmés Siam rodikliui, bet buvo nustatyta, kad didesnio tgio
sportininkai turéjo didesnius AARG jvercius (p=0,03). Taip pat pastebéta sporto specializacijos
jtaka nulemiant AARG (p=1,64 x 107) (R ?=0,39). Regresijos modelis, sukurtas analizuoti MDS,
neatskleidée MB ¢€.174G>A genotipy reikSmingumo prognozuojant didesnj aerobinj pajéguma
(MDS jvertj), taciau buvo pastebéta, kad didesnio Tigio sportininkai pasizyméjo didesniais rodiklio
jverciais (p=0,01). Taip pat pastebéta sporto $akos specializacijos jtaka MDS (p=1,85 x 1011) (R
=0,47).

Apibendrinant MB ¢.174G>A polimorfizmo tyrimo rezultatus, galima teigti, jog A alelis
susijgs su vyry greic¢io ir jégos savybémis. Genotipo-fenotipo analizé iStvermés sportininky
grup¢je parodé G/A ir G/G genotipy asociacija su VRSG rodikliu. Daugialypés regresijos modelio
pritaikymas analizuojant anaerobinio pajégumo rodikli (VRSG) parode, kad daugelis
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nepriklausomy kintamyjy (tigis, svoris, raumeny maseé, riebaly masé, lytis, sporto Sakos
specializacija) bendroje sportininky grup¢je uzmaskuoja tikrajj MB ¢.174G>A genotipy poveikj
Siam fenotipiniui rodikliui. Kontroliuojant §iy papildomy veiksniy jtaka VRSG rodikliui, buvo
nustatyta reikSminga G/A genotipo jtaka VRSG. Tod¢l galima teigti, kad G/A genotipas yra
asocijuotas su greicio ir jégos savybémis. Genotipy dazniy skirtumai tarp ly¢iy parodo lyciai

specifinés genotipo raiskos galimybe.

3.6. MSTN ¢.458A>G (rs1805086) polimorfizmo tyrimo rezultatai

Pagal MSTN ¢.458A>G polimorfizmg istirti 150 (90 vyry ir 60 motery) Lietuvos didelio
meistriSkumo sportininkai bei 149 (108 vyrai ir 41 moteris) profesionaliai nesportuojantys
Lietuvos populiacijos asmenys.

Remiantis H-V désniu, buvo jvertinti tiriamose grupése nustatyti MSTN ¢.458A>G genotipy
dazniai. Visose sportininky grupése genotipy dazniai neatitiko H-V pusiausvyros désnio. Bendroje
kontrolés grupéje ir vyry kontrolés grupéje genotipy dazniai atitiko H-V proporcijas, o motery
kontrolin¢ grupé H-V désnio neatitiko (15 lentelé).

Kadangi tik vienas asmuo turéjo MSTN €.458A>G polimorfizmo G/G genotipg ir tik du
asmenys buvo A/G genotipo, nebuvo galima vertinti genotipy ir aleliy dazniy skirtumy tarp grupiy.
Taip pat nebuvo tikslinga taikyti daugialype tiesing regresing analizg.

Atsizvelgiant | tyrimo metu nustatyta reta G alelio daznj, buvo nuspresta palyginti MSTN
€.458A>G polimorfizmo aleliy daznius tarp Lietuvos populiacijos ir pasaulio populiacijy. Analizei

buvo naudojami 1000 Genomy projekto duomenys patalpinti Ensembl duomeny bazéje (21 pav.).

IEEEY

Lietuvos  Pasaulio Europos Afrikos  Amerikos Ryty Piety
populiacija populiacija populiacija populiacija populiacija Azijos Azijos
populiacija populiacija

H A alelio daznis = G alelio daZnis

21 pav. MSTN ¢.458 A>G polimorfizmo aleliy dazniai bendroje Lietuvos populiacijoje ir
didziosiose pasaulio populiacijose (1000 Genomy projekto duomenys)
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Nustatyta, kad Lietuvos populiacija MSTN ¢.458A>G aleliy dazniu buvo panaSiausia j Ryty
Azijos ir Piety Azijos populiacijas, kuriose retojo G alelio daznis yra 0,1% (p=1,0). Kitos
populiacijos aleliy dazniais yra statistiSkai reik§mingai skirtingos: pasaulio populiacijoje G alelio
daznis — 7,1% (p=1,25 x 10°), Europos populiacijoje G alelis nustatomas 2,9% dazniu (p=0,02),
Amerikos populiacijoje retasis alelis turi daznj — 5,0% (p=0,0004). Afrikos populiacija retojo
alelio dazniu (21,9%) ypatingai skiriasi tiek nuo Lietuvos populiacijos (p=2,2 x 10°%9), tiek nuo

kity populiacijy (p<0,05).

15 lentelé. MSTN ¢.458A>G polimorfizmo aleliy ir genotipy dazniy tyrimo duomenys.

Aleliy —
MSTN ¢.458A>G genotipu daZniai >
dazniai (%) | - e )
Grupé | N = = =
z [AI[A] [AI[C] [CI[G] - z
[Al | [C] | = g | o
Oi Ei Oi Ei Oi Ei o
63 0 0
B | 63 | 1000 | 0,0 | 1,0 (100,0) 63,0 (0,0) 0,0 0,0) 0,0 - 1,0
| 33 0 0 i
V| 33| 1000 | 0,0 | 1,0 (100,0) 33,0 0,0) 0,0 0,0) 0,0 1,0
30 0 0
M| 30 | 1000 | 0,0 | 1,0 (100,0) 30,0 (0,0) 0,0 0,0) 0,0 - 1,0
62 2 1
B| 65| 969 3,1 | 0,03 (95.4) 61,1 3.1) 3,9 (1,5) 0,1 | 0,05 | 0,08
11 34 2 1
V| 37| 946 54 | 0,01 (91,9) 331 (5.4) 3,8 2.7) 0,1 0,08 0,05
28 0 0
M| 28 | 1000 | 0,0 | 1,0 (100,0) 28,0 0,0) 0,0 (0,0) 0,0 - 1,0
22 0 0
B| 22| 1000 | 0,0 | 1,0 (100,0) 22,0 (0,0) 0,0 0,0) 0,0 - 1,0
i 20 0 0 i
V| 20 | 1000 | 0,0 | 1,0 (100,0) 20,0 0,0) 0,0 (0,0) 0,0 1,0
2 0 0
M| 2 | 1000 | 0,0 | 1,0 (100,0) 2,0 (0,0) 0,0 0,0) 0,0 - 1,0
147 2 1
B | 150 | 98,7 1,3 | 0,37 (98.0) 146,0 (1.3) 3,9 0.7) 00 | 0,02 | 10
S 87 2 1
V|90 | 978 2,2 | 0,18 (96.7) 86,0 2.2) 3,9 (1.1) 00 | 0,03 | 0,41
60 0 0
M| 60 | 1000 | 0,0 | 1,0 (100,0) 60,0 0,0) 0,0 (0,0) 0,0 - 1,0
148 1 0
B | 149 | 99,7 0,3 (99.3) 148,0 ©0.7) 1,0 0,0) 0,0 | 1,00
K 107 1 0
V | 108 | 99,5 0,5 (99,1) 107,0 0,9) 1,0 (0,0) 0,0 | 1,00
41 0 0
M| 41 | 1000 | 0,0 (100,0) 41,0 (0,0) 0,0 0,0) 0,0 -
I — iStvermés sporto grupé; Il — greiio ir jégos sporto grupé; 111 — mix sporto grupé; S — visy sportininky

grupé; K — kontroliné grupé; B — bendra grupé (vyrai ir moterys); V — vyry grupé; M — motery grupé¢; O; —
nustatyti genotipy dazniai; E; — teoriSkai tikétini genotipy daZniai (skaiiuojami remiantis Hardzio-
Vainbergo désniu).
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Nors turint tokias mazas A/G ir G/G genotipy grupes netikslinga statistiSkai vertinti genotipy
ir fenotipiniy rodikliy sgsajy, ta¢iau idomumo délei buvo palygintos fenotipiniy rodikliy reikSmés
tarp MSTN ¢.458A>G genotipy grupiy (zr. 5 priedas).

Kadangi MSTN ¢.458A>G polimorfizmo A/G ir G/G genotipg turintys sportininkai priklausé
greicio ir jégos sporto vyry grupei, buvo vertinama tik §i grupé. Nustatyta, kad i§ visy genotipy,
A/G genotipo asmenys turé¢jo didziausig DPSJ rodiklj (A/A — 68,5£17,3 kg, A/G — 70,0+2,0 kg,
G/G — 68,0 kg) ir didziausig AARG rodiklj (A/A — 1252,0+259,8 W, A/G — 1474,0£214,0 W, G/G
—1359,0 W), o G/G genotipg turintis sportininkas pasizyméjo itin aukStu MDS jverc¢iu (A/A —
66,2+3,9 ml/kg/min, A/G — 65,1+1,3 ml/kg/min, G/G — 72,0 ml/kg/min). Tuo tarpu A/A genotipo
sportininkai pasizyméjo didesniais KPSJ (A/A —66,0+14,8 kg, A/G — 65,0+3,0 kg, G/G — 64,0 kg)
ir VRSG (A/A —2377,1+£390,6 W, A/G — 2238,0+328,1 W, G/G — 2195,0 W) rodikliais.

Apibendrinant rezultatus, MSTN ¢.458A>G polimorfizmo tyrimo galimybés buvo apribotos.
Mazas G alelio daznis tiek esamoje tyrimo dalyviy imtyje, tiek viso pasaulio mastu, apsunkina Sio
genetinio zymens tyrimo galimybes, juolab kad auksto meistriSkumo sportininkai néra gausi
zmoniy grupé. Tacdiau genotipo-fenotipo analizé atskleidé didelj Sio genetinio zymens potenciala
biiti reikSmingu aerobinj ir anaerobinj raumeny darbinguma nulemianciu veiksniu. Todél
reikalingi papildomi Sio genetinio Zymens tyrimai, kurie turéty biti vykdomi populiacijose,

turinciose didesnj MSTN ¢.458 A>G polimorfizmo retojo G alelio daznj.

3.7. MPRIP ¢.219+14693G>A (rs6502557) polimorfizmo tyrimo rezultatai

Darbo metu, pagal MPRIP ¢.219+14693G>A polimorfizmg, buvo genotipuota 150 (90 vyry,
60 motery) Lietuvos didelio meistriSkumo sportininky ir 257 (191 vyras ir 66 moterys) kontrolinés
nesportuojanciy Lietuvos populiacijos asmeny DNR méginiy. Genotipavimo duomenys pateikti
16 lenteléje.

Analizei sportininky grupé buvo suskirstyta pagal sporto Sakos specializacijg ir, kartu su
kontroline grupe, pagal lytj. Panaudojant H-V désnj, tiriamose grupése buvo statistiskai jvertinti
genotipy dazniai. Nustatyta, kad visose grupése genotipy dazniai atitiko H-V proporcijas.

Darbo metu buvo jvertintas MPRIP ¢.219+14693G>A polimorfizmo aleliy dazniy panasumas
tarp Lietuvos populiacijos ir didziyjy pasaulio populiacijy. Tai buvo atliekama naudojantis
Ensembl duomeny bazéje esancia 1000 genomy projekto informacija (22 pav.). Kaip matome i$
diagramos, Lietuvos populiacijoje MPRIP ¢.219+14693G>A retojo A alelio daznis (15,2%) yra
itin artimas pasaulio populiacijai (14,6%) ir Amerikos populiacijai (13,8%). Taip pat A alelio
dazniu Lietuvos populiacija panasi j Europos populiacija (18,9%) ir Afrikos populiacija (18,0%).

Reiksmingai aleliy dazniu nuo Lietuvos populiacijos skiriasi Ryty Azijos populiacija (p=0,01) ir
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Piety Azijos populiacija (p=0,03). A alelio daznis Siose populiacijose atitinkamai yra 9,9% ir

FETTEIT

Lietuvos Pasaulio Europos Afrikos  Amerikos  Ryty Azijos Piety
populiacija populiacija populiacija populiacija populiacija  populiacija ~ Azijos
populiacija
u G alelio daznis ® A alelio daZnis

22 pav. MPRIP ¢.219+14693G>A polimorfizmo aleliy dazniai bendroje Lietuvos populiacijoje
ir didziosiose pasaulio populiacijose (1000 Genomy projekto duomenys)

Atvejo-kontrolés analizés metu, lyginant bendros sportininky grupés ir kontrolinés grupés
genotipy ir aleliy daznius, nustatytas reikSmingas MPRIP ¢.219+14693G>A genotipy dazniy
skirtumas. Bendroje sportininky grupéje buvo nustatytas mazesnis G/G genotipo ir didesni G/A ir
A/A genotipy dazniai (bendra sportininky grupé: G/G — 60,0%, G/A — 35,3%, AIA — 4,7%;
kontroliné grupé: G/G — 71,6%, G/A — 26,5%, A/A — 1,9%, p=0,03). Palyginus aleliy daznius tarp
visy sportininky grupés ir kontrolinés grupés, nustatyti reikSmingi skirtumai. Sportininky grupéje
buvo nustatomas didesnis A alelio daznis (bendra sportininky grupe: G — 77,7%, A — 22,3%j;
kontroliné grupé: G — 84,8%, A — 15,2%, p=0,01). Atlikus MPRIP ¢.219+14693G>A genotipy ir
aleliy dazniy analize atskirose sporto grupése, buvo nustatytas reikSmingas aleliy dazniy skirtumas
tarp iStvermés grupés sportininky ir kontrolinés grupés. IStvermés grupés sportininkai turéjo
didesnj A alelio daznj (G — 77,0%, A — 23,0%, p=0,03) lyginant su kontroline grupe. I$analizavus
sporto grupes atsizvelgiant i sportininky lyti, buvo nustatyti reikSmingi genotipy ir aleliy dazniy
skirtumai tarp mix grupés sportininkiy ir kontrolinés grupés motery. Tac¢iau mix sporto grupéje
buvo tik 2 moterys, todél skirtumai nebuvo laikomi patikimais ir neturéty buti interpretuojami.
Bendroje ir sporto grupése palyginus MPRIP ¢.219+14693G>A genotipy ir aleliy daZnius tarp
vyry ir motery, nebuvo nustatyta reikSmingy skirtumy (16 lentele).
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16 lentelé. MPRIP ¢.219+14693G>A polimorfizmo aleliy ir genotipy dazniy tyrimo duomenys

Aleliy MPRIP ¢.219+14693G>A genotipy

dazniai (%) | 8 daZniai ; gD
Grupe | N ? [ cle] GIAl | AIAl | £ | §
1| Al | & s | &
Oi Ei Oi Ei Oi Ei o
B| 63 | 77,0 230 | 0,03 (5:??1) 37,3 (32?7) 223 (3?2) 33 | 049 | 007
| |v|33]|758| 2420010 (512,35) 189 | 412f15) 12,1 (3?0) 19 | 064 | 0,19
M| 30 | 783 | 21,7 | 0,12 (6%)?0) 18,4 (3%;7) 10,2 (3%3) 14 | 1,00 | 015
B| 65 | 792|208 012 (6‘51) 408 (322?3) 214 | 4‘?’6) 28 | 1,00 | 0,20
| v | 37| 770 230 | 0,14 (622?2) 22,0 (237) 131 (8?1) 20 | 035 | 0,08
M| 28 | 82,1 | 17,9 | 0,37 (efs) 18,9 (315?7) 8,20 (0?0) 09 | 055 | 019
B| 22| 750 250 | 0,09 (55’1) 124 (317’8) 8,30 (9?1) 14 | 057 | 0,09
I\ v | 20 | 80,0 | 20,0 | 0,51 (6?0) 12,8 (38’0) 6,40 (5?0) 08 | 1,00 | 0,40
M| 2 | 250 | 750 | 001 (0?0) 0,10 (5&0) 0,80 (501,0) 11 | 1,00 | 0,03
B |150 | 77,7 | 223 | 0,01 (6%?0) 90,5 (3%?3) 520 | 477) 75 | 082 | 0,03
S |v| o9 | 772228005 (6%‘,‘0) 53,7 (3%4) 31,7 (5‘?6) 47 | 077 | 0,09
M| 60 | 783 | 21,7 | 0,06 (6%?0) 36,8 (326?7) 20,4 (3?3) 28 | 072 | 008
B | 257 | 848 | 152 (71?%) 184,9 (2%?5) 66,2 (1?9) 59 | 0,66
K |v| 191|840 | 160 (ég,%) 1349 (2%?8) 51,3 (1?6) 49 | 042
M| 66 | 87,1 | 12,9 (;;%3) 50,1 (157) 14,8 (3?0) 11 | 0,28
| —iStvermés sporto grupé; Il — greicio ir jégos sporto grupé; 111 — mix sporto grupé; S — visy sportininky

grupé; K — kontroliné grupé; B — bendra grupé (vyrai ir moterys); V — vyry grupé; M — motery grupé; O; —
nustatyti genotipy dazniai; E; — teoriSkai tikétini genotipy daZniai (skaiiuojami remiantis Hardzio-
Vainbergo désniu).

Tolesniame tyrimo etape buvo atlikta genotipo-fenotipo asociacijos analizé. Atliekant
genotipo-fenotipo asociacijos analize, fenotipiniy rodikliy vertés tarp genotipy grupiy buvo
lyginamos atsizvelgiant j sporto ir lyties grupes (Zr. 6 priedas). Nustatyta, kad fenotipiniai rodikliai
bendroje sportininky grupéje tarp skirtingy MPRIP polimorfizmo genotipy statistiSkai reikSmingai
nesiskyré. Taciau iSanalizavus bendros sporto grupés vyry ir motery fenotipinius rodiklius,
nustatyti reikSmingi skirtumai vyry grupéje, kuomet G/A genotipo sportininkai tur¢jo didZiausia

MDS jvertj, o A/A genotipo sportininkai turéjo maziausig MDS rodiklio verte (23 pav.).
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61,73 ,3*

-

AR

23 pav. Vyry sportininky MDS rodiklio vertés tarp MPRIP ¢.219+14693G>A genotipy grupiy. *
— StatistiSkai reikSmingi MDS rodiklio skirtumai tarp G/A ir A/A genotipy sportininky, p=0,004

Palyginus fenotipinius rodiklius tarp MPRIP polimorfizmo genotipy pagal sporto S$akos

specializacija suskirstytose sportininky grupése, nenustatyta reikSmingy skirtumy. Atlikus

fenotipiniy rodikliy palyginima tarp MPRIP polimorfizmo genotipy pagal lyt] i$skirstytose sporto

Sakos specializacijos grupése, nustatyti reikSmingi VRSG skirtumai tarp grei¢io ir jégos sporto

Sakos grupés vyry. Didziausiu VRSG pasizyméjo G/A genotipg turintys sportininkai, o maziausiu

AJA genotipo sportininkai (24 pav.).
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2386,1+321,8* 2477,3+348,0"

Gle ciA

MPRIP c.219+14693G>A polimorfizmo genotipy grupés

1786,7+532,1%A

AR

24 pav. Greitj ir jéga lavinanc¢iy vyry sportininky VRSG rodiklio vertés tarp MPRIP
¢.219+14693G>A polimorfizmo genotipy grupiy. * — StatistiSkai reikSmingi VRSG rodiklio
skirtumai tarp G/G ir A/A genotipy sportininky, p=0,02. ~ — Statistiskai reikSmingi VRSG

rodiklio skirtumai tarp G/A ir A/A genotipy sportininky, p=0,01
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Taip pat nustatyti statistiskai patikimi MDS rodiklio skirtumai tarp greicio ir jégos sporto Saky
grupés vyry, kuomet G/A genotipo vyrai turé¢jo zymiai didesnj MDS nei A/A genotipo (25 pav.).
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25 pav. Greicio ir jegos sporto grupés vyry MDS rodiklio vertés tarp MPRIP ¢.219+14693G>A
genotipy grupiy. * — Statistiskai reik§mingi MDS rodiklio skirtumai tarp G/A ir A/A genotipy
sportininky, p=0,03

Tiriant MPRIP ¢.219+14693G>A polimorfizma, buvo naudota daugialypé tiesiné regresiné
analizé. Priklausomy kintamyjy (DPSJ, KPSJ, VRSG, AARG, MDS) reikSméms prognozuoti
buvo naudojami nepriklausomi kintamieji (Tigis, svoris, raumeny mas¢, riebaly masé, lyties grupés,
sporto Sakos specializacijos grupés, MPRIP ¢.219+14693G>A genotipai). Pradiniame regresijos
modeliy analizés etape buvo jvertintos modeliy tinkamumo prielaidos (R?* verté, lieckamyjy
paklaidy normalumas, homoskedastiskumas). Nustatyta, kad visas prielaidas atitiko daugialypés
regresijos modeliai, skirti VRSG ir MDS rodiklio analizei. VRSG analizei skirtas modelis parodé
reikSmingg MPRIP ¢.219+14693G>A genotipy jtaka, kuomet G/A genotipas (p=0,04) ir G/G
genotipas (p=0,04) buvo susij¢ su didesniu VRSG rodikliu. Taip pat, analizuojant $j regresijos
modelj, buvo nustatyta reik§mingai neigiama riebaly masés jtaka VRSG (p=0,03) ir sporto
specializacijos jtaka (p=2,41 x 10) (R?2=0,48). MDS tyrimui sukurtas regresijos modelis
neparodé reik§mingos MPRIP polimorfizmo genotipy jtakos Siam rodikliui, taciau parode¢, kad
aukstesni sportininkai turéjo didesnj MDS (p=0,01) bei parodé sporto specializacijos jtaka (p=4,8
x 101?) (R2=0,48).

Tyrimo rezultatai rodo, kad MPRIP ¢.219+14693G>A polimorfizmo A alelis susijes su
iStvermes savybémis, nes A alelis sutinkamas reik§mingai dazniau i§tvermés sportininky grupéje
nei kontrolinéje nesportuojanciy asmeny grupéje. Tyrimo metu nustatyta, kad G/A ir G/G genotipy

sportininkai pasiekia geresnius raumeny pajégumo rodiklius atliekant anaerobinio pobiidzio fizinj
darba.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Fizinj pajéguma tam tikroje sporto Sakoje nusakancios organizmo savybés gali buti
iSmatuojamos tradiciniais pajégumo tyrimais, tokiais kaip MDS, vertikalaus Suolio testai,
dinanometriniai matavimai. Taip pat galima nustatyti genus ir jy variantus, kurie, kaip manoma,
susije su zmogaus fizinio pajégumo savybémis. Tai jrodo faktas, kad skirtumai tarp zmoniy DNR
seky lemia didele su sportu susijusiy fenotipiniy poZzymiy variacijos dalj. Sia priklausomybe
patvirtina Bouchard ir kity mosklininky 1998 ir 1999 metais atlikti tyrimai, kuriy metu nustatytas
aerobinio pajégumo rodiklio MDS paveldimumas sieké ~50%, o MDS lavéjimo potencialo
paveldimumas jvertintas 47% [91]. Tuo tarpu jvairiems anaerobinés galios fenotipams,
paveldimumas varijuoja 14-83% [92]. Supratimas, kad zmogaus fenotiping jvairove nulemia ne
tik aplinkos, bet ir genetiniai veiksniai, paskatino mokslininkus tirti genus ir jy variantus, kurie
turi potencialy poveikj baltymams, fermentams, medziagy apykaitos keliams ar kitiems
lasteliniams procesams, susijusiems su fizinio pajégumo fenotipais [39].

Raumeny darbingumas ir prisitaikymas prie jvairaus pobtdzio fiziniy kriiviy yra vienas i$
svarbiausiy sportininko fizinj pajéguma salygojanciy veiksniy. Raumeny adaptacinés savybés
priklauso nuo raumeniniy skaiduly savybiy, kraujotakos sistemos efektyvumo, energijos gamyboje
ir homeostazéje dalyvaujanciy fermenty aktyvumo. Atsizvelgiant | tai, darbo metu analizei buvo
pasirinkti vieni i$ potencialiausiy raumeny funkcionalumg jtakojanciy genetiniy Zymeny — CKM
(kreatinkinazés raumeny subvieneto) geno polimorfizmas (c.*800A>G, rs8111989), AMPD1
(raumenims specifinés adenozino monofosfato deaminazés) geno polimorfizmas (€.133C>T,
rs17602729), MB (mioglobino) geno polimorfizmas (¢c.174G>A, rs7293), MSTN (miostatino) geno
polimorfizmas (¢c.458A>G, rs1805086) ir MPRIP (miozino fosfatazés—Rho sujungiancio baltymo)
geno polimorfizmas (c.219+14693G>A, rs6502557).

4.1. Lietuvos sportininky fenotipiniu rodikliu analizés rezultaty aptarimas

Savita jvairiy sporto Saky varZybiné veikla reikalauja i§ sportininko tam tikry specifiniy
ypatybiy, kurios gali buti genetiSkai nulemtos arba iSugdytos treniruoc¢iy metu. Pasaulio
mokslininkai placiai tyrin¢ja jvairiy gebéjimy lygmenj, kraujotakos ir kvépavimo sistemy
pajéguma, psichinius procesus. ISrySkinamos sportininky savitos ypatybés, kurios yra labai
reikalingos siekiant puikiy konkregios sporto $akos ar rungties sportiniy rezultaty [93]. Siame
tyrime pateikiami Lietuvos auk$to meistriSkumo sportininky fizinio pajégumo tyrimy rodikliai
(VRSG, AARG, abiejy plastaky suspaudimo jéga, MDS) bei antropometriniai iSmatavimai. VRSG
ir AARG yra anaerobinio pajégumo rodikliai, atspindintys raumeny sprogstamaja galig, kuomet
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didelés energijos molekulés, tokios kaip ATF ir kreatinfosfatas, panaudojamos trumpam
maksimalaus galingumo darbui. Plastaky suspaudimo jéga yra kitas anaerobinés galios jvertinimo
rodiklis, kuris apibiidina virSutinés kiino dalies raumeny stiprumg [94]. Tuo tarpu MDS
naudojamas Kkaip sportininky aerobinio pajégumo matas [16]. Manoma, kad Zmogaus fizinio
pajégumo fenotipai pasireiskia antagonistiS$kai, t.y., specializuojantis kokioje nors veikloje,
nukencia gebéjimai kitose veiklose [95].

Misy tyrimo metu pastebéta, kad KMI, DPSJ, KPSJ, raumeny masés, VRSG, AARG vertés
buvo statistiSkai reik§mingai didesnés tarp greitj ir jéga lavinanc¢iy sportininky, nei tarp iStvermés
sporto atstovy, kuriy MDS vertés buvo didesnés. Fenotipiniy rodikliy skirtumai tarp Siy
sportininky grupiy atspindi Van Damme ir kity 2002 metais publikuoto tyrimo rezultatus, kuriais
buvo parodyta, kad sprogstamoji raumeny jéga, reikalinga trumpo ir intensyvaus darbo metu,
neigiamai Kkoreliuoja su istvermés savybémis [96]. Tuo tarpu, kaip ir tikétasi, mix grupés
sportininkai pagal fenotipiniy rodikliy vertes uzémé tarping padéti, kadangi jiems biidingos ir
anaerobinio, ir aerobinio pajégumo savybés. Taip pat zinoma, kad egzistuoja fenotipiniy rodikliy
skirtumai tarp ly¢iy [97]. Tai buvo patvirtinta ir misy tyrime, kuomet vyrai pasizyméjo
reikSmingai didesniu Tigiu, svoriu, KMI, abiejy plastaky suspaudimo jéga, raumeny mase, AARG
ir MDS. Sporto genetikai mano, kad raumeny galingumui genetiniai veiksniai turi daugiau jtakos
nei iStvermés savybéms. Taip pat, nors néra aisku kodél, bet vyriskos lyties asmeny raumeny jégai

genai turi didesn¢ jtaka nei motery atveju [92].

4.2. CKM geno ¢.*800A>G (rs8111989) polimorfizmo tyrimo rezultaty aptarimas

Didelio intensyvumo fizinio kriivio metu raumenyse ATF poreikis gali iSaugti 1000 karty.
Tam, kad raumeny darbingumas buty palaikomas, ATF regeneracijos greitis turi padidéti ir
kompensuotj §j energijos poreikj. Siam tikslui organizme naudojamos trys energetinés sistemos:
fosfageno, glikolitiné ir oksidacinio fosforilinimo. Sios sistemos skiriasi naudojamais substratais,
produktais, ATF regeneracijos greiCiu ir ypatumais. Fosfageno sistema susideda i$ trijy cheminiy
reakcijy: kreatinkinazés, adenilato kinazés ir AMF deaminazés fermenty vykdomy reakcijy [98].
Nustatyta, kad didelio intensyvumo fizin¢je veikloje svarbiausias vaidmuo ATF resintezeje tenka
kreatinkinazei, kuri atstato energijos atsargas skaldydama didelés energijos junginj kreatinfosfatg
[99]. Dél svarbaus vaidmens uztikrinant energetinj balansg raumeny lgstelése, raumenims
specifin¢ kreatinkinazés izoforma tapo fizinio pajégumo tyrimy taikiniu. ISsamis peliy modeliy
tyrimai parodé, kad uz raumeny kreatinkinazés izoformos gamybg atsakingo geno CKM raiskos
dydis reikSmingai jtakoja raumeny savybes [39]. Todél visi veiksniai, galintys paveikti $io geno

raiSka, gali turéti svarbig jtaka sportininko fenotipinéms savybéms. Vienas i§ tokiy veiksniy yra
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vieno nukleotido pakaita CKM geno 3' netransliuojamoje srityje (c.*800A>G, rs8111989).
Manoma, kad ji gali lemti iRNR nestabiluma, keisti CKM raiskos lygj ir dél to turéti jtaka Zzmogaus
fizinio pajégumo fenotipui.

Visuotinai pritariama, kad tikslingiausia genetinius zymenis tirti aukSto meistriSkumo
sportininky grupése, kadangi Sie individai turi labiausiai iSreikStas fizinio pajégumo savybes,
kurios taikliai atsispindi jy genetinéje struktiiroje. Siuo atzvilgiu misy tyrimas turi didele svarba,
kadangi jame buvo tiriami Lietuvos jvairiy sporto Saky didelio meistriSkumo sportininkai. Tyrimo
metu CKM ¢.*800A>G polimorfizmo atzvilgiu istirta 150 Lietuvos didelio meistriSkumo
sportininky ir 149 profesionaliai nesportuojantys Lietuvos populiacijos asmenys. Tyrimo
duomenimis, tiek sportininky, tiek kontrolinéje grupése, CKM ¢.*800A>G polimorfizmo genotipy
dazniai buvo pasiskirstg pagal H-V désnj. ISskyrus greicio ir jégos sporto motery grupg (p=0,02),
kurioje buvo ypatingai paplites A/A genotipas. Manome, jog nukrypimas nuo H-V pusiausvyros
Sioje grupéje yra salygotas sunkaus didelio meistriSkumo sportininky treniruoCiy ir varzyby
rezimo, kuomet sporte iSlicka ir auksta meistriSkumg pasiekia tik geriausias fizines savybes
turintys asmenys. Tyrime nustatyta, kad bendroje sportininky ir kontrolinéje grupése genotipy ir
aleliy dazniai reikSmingai nesiskyré, nors tarp sportininky buvo daZznesnis A alelis, atitinkamai
63,0% ir 57,0%. Tai nulémé didesnis A/A ir mazesnis A/G bei G/G genotipy daznis sportininky
tarpe (sportininky grupé: A/A — 40,7%, AIG — 44,7%, GIG — 14,6%; kontroliné grupé: A/A —
30,2%, A/G —53,7%, G/G — 16,1%). Sie rezultatai sutampa su Kang ir kity 2003 metais publikuoto
tyrimo rezultatais, kuriame c.*800A>G polimorfizmo genotipy ir aleliy dazniai reikSmingai
nesiskyré tarp elitiniy sportininky grupés ir nesportuojanciy asmeny grupés [100]. Tiriant
sportininkus pagal lyties grupes ir sporto Sakos specifika, reikSmingi skirtumai tarp sportininky ir
kontrolinés grupés buvo pastebéti tik greidio ir jégos motery grupéje. Siai grupei buvo budingas
Zymiai didesnis A/A genotipo ir Zymiai mazZesni A/G ir G/G genotipy dazniai nei kontrolinei
motery grupei (greicio ir jégos grupés sportininkés: A/A — 50,0%, A/G — 25,0%, G/G — 25,0%;
kontrolinés grupés moterys: A/A — 29,3%, A/G — 58,5%, G/G — 12,2%, p=0,02). Kadangi tarp
1Stvermes sportininky ir kontrolinés grupés asmeny nebuvo nustatyta reikSmingy genotipy ar aleliy
dazniy skirtumy, misy tyrimo rezultatai yra panasas j Rivera ir kity (1997) [101], Lucia ir Kity
(2005) [102], Martinez ir kity (2009) [103], Eider ir kity (2015) [104] atlikty tyrimy rezultatus,
kurie taip pat neparodé genotipy ar aleliy dazniy skirtumy tarp profesionaliy iStvermeés sporto
atstovy ir kontrolinés grupés asmeny. Taciau skiriasi nuo Fedotovskaya ir kity 2012 metais
publikuoto tyrimo rezultaty, kuriuose A/A genotipas ir A alelis buvo Zymiai daznesni iStvermg
treniruojanciy sportininky grupéje nei kontrolingje grupéje. Tame paciame tyrime mokslininké
nustaté, kad G alelis buvo zZymiai daznesnis sunkiaatleciy tarpe nei kontrolingje grupéje [40].

Fedotovskaya ir kiti 2013 metais publikuotame tyrime nustaté, kad miSriy (aerobiniy ir
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anaerobiniy) savybiy reikalaujanc¢io sporto atstovy grupéje G alelis buvo reik§mingai daZnesnis
nei kontrolingje grupéje [105]. Misy tyrimo metu nustatytas didesnis A alelio daznis tarp greicio
ir jégos grupés sportininkiy nei kontrolinés grupés motery, priestarauja iy tyrimy rezultatams.
Taip pat miisy tyrimo metu nustatyti dideli genotipy dazniy skirtumai tarp greicio ir j€gos sporto
grupés vyry ir motery (greicio ir jégos vyry grupé: A/A — 37,8%, AIG — 54,1%, G/G — 8,1%;
greiCio ir jégos motery grupé: A/A — 50,0%, A/G — 25,0, G/G — 25,0%, p=0,035). Tai parodo
galimg skirtingg CKM ¢.*800A>G polimorfizmo genotipy jtaka vyry ir motery grei¢io ir jégos
savybémes.

Genotipo-fenotipo asociacijos analizés metu buvo nustatytas reikSmingas greitj ir jéga
lavinanc¢iy sportinky VRSG rodiklio skirtumas tarp CKM ¢.*800A>G genotipy grupiy, kuomet
bent vieno A alelio turéjimas genotipe buvo susij¢s su Zymiai didesniu rodiklio jver¢iu. Rezultatai
atskleid¢, kad bendroje vyry ir motery greicio ir jégos sportininky grupéje didZiausia VRSG
nulémeé A/G genotipas, o vyry greicio ir jégos sportininky grup¢je didziausia VRSG turéjo A/A
genotipo vyrai. Sie rezultatai panasiis j Sprouse ir kity 2015 metais publikuoto tyrimo rezultatus,
kuriuose A/A genotipo juiry péstininkai fizinio parengtumo pratyby metu pasizymeéjo didesniais
jégos jverciais nei kitus genotipus turintys kareiviai [106]. Misy tyrimo metu nebuvo nustatyta
aerobinio pajégumo rodiklio MDS priklausomybé nuo CKM ¢.*800A>G genotipy grupiy. Tai
priestarauja Fedotovskaya ir kity 2012 metais publikuoto tyrimo rezultatams, kuriuose aprasoma,
kad A/A genotipo iStvermés sportininkai pasizyméjo reikSmingai didesniais MDS jverciais nei
AJG ir G/G genotipo sportininkai [40]. Taip pat miisy tyrimo rezultatai priestarauja Rivera ir kity
atlikty tyrimy rezultatams, kuriuose buvo nustatyta, kad A alelis turi svarbig jtakg MDS rodikliui
[41]. Tyrime, pritaikius daugialype tiesing regresing analizg, buvo nustatyta, kad VRSG jver¢iui
teigiamos jtakos turi A/G (p=0,004) ir A/A (p=0,017) genotipai. Taip pat nustatyta svarbi sporto
specializacijos jtaka (R?=0,49). PaaiSkéjo, kad kuo didesné sportininko raumeny masé, tuo
didesnis DPSJ rodiklis (p=0,028) bei nustatyta reikSminga lyties (p=0,014) ir sporto Sakos
specializacijos jtaka Siam rodikliui (p=0,01) (R?*=0,38). Analizé¢ parodé, kad kuo vyresnio
amziaus sportininkas, tuo didesnis jo AARG rodiklis (p=0,04). Taip pat nustatyta, kad sporto Sakos
specializacija daro didele jtaka AARG rodikliui (p=2.43 x 107) (R?=0,39). MDS regresijos
modelis parodé, kad didesnis sportininko Tigis lemia didesnj MDS rodiklio jvertj (p=0,03) ir, kad
priklausymas i$tvermés sporto grupei (p=5,95 x 101?) ir mix sporto grupei (p=0,004) susijes su
aukstesniu MDS rodikliu (R ?= 0,48).

Remiantis didesniu A alelio dazniu sportininky (ypatingai greicio ir jégos sporto atstovy)
grupéje bei genotipo-fenotipo asociacijos tyrimo ir daugialypés tiesinés regresinés analizés
rezultatais galime teigti, kad A alelis Lietuvos auk$to meistriSkumo sportininky tarpe yra

asocijuotas su greicio ir jégos savybémis, o aerobiniam pajégumui jtakos neturi. Literatiiros
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Saltiniuose yra daug prieStaringus rezultatus pateikianciy tyrimy. Tai gali biti dél to, kad
c.*800A>G VNP yra jvykes 3' netransliuojamoje CKM geno srityje. Manoma, kad Sis
polimorfizmas gali lemti iRNR lastelinio signalo poky¢ius. Dél nestabilios iRNR gali pakisti CKM
raiSkos lygis. Taciau §is procesas néra iki galo iStyrinétas ir neatmetama galimybe, kad skirtingose
pasaulio populiacijose, dél skirtingy populiacijy haplotipiniy struktiiry, procesas gali pasireiksti
skirtingai ir turéti skirtingg poveikj skirtingy populiacijy sportininkams.

Misy tyrimo duomenimis, Lietuvos populiacijoje retojo G alelio daznis (41,3%) yra panasus j
Piety Azijos populiacijoje nustatyta G alelio daznj — 38,4%. Tuo tarpu kitos pasaulio populiacijos
G alelio dazniu yra ganétinai skirtingos: viso pasaulio populiacija (34,0%), Europos populiacija
(30,0%), Amerikos populiacija (21,3%), Ryty Azijos populiacija (18,2%), Afrikos populiacija
(52,6%). Tikétina, kad polimorfizmy aleliy dazniy skirtumai tarp populiacijy yra nulemti
Kryptingos atrankos, kuomet jvairlis demografiniai ir gamtos nulemti veiksniai suformuoja
geriausiai gyvenamoje aplinkoje prisitaikiusius individus. Populiacijos reprodukcijos lygis, jos
genetiné jvairove ir fiziniai aplinkos veiksniai formuoja §io kitimo pagrindg. Viena i§ kitimo
priezasciy gali buti specifinis kiino raumeny poreikis prisitaikyti prie aplinkos salygy, sustipréti ar
iSlavinti naujus funkcinius gebéjimus. Tokiu atveju populiacijos geny fonde iSgryninami tie
genetiniai variantai, kurie padeda raumenims efektyviau dirbti. Siuo atveju galime teigti, jog
didelis CKM ¢.*800A>G laukinio tipo A alelio daznis Amerikos ir Ryty Azijos populiacijose turi
didele jtaka Siy populiacijy atstovy raumeny darbingumui ir gali padéti paaiskinti $iy populiacijy
sportininky pasiekiamus rezultatus. Taciau vertinant sportininky genetinj potencialg, reikia
neuzmirsti, kad fizinis pajégumas yra daugiaveiksné savyb¢, apsprendziama aplinkos veiksniy ir
daugelio geny, bei jy tarpusavio sgveikos. Todé¢l norint i§samiai jvertinti genetinj polinkj auksty

sportiniy rezultaty siekimui, reikia iStirti ir jvertinti daugelio genetiniy Zymeny suminj poveik].

4.3. AMPD1 geno ¢.133C>T (rs17602729) polimorfizmo tyrimo rezultaty aptarimas

AMPD1 genas koduoja fermenta mioadenilato deaminazg, kuri yra svarbus energijos
pusiausvyros raumenyse reguliatorius. Mioadenilato deaminazé intensyvaus fizinio darbo metu
susidariusj AMF ver€ia ; IMF ir amoniako molekule. D¢l Sio virsmo miokinazés reakcija
pakreipiama ATF gamybos link. Zinoma, jog VNP (rs17602729, ¢.133C>T, p.GIn45Ter) AMPD1
gene sukuria prieslaikinj baigmés kodong ir lemia nefunkcionalaus sutrumpéjusio baltymo sinteze.
Homozigotinio, pagal Sio polimorfizmo T alelj, genotipo asmenys turi mioadenilato deaminazés
stokg, o heterozigotinio genotipo — tarpinj fermento aktyvumg [45]. Mioadenilato deaminazés
stoka yra dazna fizinio kriivio sukeliamo raumeny silpnumo ir dazniausia metabolinés miopatijos

priezastis [37]. Mioadenilato deaminazé vyrauja visose griau¢iy raumeny skaidulose, bet labiausiai
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iSreiSkiama greitai susitraukianciose (2 tipo) raumeny skaidulose. Todél labiausiai tikétina, kad
fermento stoka pagrinde paveikia trumpa, maksimalios galios reikalaujantj fizinj darba. Taciau
nustatyta, kad ilgalaikio iStvermés reikalajauncio darbo vélesniuose etapuose, iStvermes
sportininky raumenyse senkant pagrindiniams energijos Saltiniams (angliavandeniams ir tt.),
lastelése padidéja ADF koncentracija ir stimuliuojama miokinazés reakcija. Todél susikaupia
AMEF, kuris turi biiti deamininamas mioadenilato deaminazés [46]. Taigi, AMPD1 ¢.133C>T
polimorfizmas turi potencialg jtakoti ir iStvermés, ir jégos bei grei€io savybes.

Misy tyrimo metu pagal AMPD1 c.133C>T polimorfizma istirta 150 Lietuvos didelio
meistriSkumo sportininky ir 150 profesionaliai nesportuojanciy Lietuvos populiacijos asmeny.
Buvo nustatyta, kad visose tirtose grupése polimorfizmo genotipy dazniai buvo pasiskirste¢ pagal
H-V pusiausvyra. Bendra sportininky grupé genotipy ir aleliy dazniais reikSmingai nesiskyré nuo
kontrolinés grupés. Bendroje sportininky populiacijoje buvo nustatomas mazesnis retojo T alelio
daznis nei kontrolinéje grupéje, atitinkamai 11,3% ir 14,0%. Pastebéta, kad sportininky grupéje
buvo daugiau homozigotiniy pagal laukinio tipo C alelj, maziau heterozigotiniy ir maziau
homozigotiniy pagal retgjj T alelj asmeny (sportininky grupé: C/C — 79,3%, C/T — 18,7%, T/T —
2,0%; kontroliné grupé: C/C —74,7%, CIT —22,7%, TIT —2,6%). Tolesné atvejo-kontrolés analizé
ir sporto grupiy tarpusavio palyginimas irgi neparodé reikSmingy genotipy ar aleliy dazniy
skirtumy tarp tiriamyjy grupiy. Meckel ir kiti 2012 metais publikuotame tyrime taip pat nenustaté
reikSmingy AMPD1 ¢.133C>T polimorfizmo genotipy ir aleliy dazniy skirtumy tarp elitiniy
sportininky ir kontrolinés grupés asmeny [107]. Tuo tarpu Rubio ir kiti 2005 metais publikuotame
tyrime nustaté dvigubai mazesnj T alelio daznj iStverme treniruojanciy sportininky grupéje nei
kontrolingje grupéje [46]. ISanalizuotuose straipsniuose, iStvermés sportininky tyrimai parodé ir
priesingy rezultaty, kuomet T alelis buvo Zymiai daZnesnis ilgy nuotoliy bégiky tarpe nei
kontrolinéje grupéje [108]. Tyrimai, kuriuose AMPD1 ¢.133C>T polimorfizmo genotipy ir aleliy
dazniai buvo lyginami tarp greiio ir jégos sportininky ir kontrolinés grupés asmeny, rezultatais
buvo panasesni. Fedotovskaya ir kiti 2013 metais publikuotame tyrime nustaté, kad tarp greicio ir
jégos sportininky T alelio ir, ypatingai, T/T genotipo daZnis buvo Zymiai maZesnis nei kontroling¢je
grupéje [109]. Cieszczyk ir Kiti (2012), taip pat Gineviciené ir kiti (2014) atliktuose tyrimuose
nepriklausomai nustaté, kad greicio ir jégos sportininky grupé pasizyméjo Zymiai retesniu nei
kontroliné grupé T aleliu, o T/T genotipy tarp sportininky nenustaté [110;46].

Atsizvelgiant j tai, kad AMPD1 polimorfizmo T/T genotipas sukelia mioadenilato deaminazés
stoka, kuri sukelia miopatija, miisy tyrimo metu nustatytas $io genotipo sportininky daznis (2,0%)
yra didelis. Galimas to paaiskinimas gali bati tai, kad $ie individai nepatiria fermento stokos
simptomy. Tai tikétina, kadangi daugelyje literatiros $altiniy apraSomi atvejai, kuomet AMPD1

¢.133C>T polimorfizmo T/T genotipas tiriamiems asmenims pasireiskia jvairiomis formomis: be
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simptomy, metaboline miopatija, sutrikusia raumeny funkcija fizinio krtvio metu [50]. Taciau
literatiiros duomenimis, net ir miopatijos simptomy neturintys T/T genotipo asmenys pasizymi
prastesniu organizmo atsaku j fizinj krtivi [51;52;53]. Masy tyrimo metu atlikta genotipo-fenotipo
analizé parodé¢, kad iStvermés sporto grupés C/C genotipg turintys vyrai turéjo mazesnj AARG
jvertj nei tos pa¢ios grupés C/T genotipo vyrai (p=0,04). Sioje grupéje buvo tik vienas T/T
genotipo asmuo ir jo AARG rodiklis nebuvo reik§Smingai mazesnis uz C/T genotipo sportininky
AARG rodiklj. Sie rezultatai skiriasi nuo Sanz ir kity (2003), Fischer ir kity (2007), ir Norman ir
Kity (2008) publikuoty tyrimy, kuriuose T/T genotipo asmenys pasizyméjo reikSmingai mazesniu
anaerobiniu pajégumu nei C/T ir C/C genotipo tyrimo dalyviai [52;61;111]. Taip pat misy tyrime
nustatyta, kad iStvermés sporto grupés C/C genotipo moterys turéjo reikSmingai didesnj MDS
jvert] nei tos pacios grupés C/T genotipo sportininkés (p=0,01). IStvermés sporto grupés T/T
genotipo sportininkiy tyrimo metu nenustatyta, todél nebuvo galima jvertinti jy MDS rodiklio. Sie
rezultatai skiriasi nuo Ginevicienés ir kity 2014 metais publikuoto tyrimo, kuriame nebuvo
nustatytas reik§mingas MDS skirtumas elitiniy Lietuvos sportininky grupéje tarp AMPD1
¢.133C>T polimorfizmo genotipy grupiy [46]. Daugialypé tiesiné regresiné analizé neparodé
reiSkmingos AMPD1 ¢.133C>T genotipy jtakos fenotipiniams rodikliams. Tac¢iau buvo nustatyta
sporto $akos specializacijos jtaka VRSG rodikliui (p=1,33 x 107'?) (R?=0,46). MDS rodiklio
regresiné analiz¢ parodé, kad kuo didesnio tigio sportininkas tuo auksStesnis MDS rodiklis. Taip
pat nustatyta, kad i§tvermés (p=2,12 x 10711 ir mix (p=0,004) sporto grupiy specializacijos kryptys
susijusios su didesnémis MDS vertémis (R *=0,48).

Misy tiriamy duomeny analizé¢ parode, kad AMPD1 c.133C>T polimorfizmo aleliy dazniu
Lietuvos populiacija yra panasi j Europos populiacija. Lietuvos populiacijoje retojo T alelio daznis
yra 14,0%, o Europos populiacijoje — 12,3%. Kitose pasaulio populiacijose T alelio daznis yra
Zymiai retesnis: pasaulio populiacijoje (3,8%), Amerikos populiacijoje (5,8%), Piety Azijos
populiacijoje (2,0%), Afrikos populiacijoje (0,5%), Ryty Azijos populiacijoje (0,1%). Nors
skirtingose populiacijose nustatyta daug rety AMPD1 geno mutacijy, kurios lemia sumazéjusj
mioadenilato deaminazés aktyvuma ar jo stoka, ¢.133C>T VNP turi didZiausig svarbg nulemiant
fermento funkcionalumg. Polimorfizmo aleliy dazniy skirtumai tarp populiacijy paaiskina, kodél
Sio fermento stoka daZniausia tarp europieciy, reciau pasitaiko tarp afroamerikieciy, o reciausiai

Apibendrinant tyrimo rezultatus, galima teigti, jog darbo metu nebuvo nustatyta AMPD1
¢.133C>T polimorfizmo asociacija su fizinio pajégumo savybémis Lietuvos auks§to meistriSkumo
sportininky grupéje. Taciau motery i§tvermeés sporto grupeje C alelis buvo didesnj MDS lemiantis

veiksnys, todé¢l galima teigti jog C alelis turi didesng reikSme¢ motery aerobiniam pajégumui ir jo
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lavéjimui nei greiciui ir jégai. ISsamiam genetinio Zymens iSanalizavimui reikalingi papildomi

tyrimai, papildant sportininky grup¢ naujais tiriamaisiais.

4.4. MB geno ¢.174G>A (rs7293) polimorfizmo tyrimo rezultaty aptarimas

Deguonis raumeny Igstelése yra pagrindiné energijos gamybos oksidacinio fosforilinimo biidu
salyga. Sig svarbia salyga uztikrina raumeny lastelése esantis chromoproteinas — mioglobinas.
Mioglobinas raumeny lastelése funkcionuoja kaip deguonies pernasos baltymas, kuris deguonj
transportuoja nuo kapiliary iki mitochondrijy [61]. Dél atsparumo pH pokyciams ir stipraus
jungimosi su deguonimi, Sis baltymas fizinj krtivj patirian¢iuose raumenyse formuoja deguonies
atsargas. Nors mioglobing koduojanc¢io MB geno sekoje nustatytas VNP (c.174G>A, rs7293) jau
seniai zinomas mokslininky bendruomenei ir siejamas su fiziniu pajégumu, taciau néra i§samiai
iStirtas elitiniy sportininky grupése.

Misy tyrimo metu, analizuojant MB ¢.174G>A polimorfizma, genotipuota 150 Lietuvos
didelio meistriSkumo sportininky ir 150 profesionaliai nesportuojanciy Lietuvos populiacijos
asmeny. Buvo nustatyta, kad visose tiriamyjy grupése, i§skyrus bendrg sportininky vyry (p=0,004)
ir grei¢io bei jégos sportininky vyry (p=0,04) grupes, genotipy dazniai atitiko teoriskai tikétinus
pagal H-V désnj. Abicjose grupése buvo nustatytas didelis G/A genotipy daznis ir mazas G/G
genotipy daznis. Bendra sportininky grupé genotipy ir aleliy dazniais reik§mingai nesiskyré nuo
kontrolinés grupés. Taciau nustatyta, kad sportininky tarpe A alelio daznis (51,3%) buvo didesnis
nei kontrolinéje grupéje (48,3%). Pastebéta idomi tendencija, kuomet sportininky grupéje vyravo
heterozigotinis genotipas, o kontrolinéje grup¢je buvo dazniau nustatomi homozigotiniai genotipai
(sportininky grupé: G/G —20,7%, G/A —56,0%, A/A — 23,3%; kontrolingje grupéje: G/G — 30,0%,
G/A —43,3%, AIA—26,7%). Sie rezultatai sutampa su Ginevi¢ienés ir kity 2013 metais mokslingje
konferencijoje pristatyto tyrimo rezultatais, kuomet nustatytas didesnis heterozigotiniy genotipy
daznis sportininky grupéje [112]. Si tendencija buvo biidinga ir tiriant atskiras sporto grupes.
Nepaisant reikSmingy genotipy daZniy skirtumy tarp iStvermeés sportininky grupés ir kontrolinés
grupés, nebuvo nustatyta reik§mingy aleliy dazniy skirtumy tarp $iy grupiy. Sie rezultatai sutampa
su Wu ir kity 2005 metais publikuoto tyrimo rezultatais, kuomet nebuvo nustatyta reikSmingy MB
€.174G>A polimorfizmo aleliy dazniy skirtumy tarp ilgy nuotoliy bégiky ir bendros populiacijos
asmeny [61]. Taciau skiriasi nuo Ginevicienés ir kity 2013 metais mokslinéje konferencijoje
pristatyto tyrimo rezultaty, kuomet iStvermés sportininky grupé pasizyméjo didesniu A alelio
dazniu nei kontroliné grupé [112]. Sporto grupése buvo nustatyti reik§mingi genotipy dazniy
skirtumai tarp vyry ir motery sportininky. RySkiausias skirtumas buvo nustatytas tarp greicio ir

jégos grupés vyry ir motery (vyrai: G/G — 8,1%, G/A — 64,9%, A/A — 27,0%; moterys: G/G —
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46,4%, GIA — 32,2%, AIA — 21,4%, p=0,001). Sie genotipy dazniy skirtumai parodo nevienoda
genotipy jtaka vyry ir motery fizinio pajégumo savybéms.

Genotipo-fenotipo analizés metu nustatyta, kad i§tvermés sporto grupéje G/A genotipg turintys
sportininkai pasizyméjo didziausiais VRSG rodiklio jverciais, o A/A genotipo sportininkai turéjo
maziausia VRSG. Sie rezultatai sutampa su Ginevigienés ir kity 2013 metais mokslingje
konferencijoje pristatyto tyrimo rezultatais, kuriuose nustatyta, kad G/G ir G/A genotipg turintys
greicio ir jégos grupes sportininkai pasizyméjo didesniais anaerobinio pajégumo rodiklio jverciais
nei A/A genotipo greit] ir jéga lavinantys sportininkai [112]. Atlikta daugialypé tiesiné regresiné
analizé parodé, kad didele jtakg VRSG rodikliui turi G/A genotipas (p=0,049), mix sporto grupés
specializacija (p=0,038), greicio ir jégos sporto specializacija (p=4,26 x 10%) (R 2=0,48). AARG
analizuoti naudotas regresijos modelis parodé¢, kad kuo didesnio Gigio sportininkai, tuo didesnis jy
AARG. Taip pat nustatyta sporto specializacijos jtaka nulemiant AARG (p=1,64 x 107) (R?
=0,39). Regresijos modelis, sukurtas analizuoti MDS, neatskleidé MB c.174G>A genotipy
reik§mingumo prognozuojant didesnj aerobinj pajéguma (MDS jvert}), ta¢iau buvo pastebéta, kad
didesnio Ggio sportininkai pasizyméjo didesniais rodiklio jver¢iais (p=0,01). Taip pat pastebéta
sporto $akos specializacijos jtaka MDS (p=1,85 x 10'*!) (R2=0,47).

Remiantis miisy tyrimo duomenimis, nustatyta, kad Lietuvos populiacija pagal MB ¢.174G>A
polimorfizmo aleliy dazniy pasiskirstyma reik§mingai nesiskiria nuo kity pasaulio populiacijy,
18skyrus Ryty Azijos populiacija. Lietuvos populiacijoje A alelio daZnis yra 48,3%, o Ryty Azijos
populiacijoje — 74,7%. Nustatyta, kad Ryty Azijos populiacija A alelio dazniu reik§mingai skiriasi
ir nuo kity populiacijy: pasaulio populiacijos (53,1%), Europos populiacijos (44,8%), Afrikos
populiacijos (45,0%), Amerikos populiacijos (47,1%) ir Piety Azijos populiacijos (54,5%). Sie
rezultatai paremia Wu ir kity atlikto tyrimo rezultatus, kuriame nustatyta, kad MB c.174G>A
polimorfizmo A alelis Kinijos Han provincijos gyventojy tarpe yra Zymiai daznesnis nei
baltaodziy, juodaodziy ar Ispany kilmés etninése grupése, ir parodo Ryty Azijos populiacijos
unikalumg MB ¢.174G>A polimorfizmo atzvilgiu [61].

Apibendrinant MB ¢.174G>A tyrimo rezultatus, galima teigti, jog G/A genotipas yra
asocijuotas su greicio ir jégos savybémis, o $io polimorfizmo asociacija su istvermés savybémis
tyrimo metu nenustatyta. Skirtingi genotipy dazniai tarp greicio ir j€gos vyry ir motery grupiy
parodo, kad MB ¢.174G>A polimorfizmo genotipai turi skirtingg poveikj abiejy ly¢iy greicio ir

jégos sportininkams.
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4.5. MSTN geno ¢.458A>G (rs1805086) polimorfizmo tyrimo rezultaty aptarimas

MSTN yra stiprus genas kandidatas, turintis didelj potencialg suteikti informacijos apie
7mogaus raumeny fenotiping jvairove. Sis genas koduoja miostating, kuris yra raumenims
specifinis baltymas, kontroliuojantis raumeny augimg. Keletas polimorfizmy ir mutacijy,
sukelian¢iy jvairius funkcinius padarinius, buvo nustatyta MSTN geno sekoje. Vienas i$
polimorfizmy yra c.458 A>G (rs1805086), kuris yra nustatytas 2 MSTN geno egzone ir lemia lizino
pokytj j argining 153 amino riigséiy pozicijoje [113]. Dél svarbios funkcijos jtakojant miostatino
aktyvuma, $is polimorfizmas buvo pasirinktas iStyrimui.

Pagal MSTN ¢.458 A>G polimorfizma istirti 150 Lietuvos didelio meistriSkumo sportininkai
bei 149 profesionaliai nesportuojantys Lietuvos populiacijos asmenys. Kadangi tai retas
polimorfizmas ir mazai tyrimo dalyviy turéjo polimorfinius alelius, daugelyje grupiy genotipy
dazniy nebuvo galima jvertinti pagal H-V désnj. Tyrime tik vienas sportininkas turéjo
homozigotinj pagal polimorfinj aleli G/G genotipg ir tik du sportininkai tur¢jo heterozigotin; A/G
genotipg, todél nebuvo galima vertinti genotipy ir aleliy dazniy skirtumy tarp sportininky ir
kontrolés grupiy. Taip pat, dél tos pacios priezasties, nebuvo galima atlikti daugialypés tiesinés
regresinés analizes.

Misy tyrimo metu nustatyta, kad didziausig DPSJ ir AARG rodiklj turi A/G genotipo
sportininkai, didziausiag MDS turi G/G genotipo sportininkas, o didesniais KPSJ ir VRSG
rodikliais pasizymi A/A genotipo sportininkai. Literatliros Saltiniy analiz¢ parodé, kad néra atlikta
tyrimy, kuriuose bty analizuota fenotipiniy rodikliy priklausomybé nuo MSTN c.458A>G
polimorfizmo genotipy elitiniy sportininky grupése. Taciau yra atlikta tokio pobiidZzio tyrimy
nesportuojanciy asmeny grupése. Miisy tyrimo metu gauti rezultatai yra panaSis j Santiago ir kity
atlikto tyrimo rezultatus, kuriuose jauni nesportuojantys ispany tautybés A/G genotipg turintys
vyrai, vertikalaus Suolio teste (kuris naudojamas jvertinti VRSG rodiklj) parodé prastesnius
rezultatus nei A/A genotipo vyrai, o sprinto rungtyje skirtumy tarp genotipy grupiy nebuvo
nustatyta. Autoriai padaré prielaidg, kad mazesnis A/G genotipo sportininky Soklumas yra
nulemtas didesnio sausgysliy standumo, kadangi i$ peliy modeliy tyrimy Zinoma, kad miostatino
stokojanCiose pelése sausgysliy standumas yra 14 karty didenis nei turinCiose funkcionaly
miostating [79]. Li ir kiti 2014 metais publikuotame tyrime nesportuojanciy asmeny grupéje istyre,
kaip jégos treniruotés daro jtaka raumeny hipertrofijai skirtingo MSTN ¢.458A>G polimorfizmo
genotipo asmenims. Tyrimo metu iSaiSkéjo, jog A/G genotipo asmenys treniruo¢iy metu daugiau
padidino raumeny mase nei A/A genotipo asmenys [114]. Tai patvirtina miisy tyrimo rezultatus,
nes nustatyta, kad didziausig raumeny mase turéjo A/G genotipo sportininkai, o0 maziausig A/A

genotipo sportininkai. Taip pat Kostek ir kiti 2009 metais publikuotame tyrime nustaté didesne
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MSTN c¢.458 A>G polimorfizmo jtakg afroamerikieciams nei kity etniniy grupiy atstovams. Tyrimo
metu autoriai nustaté, kad G/G ir A/G genotipo afroamerikieciai turé¢jo didesnius raumeny jégos
rodiklius nei A/A genotipo afroamerikieciai [115].

MSTN ¢.458 A>G polimorfizmo tyrimai neapsiriboja fenotipinémis pas€ékmémis raumenims.
Garatachea ir kiti 2013 metais publikuotame tyrime nustaté, kad G alelis buvo Zymiai daZnesnis
Simtameciy ispany grupéje (7,1%) nei kontrolinéje asmeny grupéje, kuriy amzius buvo iki 50 mety
(2,7%). Sie tyrimo rezultatai buvo nepriklausomai atkartoti ilgaamziy italy grupéje, kurioje G
alelio daznis (7,6%) buvo daugiau nei dvigubai didesnis nei kontrolingje grupéje (3,0%). Sie
tyrimo rezultatai parodo, kad MSTN ¢.458A>G polimorfizmas gali biti svarbus Zmoniy
ilgaamziskumui [65]. Taciau Fuku ir kiti 2016 metais publikuotame tyrime nenustaté asociacijos
tarp MSTN ¢.458A>G polimorfizmo ir ilgaamziskumo japony populiacijoje [116]. Tai parodo, jog
galbit MSTN ¢.458A>G polimorfizmas turi skirtingg poveikj skirtingy populiacijy atstovams.
Taip pat nustatyta MSTN ¢.458 A>G polimorfizmo asociacija su didesne sveikatos problemy rizika.
Bhatt ir kiti 2012 publikuotame tyrime nustaté asociacijg tarp MSTN ¢.458 A>G polimorfizmo G/G
genotipo ir didesnés nutukimo rizikos [117]. Saunders ir kiti nustaté, jog MSTN c.458A>G
polimorfizmas atsirado mazdaug prie§ 10 000 mety ir padarée prielaida, kad polimorfizmas nebuvo
pasalintas evoliuciniy procesy dé¢l adaptacinio poveikio, kuris pasireiSké apsauginiu poveikiu
raumenims nuo bado sukeliamos zalos [118]. Atsizvelgiant | Afrikos Zemyno sausringuma,
tikétina, kad MSTN ¢.458 A>G polimorfizmo kilmé slypi Afrikos populiacijose. Sj teiginj paremia
1000 genomy projekto duomeny analizé, kurios metu nustatyta, kad Afrikos populiacijoje retojo
G alelio daznis (21,9%) yra reikSmingai daZnesnis nei kitose pasaulio populiacijose. Misy tyrimo
duomenimis, Lietuvos populiacijoje G alelio daznis (0,3%) yra panaSiausias j Ryty ir Piety Azijos
populiacijy Sio alelio daznj (0,1%). Kitose populiacijose nustatytas skirtingas G alelio daznis:
pasaulio populiacijoje (7,1%), Europos populiacijoje (2,9%), Amerikos populiacijoje (5,0%).

MSTN ¢.458A>G polimorfizmo tyrimo galimybés buvo apribotos retu G alelio daZniu
tiriamyjy grupéje. Nepaisant to, buvo pastebéta, kad MSTN ¢.458A>G polimorfizmo G alelis turi
didelj potencialg nulemti didesne raumeny mase ir jégg. Literatiiros Saltiniy analizé parode, kad
Sis polimorfizmas gali biiti svarbus veiksnys ne tik sportininky pajégumui, bet ir bendros
populiacijos sveikatai ir ilgaamziskumui. Tai lemia didele Sio polimorfizmo tyrimy svarba, tac¢iau
siekiant placiau iStirti §] genetinj zymenj, reikéty didesnés tiriamyjy grupés nei, kad buvo
naudojama Siame tyrime. Atsizvelgiant | mazg MSTN ¢.458A>G polimorfizmo G alelio daznj
Lietuvos populiacijoje ir tai, kad tarp elitiniy Lietuvos sportininky tik vienas asmuo turi G/G
genotipa, iSsamiai iStirti §io polimorfizmo jtaka Lietuvos didelio meistriSkumo sportininkams yra

itin sudétinga.
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4.6. MPRIP geno ¢.219+14693G>A (rs6502557) polimorfizmo tyrimo rezultaty aptarimas

MPRIP genas koduoja miozino fosfatazés—Rho sujungiantj baltyma, kuris yra svarbus lygiyjy
raumeny susitraukimui. Vienas i§ budy kaip lygieji raumenys gali daryti jtaka sportininky fiziniui
pajégumui yra dinamiSkas kraujotakos reguliavimas, apriipinant raumenis reikalingais substratais
ir pasalinant i$ jy paSalinius medziagy apykaitos produktus. Egorova ir kiti, 2015 metais atlike
plataus masto genomo asociacijos analiz¢, nustaté MPRIP geno introne esanio VNP
(€.219+14693G>A, rs6502557) A alelio asocijacijg su greicio ir jégos savybémis [84]. Miisy
tyrimo tikslas buvo patikrinti §ig asociacijg Lietuvos didelio meistriSkumo sportininky grupéje.

MPRIP ¢.219+14693G>A polimorfizmo analizei buvo genotipuota 150 Lietuvos didelio
meistriSkumo sportininky ir 257 kontrolinés nesportuojanciy Lietuvos populiacijos asmeny DNR
méginiy. Nustatyta, kad visose tiriamose grupése genotipy dazniai statistiSkai reikSmingai
nesiskyré nuo numatyty pagal H-V désnj. Atlikus atvejo-kontrolés analize, nustatyti reikSmingi
skirtumai tarp bendros sportininky grupés ir kontrolinés grupés. Sportininky grupéje buvo
nustatytas mazesnis G/G genotipo daznis ir didesni G/A ir A/A genotipy dazniai (bendra
sportininky grupé: G/G — 60,0%, G/A — 35,3%, A/A — 4,7%; kontroliné grupé: G/G — 71,6%, G/A
— 26,5%, A/A — 1,9%, p=0,03). Taip pat nustatyti aleliy dazniy skirtumai tarp sportininky ir
kontrolinés grupiy, kuomet bendroje sportininky grupéje buvo daznesnis A alelis (bendra
sportininky grupé: G — 77,7%, A — 22,3%; kontroliné grupé: G — 84,8%, A — 15,2%, p=0,01).
ISanalizavus sporto grupes, buvo nustatytas reikSmingas aleliy dazniy skirtumas tarp iStvermés
grupés sportininky ir kontrolinés grupés asmeny, kuomet iStvermeés sportininkai dazniau turéjo A
alelj (istvermés grupés sportininkai: G — 77,0%, A — 23,0%; kontrolinés grupés asmenys: G —
84,8%, A —15,2%, p=0,03).

Atlikus genotipo-fenotipo asociacijos analizg, nustatyti reik§Smingi MDS rodiklio skirtumai
bendroje sportininky vyry grupéje, kuomet didZiausiag MDS turéjo G/A genotipo sportininkai, o
maziausig A/A genotipo sportininkai. [Sanalizavus sporto grupes, suskirstytas pagal lyti, buvo
nustatytas greicio ir jégos sportininky vyry VRSG rodiklio skirtumas tarp genotipy grupiy, kuomet
G/A genotipo sportininkai vyrai turéjo didziausius VRSG rodiklius, o A/A genotipo sportininkai
turéjo maziausias VRSG rodiklio vertes. Buvo nustatyti MDS rodiklio skirtumai greicio ir jégos
vyry grupéje, kuomet didziausius MDS rodiklius turéjo G/A genotipo sportininkai, 0 maziausius
AJA genotipo sportininkai. Tyrimo metu atlikta daugialypé tiesiné regresiné analizé parodé, kad
VRSG rodikliui didel¢ jtakg turi G/A (p=0,04) ir G/G (p=0,04) genotipai. Taip pat nustatyta
neigiama riebaly masés jtaka VRSG rodikliui (p=0,03) ir sporto specializacijos jtaka (p=2,41 x 10
%) (R?=0,48). Tuo tarpu MDS analizuoti sudarytas regresijos modelis neparodé reik§mingos

MPRIP ¢.219+14693G>A polimorfizmo genotipy jtakos MDS, taciau parod¢, kad aukStesni
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sportininkai turé¢jo didesnj MDS (p=0,01) ir parodé sporto specializacijos jtaka (p=4,8 x 10™2) (
R ?=0,48).

Darbo metu buvo nustatyta, kad Lietuvos populiacijoje MPRIP ¢.219+14693G>A retojo A
alelio daznis (15,2%) yra itin artimas pasaulio populiacijai (14,6%) ir Amerikos populiacijai
(13,8%). Taip pat A alelio dazniu Lietuvos populiacija panasi j Europos populiacija (18,9%) ir
Afrikos populiacijg (18,0%). ReikSmingai aleliy dazniu nuo Lietuvos populiacijos skiriasi Ryty
Azijos populiacija (9,9%) ir Piety Azijos populiacija (10,7%).

Atsizvelgiant j tyrimo rezultatus, galime teigti, jog Egorovos ir kity 2015 metais publikuoto
tyrimo metu nustatyta asociacija tarp MPRIP ¢.219+14693G>A polimorfizmo A alelio ir greicio
ir jégos savybiy, Sio tyrimo metu nebuvo atkartota [84]. Daugiau tyrimy, kuriuose biity
analizuojamas MPRIP ¢.219+14693G>A polimorfizmas néra atlikta, todél nejmanoma palyginti
Siame darbe gauty rezultaty su kity autoriy atliktais tyrimais. Tyrimo metu atvejo-kontrolés
analizés ir genotipo-fenotipo analizés rezultatai buvo priestaringi. Atvejo-kontrolés analizés metu,
tarp sportininky A alelis buvo nustatomas dazniau nei kontrolingje grupéje. Tai leidzia daryti
prielaida, kad Lietuvos didelio meistriSkumo Sportininky grupéje A alelis susijes su fiziniy
pajégumu (ypatingai su iStverme). Taciau gauti genotipo-fenotipo ir daugialypés tiesinés
regresinés analizés rezultatai parode, kad A alelis buvo susij¢s su mazesnémis fenotipiniy rodikliy
vertémis. Misy tyrimo metu nustatyta MPRIP ¢.219+14693G>A polimorfizmo G/A ir G/G
genotipy asociacija su geresniais raumeny pajégumo rodikliais dirbant anaerobinio pobiidzio fizinj
darba.

Apibendrinus darbo rezultatus, galima teigti, kad fizinis pajégumas yra daugiaveiksné savybe,
apsprendziama aplinkos veiksniy ir daugelio geny, bei jy tarpusavio sgveikos. Miisy tyrimo
rezultatai patvirtina fakta, kad genetiniai veiksniai daugiau jtakos turi sportininky greicio ir jégos
savybéms nei iStvermeés savybéms, taciau iSsamiam genetiniy veiksniy jtakos sportininky fenotipui
iStyrimui reikalingi tolesni tyrimai. Genetiniai, su fiziniu pajégumu susijusiy geny, asociacijos
tyrimai svarbls, nes Zinios apie Zmogaus genomg ir vis did¢jantis geny, susijusiy su fizinio
pajégumo fenotipais, repertuaras leis sukauptas Zinias panaudoti ne tik sporto, bet ir visuomenés

sveikatinimo tikslais, ar net ieSkant naujy terapiniy galimybiy.

ISVADOS

1. Atlikus moksliniy publikacijy ir duomeny baziy analize, tyrimui parinkti geny, jtakojanciy
raumeny adaptacijg prie fiziniy kriviy, VNP:

o CKM (kreatinkinazés raumeny subvieneto genas), XM_005258497.1:c.*800A>G

(rs8111989),
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AMPDI1 (raumenims specifinés adenozino monofosfato deaminazés genas),
NM_000036.2:¢.34C>T (NP_000027.2:p.GIn45Ter, rs17602729),
MB (mioglobino genas), NM_005368.2:¢.174G>A (NP_005359.1:p.Ala58=, rs7293),

MSTN (miostatino genas), NM_005259.2:c.458A>G (NP _005250.1:p.Lys153Arg,
rs1805086),

MPRIP (miozino fosfatazés-Rho sujungiancio baltymo genas),
XM 005256563.1:¢.219+14693G>A, (rs6502557).

Darbo metu parinkti molekuliniai genetiniai tyrimo metodai ir optimizuotos jy salygos:

Restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmo tyrimas AMPD1 (¢.34C>T, rs17602729) ir MB
(c.174G>A, 1s7293) polimorfizmams,

Tikro laiko polimerazés grandininé reakcija CKM (c.*800A>G, rs8111989), MSTN
(c.458A>G, rs1805086) ir MPRIP (c.219+14693G>A, 1s6502557) polimorfizmy tyrimui.

. Atlikus pasirinkty geny varianty genotipavima ir gauty duomeny tyrimui pritaikius atvejo-

kontrolés ir genotipo-fenotipo asociacijy analizés metodus, nustatyta:

CKM ¢.*800A>G polimorfizmo A alelis yra asociacijuotas su Lietuvos auksto
meistriSkumo sportininky greicio ir jégos savybémis, o aerobiniam sportininky pajégumui,
misy tyrimo duomenimis, reik§mingos jtakos CKM ¢.*800A>G polimorfizmas neturi.
AMPD1 ¢.133C>T polimorfizmo asociacija su fizinio pajégumo savybémis Lietuvos
auksto meistriSkumo sportininky grupéje nebuvo nustatyta, tac¢iau C alelis turi didesng
reik§me motery aerobiniam pajégumui nei greiiui ir jégai.

MB ¢.174G>A polimorfizmo A alelis susijes su vyry greicio ir jégos savybémis, G/A
genotipo Lietuvos auks$to meistriSkumo sportininkai pasizymi geresniais raumeny
pajégumo rodikliais atliekant anaerobinio pobuidZio fizinj darbg.

MSTN ¢.458A>G polimorfizmo tyrimo galimybés buvo apribotos retu G alelio dazniu
tirlamyjy grupéje (tik du Lietuvos aukSto meistriSkumo sportininkai buvo heterozigotiniai
ir tik vienas sportininkas buvo homozigotinis pagal G alel}). Nepaisant to, buvo pastebéta,
kad MSTN ¢.458 A>G polimorfizmo G alelis turi didelj potencialg lemti didesng raumeny
mase ir j&ga.

MPRIP ¢.219+14693G>A polimorfizmo A alelis susijes su iStvermes savybémis, 0 G/A ir
G/G genotipo sportininkai pasizymi geresniaisS raumeny pajégumo rodikliais atliekant

anaerobinio pobiidzio fizinius krivius.
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SANTRAUKA

Geny varianty, lemian¢iy Zmogaus raumeny adaptacijq prie fiziniy kriiviy, analizé

Fizinio kriivio sukelti hemodinaminiai poky¢iai bei hormoninis fonas yra stipriis dirgikliai
daugeliui organy sistemy. Sporto varzyby ir treniruo¢iy metu judéjimo funkcijg uztikrinantiems
griau¢iy raumenims tenka dideli kriiviai. Taciau jie pasizymi dideliu plastiSkumu, kurj atspindi
struktliros persitvarkymo galimybés ir fermentiniy sistemy gebéjimas uztikrinti efektyvig
organizmo homeostaze fizinés apkrovos metu. Minéti procesai priklauso nuo daugelio geny, kuriy
rai$ka kinta fizinio kriivio metu, darnios veiklos. Siy geny sekose nustatyti VNP laikomi vieni i§
potencialiausiy fizinio pajégumo genetiniy Zymeny. Siame darbe tyrimui parinkti geny,
jtakojanciy raumeny adaptacija prie fiziniy krtiviy, sekose nustatyti VNP: kreatinkinazés raumeny
subvieneto geno (CKM) polimorfizmas (c.*800A>G, rs8111989), raumenims specifinés
adenozino monofosfato deaminazés geno (AMPD1) polimorfizmas (c.34C>T, rs17602729),
mioglobino geno (MB) polimorfizmas (c.174G>A, 1s7293), miostatino geno (MSTN)
polimorfizmas (c.458A>G, rs1805086) ir miozino fosfatazés—Rho sujungiancio baltymo geno
(MPRIP) polimorfizmas (c.219+14693G>A, rs6502557). CKM ir AMPDI geny produktai
raumeny lastelése palaiko ATF homeostaze. MB geno koduojamas mioglobinas atlieka
vidulastelinio deguonies rezervo ir transporto vaidmenj. MSTN genas koduoja miostating, kuris
neigiamai reguliuoja raumeny augimg. MPRIP geno produktas — miozino fosfatazés-Rho
sujungiantis baltymas, yra svarbus lygiyjy raumeny susitraukimo kontroléje.

Pagrindinis tyrimo tikslas buvo itirti pasirinkty genetiniy Zymeny jtakg Lietuvos didelio
meistriskumo sportininky fizinio pajégumo savybéms. Tyrimui naudoti 150 Lietuvos didelio
meistriSkumo sportininky (60 motery ir 90 vyry, vidutinis amzius 28,6+6,9 metai) DNR méginiai
ir 257 profesionaliai nesportuojanéiy negiminingy asmeny (66 moterys ir 191 vyras, vidutinis
amzius 32,54+6,9 metai) DNR méginiai. Taip pat buvo gauti 109 sportininky (73 vyry ir 36 motery)
fenotipiniy rodikliy duomenys (Gigis, svoris, kiino masés indeksas, riebaly masé, raumeny mase,
abiejy plastaky suspaudimo jéga, vienkartinis raumeny susitraukimo galingumas, anaerobinis
alaktatinis raumeny galingumas, maksimalus deguonies suvartojimas). Sportininkai pagal sporto
Saky specifikg buvo suskirstyti j 3 grupes: 1) aerobingés iStvermés reikalaujancios sporto Sakos; 2)
anaerobinio pajégumo reikalaujancios sporto $akos; 3) ,,mix“ grupé — aerobinio ir anaerobinio
pajégumo sporto Sakos. Taikant restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmy analizés metoda,
nustatyti tirlamyjy asmeny genotipai pagal AMPD1 ¢.34C>T ir MB c.174G>A polimorfizmus. Tuo
tarpu CKM c¢.*800A>G, MSTN c.458A>G ir MPRIP ¢.219+14693G>A polimorfizmy
genotipavimui buvo naudota tikro laiko polimerazés grandininé reakcija.
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Atlikus pasirinkty polimorfizmy aleliy ir genotipy dazniy pasiskirstymo analiz¢ tiriamyjy
grupése (sportininky ir kontrolinés grupés asmeny) ir iSanalizavus fenotipiniy rodikliy vertes tarp
tiriamy polimorfizmy genotipy grupiy, gauti Sie rezultatai: 1) Nustatyta CKM c¢.*800A>G
polimorfizmo A alelio asociacija su Lietuvos auk$to meistriSkumo sportininky greiéio ir jégos
savybémis; 2) AMPD1 c.133C>T polimorfizmo asociacija su fizinio pajégumo savybémis
Lietuvos auksto meistriSkumo sportininky grupéje nebuvo nustatyta, tac¢iau C alelis turi didesne
reikSm¢ motery aerobiniam pajégumui nei greiciui ir jégai.; 3) Nustatyta MB c.174G>A
polimorfizmo A alelio sgsaja su vyry greicio ir jégos savybémis, 0 G/A genotipo sportininkai
pasiZymi geresniais anaerobinio pajégumo rodikliais; 4) MSTN ¢.458A>G polimorfizmas nebuvo
iSsamiai iStirtas dél reto G alelio daznio tiriamyjy grupése; 5) Nustatyta, kad MPRIP
€.219+14693G>A polimorfizmo A alelis susij¢s su iStvermes savybémis, o G/A ir G/G genotipy

sportininkai pasiZymi geresniais anaerobinio pajégumo rodikliais.

SUMMARY

Analysis of Gene Variants Determining Human Muscle Adaptation to Physical Exertion

Haemodynamic changes and hormonal milieu caused by physical exertion are strong stimuli
for many organ systems. During sports competition and physical training, skeletal muscle, which
ensures ability to move, are subjected to high workloads. However, they are characterized by high
plasticity, which is reflected in the structural remodeling capabilities and enzyme systems ability
to ensure effective body homeostasis during physical load. These processes depend on a coherent
activity of many genes, whose expression is influenced during exercise. Single nucleotide
polymorphisms, identified in the sequences of those genes, are considered one of the most
promising genetic markers of physical capacity. In this study, we selected to investigate single
nucleotide polymorphisms, which are located in the genes that affect muscle adaptation to physical
loads: creatine kinase muscle subunit gene (CKM) polymorphism (c.*800A>G, rs8111989),
muscle specific adenosine monophosphate deaminase gene (AMPD1) polymorphism (c.34C>T,
rs17602729), myoglobin gene (MB) polymorphism (c.174G>A, rs7293), myostatin gene (MSTN)
polymorphism (c.458A>G, rs1805086) and myosin phosphatase-Rho interacting protein gene
(MPRIP) polymorphism (c.219+14693G>A, rs6502557). The products of CKM and AMPDI
genes take part in ATP homeostasis in muscle cells. Myoglobin, which is the product of MB gene,
has two roles: intracellular oxygen transportation and formation of intracellular oxygen reserve.

MSTN gene codes myostatin, which is a negative regulator of muscle growth. MPRIP gene product
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— myosin phosphatase Rho interacting protein. It is an important regulator of smooth muscle
contractility.

The aim of the study was to investigate the influence of selected genetic markers on the
physical capacity properties of Lithuanian elite athletes. The study was conducted using 150 DNA
samples of Lithuanian elite athletes (60 female and 90 male, mean age 28.6+6.9) and 257 DNA
samples of healthy, unrelated, not engaged in professional sports controls (66 female and 191 male,
mean age 32.5+6.9). We also obtained various phenotypic indices (height, weight, body mass
index, fat mass, muscle mass, both hand grip strength, short-term explosive muscle power,
anaerobic alactic muscle power, maximal oxygen uptake) from the 109 investigated athletes (36
female and 73 male). Next, the whole athlete group was divided into 3 groups according to the
specificity of sport: 1) aerobic capacity demanding sports group; 2) anaerobic capacity demanding
sports group; 3) ,,mix“ group — sports group, which values aerobic and anaerobic capacity
uniformly. Genotyping of AMPD1 ¢.34C>T and MB c.174G>A polymorphisms was performed by
restriction fragment length polymorphism analysis method. Whereas, in the case of CKM
c.*800A>G, MSTN c.458A>G and MPRIP ¢.219+14693G>A polymorphisms, genotypes were
identified using real-time polymerase chain reaction.

After performing statistical analysis of the distribution of allele and genotype frequencies by
all investigated polymorphisms in the study groups (athletes and controls) and upon completing
the comparison of phenotypic indices values between investigated polymorphisms genotype
groups, we got the following results: 1) we determined CKM ¢.*800A>G polymorphism A allele
association with speed and strength properties in Lithuanian elite athletes; 2) we did not find
AMPD1 ¢.133C>T polymorphism to be associated with any of the physical capacity property in
Lithuanian elite athletes, but the C allele had more influence for female aerobic capacity than speed
and strength properties; 3) we determined that MB ¢.174G>A polymorphism A allele is linked
with male speed and strength properties and that athletes with G/A genotype have better anaerobic
power capacity; 4) we were unable to thoroughly investigate MSTN ¢.458 A>G polymorphism due
to small G allele frequency in the studied groups; 5) we determined that MPRIP ¢.219+14693G>A
polymorphism A allele is linked with endurance properties, whereas athletes with G/A and G/G

genotypes have better characteristics of anaerobic power.
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PRIEDAI

1 PRIEDAS. DNR isskyrimo fenolio—chloroformo-izoamilo alkoholio metodu protokolas.

Darbo eiga:

Veninis kraujas imamas j 5-10 ml vakuuminj mégintuvélj su antikoaguliantu EDTA ir
laikomas kambario temperatiiroje 2 val arba 4 °C temperatiiroje 12 val.

Kraujas perpilamas j sterily 45 ml mégintuvélj, iki 35 ml pripilama lizuojancio buferio (0,32
M sacharozés, MgClox6H20, Triton X-100, Tris-HCI pH 7,5). Centrifuguojama 15 min, 10°C
temperattroje, 3000 aps/min greiciu.

VirSnuosédinis skystis nupilamas, nuosédos sumaiSomos pipetuojant, pripilama lizuojancio
buferio iki 10 ml ir centrifuguojama 10 min, 10°C temperatiiroje, 3000 aps/min greiciu.
VirSnuosédinis skystis nupilamas, nuosédos sumaiSomos pipete, pripilama lizuojancio buferio
iki 5 ml ir centrifuguojama 10 min, 10°C temperatiiroje, 3000 aps/min greiciu.
VirSnuosédinis skystis nupilamas ir jpilama 400 pl 1asteliy branduoliy perneSimo buferio (10
mM Tris-HCI, pH 10,5; 1 mM EDTA; 0,15 mM NacCl).

Visas turinys sterilia Pastero pipete pernesamas j 2 ml sterily mégintuvélj, pridedama 20 ul
10% natrio dodecilsulfato tirpalo ir 10 ul 2% proteinazés K tirpalo.

MiSinys inkubuojamas 37°C temperatiiroje termostate 16 val. arba 55°C temperatiiroje 3 val.
I mégintuvel; jpilama 400 pl fenolio ir mégintuvélio turinys sumaiSomas intensyviai vartant
10 min. Centrifuguojama 2 min, 5000 aps/min greiciu.

Pipete nusiurbiamas virSutinis sluoksnis ir pernesamas j 2 ml sterily mégintuvélj. ] mégintuvélj
ipilama 200 pl fenolio ir 200 pl chloroformo. Mégintuvélio turinys sumaiSomas intensyviai
vartant 5-10 min. Centrifuguojama 2 min, 5 000 aps/min greiciu.

Pipete nusiurbiamas virSutinis sluoknis ir perneSamas j 2 ml sterily mégintuvélj, jpilama 500
ul chloroformo ir izoamilo alkoholio miSinio (24:1). Mégintuvélio turinys sumaiSomas
intensyviai vartant 5 min. Centrifuguojama 2 min, 5 000 aps/min greiciu.

Pipete nusiurbiamas virSutinis sluoksnis ir pernesamas j 2 ml sterily mégintuvélj, jpilama 400
ul chloroformo. Mégintuvélio turinys sumaiSomas intensyviai vartant 5 min. Po to
centrifuguojama 2 min, 5000 aps/min greiciu.

Pipete nusiurbiamas virSutinis sluoksnis ir padalijus j 2 dalis pernesamas j 0,5 ml ir 1,5 ml
sterilius mégintuvelius. | kiekvieng mégintuvélj jpilama po 20 ul 3 M natrio acetato tirpalo ir
po 500 pl 96° salto etanolio.

Vartant mégintuvélius DNR iSkrinta | nuosédas. Centrifuguojama 5 min., 13 200 aps/min
greiciu.

93



14.

15.

16.

17.

Etanolis nupilamas ir jpilama 500 pl 70° etanolio. Centrifuguojama 5 min., 13 200 aps/min
greiciu.

Etanolis nupilamas ir jpilama 500 pl 96° etanolio. Centrifuguojama 5 min., 13 200 aps/min
greiciu.

Vienas (0,5 ml) mégintuvélis saugomas -20°C temperatiroje. IS kito mégintuvélio iSpilamas
etanolis ir meégintuvélyje likes turinys dziovinamas 37°C temperatiiroje.

Isdziovinta DNR uzpilama 100 pl TE buferinio tirpalo (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 8)

ir latkoma kambario temperaturoje, kol istirpsta.
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2 PRIEDAS. Fenotipiniy rodikliy vertés priklausomai nuo CKM ¢.*800A>G polimorfizmo

genotipy, sportininky ir lyties grupiy.

s | o | DPSIGG) | KPSI(g) VRSG (W) AARG (W) (mlng/f’n -
Genotipas | 21 51 % [sn | ¥ [sN| X | sN | X | sN £ | sN
Mg | IOR | Md | IOR | My IOR Mg IOR Mq | IOR
B | 539 9,6 49,9 95 |1726,8 | 2839 | 11248 | 154,0 71,5 3,3
| V | 610 | 10,0 54,3 8,1 | 17250 | 321,3 | 11819 155,5 72,7 2,9
M | 46,5 7,2 45,0 58 |1729,3 | 2389 | 10450 | 1165 69,8 3,0
B | 62,7 | 12,3 59,5 17,3 | 23753 | 306,4 | 12495 | 2915 67,1 3,6
[Al[A] Im|v| 700|150 | 670 | 11,0 | 24486 | 2982 |13605| 3338 | 682 | 32
M | 52,6 9,9 50,0 10,0 | 2246,6 | 294,8 | 11345 | 117,7 65,2 3,7
B | 51,0 14 52,5 7,8 | 2038,0 53,7 1281,0 114,6 68,7 0,4
1| vV | 51,0 14 52,5 7,8 | 2038,0 53,7 1281,0 114,6 68,7 0,4
M — — — — — — — — — —
B | 54,5 9,3 50,9 94 | 1758,6 | 3058 | 11114 | 1135 71,0 3,2
| V | 615 | 153 55,7 9,1 |1802,9 | 299,2 | 1170,8 96,0 72,2 3,5
M | 49,0 6,9 45,0 110 | 1702,4 | 319,1 | 10359 88,0 69,6 2,2
B | 630 | 124 65,0 185 | 2410,8 | 361,1 | 12380 | 1580 64,6 3,9
[A][G] |V |685 | 188 | 67.0 | 185 |2391,5| 3538 |12345| 1183 | 652 | 3,6
M | 56,7 7,6 56,3 6,4 | 2539,7 | 464,7 | 1329,7 | 201,8 60,7 4,2
B | 61,0 1,4 61,0 1,4 | 2049,0 | 237,6 | 1276,5| 290,6 72,9 4,1
1| Vv | 61,0 1,4 61,0 1,4 | 2049,0 | 237,6 | 1276,5| 290,6 72,9 4,1
M — — — — — — — — — —
B | 610 | 105 58,6 10,1 | 17158 | 324,8 | 1072,6 91,9 70,7 2,8
| V | 670 6.5 62,5 58 | 1669,8 | 355,7 | 1068,5 105,6 71,7 2,1
M | 450 - 43,0 - 1900,0 - 1089,0 - 66,9 -
B | 59,3 | 10,7 56,0 143 | 19025 | 3749 | 12800 | 2322 63,7 47
[G][G] 1| V| 680 | 120 | 620 | 145 |1793,7 | 539,8 | 13590 | 2435 | 647 | 7,0
M | 58,7 9,5 54,7 8,9 | 2011,3 | 156,2 | 1194,7 148,4 62,6 14
B _ _ _ _ _ _ _ _ — _
"l | v - — — — - — — - - -
M _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
| — iStvermés sporto grupé; Il — greicio ir jégos sporto grupé; 111 — mix sporto grupé; B — bendra grupé (vyrai ir

moterys); V — vyry grupé; M — motery grupé; X — vidurkis, Mq— mediana; SN — standartinis nuokrypis; IOR —
tarpkvartilinis plotis; DPSJ — deSinés plastakos suspaudimo jéga; KPSJ — kairés plastakos suspaudimo jéga;
VRSG - vienkartinis raumeny susitraukimo galingumas; AARG — anaerobinis alaktatinis raumeny galingumas;
MDS — maksimalus deguonies suvartojimas; spalvomis pazyméti reik§mingi skirtumai tarp genotipy grupiy.
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3 PRIEDAS. Fenotipiniy rodikliy vertés priklausomai nuo AMPD1 ¢.133C>T polimorfizmo
genotipy, sportininky ir lyties grupiy.

2|, | DPSIkY | KPSI(kg) VRSG (W) AARG (W) (mlm D/; -
Genotipas | 21 5 % [sn [ x| sn | x [ s | © [ sN | x | sN
Mg | IOR | Md | IOR Mg IOR Mq IOR Mg IOR
B | 553 9,7 | 51,6 10,1 17505 | 284,9 | 1090,3 | 122,9 71,7 31
| V | 630 | 11,0 | 56,8 8,5 1760,0 | 306,9 | 11336 | 121,9 72,6 3,2
M | 47,8 73 | 450 100 | 17364 | 257,8 | 1026,8 95,9 70,3 2,5
B | 626 | 131 |63,0| 19,0 | 23756 | 3874 | 1230,0 | 2305 65,6 4,2
[ClIC] |V |695 | 190 [680| 173 |23943| 3899 |12405 | 2598 | 66,3 3.9
M | 53,2 9,6 | 51,8 10,4 | 2313,2 | 3954 | 1153,8 | 170,3 63,5 4,6
B | 56,0 59 |56,8 6,7 20435 | 140,8 | 1278,8 | 1804 70,8 34
| v | 560 59 |56,8 6,7 20435 | 140,8 | 1278,8 | 1804 70,8 34
M — — — — — — — — — —
B | 51,6 8,1 | 48,5 6,6 1716,2 | 342,6 | 11915 | 132,2 69,4 2,9
| V | 540 | 130 |513 7,5 1746,3 | 365,8 | 1271,3 | 103,9 71,4 2,3
M | 474 57 | 43,0 3.0 1680,0 | 350,9 | 1095,8 95,9 67,1 0,9
B | 615 79 620 | 135 2239,8 | 266,6 | 1299,0 | 1525 65,4 3,5
[CI[T] |V |680| 50 |640| 30 |[22374| 3319 |13590 | 2750 | 66,1 4,1
M | 55,0 7,2 | 505 1,7 22440 | 128,55 | 12248 92,9 64,2 1,7
B — — — — — — — — — —
i | v - - - - - - - — — —
M — — — — — — — — — —
B | 69.0 - 64,0 - 1590,0 - 12440 — 69,9 —
I | v |690]| - |640| - [15900| - |12440]| - 69,9 -
M _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
B|680| - |650| - |18310| - |13660| - 63,1 -
[TI[T] niv| - - - - - - - = = -
M| 680 | - |650| - |18310| - |13660| - 63,1 -
B _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
m|v | - - - - - - - - - -
M _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
| — iStvermés sporto grupé; Il — greicio ir jégos sporto grupé; 111 —mix sporto grupé; B — bendra grupé (vyrai ir

moterys); V — vyry grupé; M — motery grupé; X — vidurkis, Mq— mediana; SN — standartinis nuokrypis; IOR —
tarpkvartilinis plotis; DPSJ — deSinés plastakos suspaudimo jéga; KPSJ — kairés plastakos suspaudimo jéga;
VRSG - vienkartinis raumeny susitraukimo galingumas; AARG — anaerobinis alaktatinis raumeny galingumas;
MDS — maksimalus deguonies suvartojimas.
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4 PRIEDAS. Fenotipiniy rodikliy vertés priklausomai nuo MB ¢.174G>A polimorfizmo
genotipy, sportininky ir lyties grupiy.

oot | | _DPSJ (kg) K_PSJ (kg) \iRSG W) A:ARG (W) (njm;fn -
o|-| X SN X SN X SN X SN X SN
Mg | IOR | Mg | IOR | My IOR Mg IOR | Mg | IOR
B | 564 9,3 50,8 74 | 1628,1 | 1852 | 1127,8 | 1615 | 717 2,3
I | V| 620 5,0 54,8 4,8 1569,4 | 161,7 | 11912 | 168,6 | 72,6 2,5
M | 473 8,7 44,0 6,0 | 1726,0 | 211,5 | 1022,0 | 87,4 70,1 0,7
B | 571 12,2 530 | 16,0 | 2150,3 | 212,3 | 11090 | 1620 | 65,2 39
[GlIG] Inm| v | 700 9.0 65,0 6,0 | 2189,3 | 2443 | 12600 | 785 67,6 1,6
M | 53,0 11,8 49,8 | 11,9 | 2130,8 | 216,4 | 11013 | 127,2 | 64,1 43
B | 62,0 - 62,0 - 1881,0 - 1071,0 - 70,0 -
| v | 620 - 62,0 - 1881,0 - 1071,0 - 70,0 -
M _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
B | 54,3 10,1 51,2 | 10,3 | 18315 | 2819 | 1130,8 | 1254 | 711 31
I | V| 635 13,0 55,9 9,2 1818,1 | 3319 | 1167,8 | 126,9 | 72,2 2,8
M | 46,6 6,6 44,0 83 | 18524 | 187,8 | 1072,8 | 1019 | 69,4 2,7
B | 64,6 114 645 | 16,3 | 23579 | 408,1 | 12305 | 1665 | 657 4,0
[GI[A] 1| Vv | 685 16,5 670 | 150 | 23533 | 4040 | 12345 | 1720 | 66,4 39
M | 58,2 71 55,8 6,6 | 2376,3 | 463,2 | 1258,8 | 1657 | 62,8 3,5
B | 51,0 14 52,5 78 | 20380 | 53,7 1281,0 | 1146 | 68,7 0,4
i | v | 510 1,4 52,5 78 | 20380 | 53,7 1281,0 | 1146 | 68,7 0,4
M _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
B | 554 8,6 51,4 9,5 1503,0 | 2475 | 10413 | 106,7 | 71,2 43
I | V| 590 12,0 57,2 9,7 1644,6 | 234,1 | 11128 | 99,7 72,7 4,9
M | 51,0 7,0 46,0 6.0 | 13614 | 1815 969,8 53,7 69,6 3,4
B | 61,1 12,8 635 | 185 | 24189 | 3351 | 13620 | 2558 | 654 4,4
[A][A] 1| Vv | 675 16,0 650 | 155 | 24445 | 3614 | 13825 | 2305 | 655 4,6
M | 50,0 2,8 49,5 0,7 | 22915 | 1435 | 12440 | 77,8 65,0 4,2
B | 60,0 - 60,0 - 2217,0 - 1482,0 - 75,8 -
1| v | 60,0 - 60,0 - 2217,0 - 1482,0 - 75,8 -
M _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
| — i8tvermés sporto grup¢; I — greicio ir jégos sporto grupé; 111 — mix sporto grupe; B — bendra grupe (vyrai ir

moterys); V — vyry grupé; M — motery grupé; X — vidurkis, Mg — mediana; SN — standartinis nuokrypis; IQOR —
tarpkvartilinis plotis; DPSJ — deSinés plastakos suspaudimo jéga; KPSJ — kairés plastakos suspaudimo jéga; VRSG
— vienkartinis raumeny susitraukimo galingumas; AARG — anaerobinis alaktatinis raumeny galingumas; MDS —
maksimalus deguonies suvartojimas.
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5 PRIEDAS. Fenotipiniy rodikliy vertés priklausomai nuo MSTN ¢.458A>G polimorfizmo
genotipy, sportininky ir lyties grupiy.

- DPSJ (kg) KPSJ (kg) VRSG (W) AARG (W) MDS
Genotipas ? é _ _ _ _ (Tllkg/min)
@) - X SN X SN X SN X SN X SN
Mg | IOR | Ma | IQR | My IOR Mg IOR | Md | IOR
B 54,8 9,6 | 51,2 9,6 17405 | 292,6 | 1113,8 | 130,3 71,2 3,2
I \Y 625 | 11,8 | 559 8,5 1752,2 | 308,9 | 1162,8 | 128,1 72,3 31
M 47,7 6,9 | 445 9.0 1723,6 | 273,3 | 10425 | 98,1 69,5 2,6
B 62,0 | 12,3 | 615 | 19,1 | 23426 | 377,1 | 12345 | 218,0 65,4 4,0
[Al[A] Il | v | e85 | 173 66,0 | 148 |2377,1 | 3906 |1252,0 | 2598 | 66,2 | 3,9
M 54,8 91 | 524 9,0 2259,0 | 340,9 | 1189,2 | 153,3 63,7 3,7
B 56,0 59 | 56,8 6,7 20435 | 140,8 | 1278,8 | 180,4 70,8 34
M1 v | 560 | 59 |568| 67 |[20435| 140,8 |12788 | 1804 | 708 | 34
M _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
B _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
| \V; _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
M — — — — — — — — — —
B 70,0 20 | 650 3.0 2238,0 | 328,1 | 14740 | 2140 65,1 1,3
[A][G] I | v | 700 | 20 [650| 3.0 |22380]| 3281 |1474,0| 2140 | 651 13
M _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
B _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
|y _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
M _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
B _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
| \Y _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
M _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
B | 680 | - |640| - |21950| - |13590| - 72,0 -
[G][G] 1 v | 680 | - |[640| - |21950| - [13590]| - 72,0 -
M _ _ _ _ _ _ _ _ _
B _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
] \Y _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
M _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
I — iStvermés sporto grupé; Il — greicio ir jégos sporto grupé; Il — mix sporto grupé; B — bendra grupé (vyrai ir

moterys); V — vyry grupé; M — motery grupé; X — vidurkis, Mg — mediana; SN — standartinis nuokrypis; IQR —
tarpkvartilinis plotis; DPSJ — deSinés plastakos suspaudimo jéga; KPSJ — kairés plastakos suspaudimo jéga; VRSG
— vienkartinis raumeny susitraukimo galingumas; AARG — anaerobinis alaktatinis raumeny galingumas; MDS —
maksimalus deguonies suvartojimas.
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6 PRIEDAS. Fenotipiniy rodikliy vertés priklausomai nuo MPRIP ¢.219+14693G>A

polimorfizmo genotipy, sportininky ir lyties grupiy.

DPSJ (kg) | KPSJ (kg) VRSG (W) AARG (W) MDS
Genotipas '§ 2 (ml/kg/min)
E |3 | X | SN | X | SN b'¢ SN b'¢ SN X | sN
Mg | IQR | Mg | IOR Mg IOR Mg IOR Mg | IQR
B 552 | 91 |518 9,0 1709,1 | 288,3 | 11356 | 136,9 71,1 2,9
| V | 640 | 120 | 56,8 8,4 1700,9 | 330,0 | 1201,2 | 1182 72,3 2,7
M | 485 | 6,6 | 44,0 7.0 17199 | 2355 | 1049,7 | 1121 69,5 2,7
B 62,2 | 11,3 | 620 | 19,0 | 2370,0 | 337,1 | 12195 | 288.0 65,7 34
[G][C] Il | V |690| 160 | 680 | 145 |2386,1 | 321,8 | 12420 | 2455 | 659 | 38
M | 539 | 10,1 | 50,7 9,9 23289 | 390,9 | 11717 | 176,9 65,0 2,2
B |560| 59 |568 6,7 20435 | 1408 | 12788 | 180,44 | 70,8 3,4
i V |560]| 59 |568 6,7 20435 | 1408 | 12788 | 180,44 | 70,8 3,4
M _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
B 54,7 | 10,4 | 50,9 10,4 1764,8 | 296,7 | 1082,7 | 119,9 71,3 3,5
| V | 600 | 13,0 |551 8,8 1810,3 | 282,9 | 1119,3 | 1288 | 72,3 35
M | 463 | 7,9 | 455 73 1679,6 | 322,3 | 1014,0 61,4 69,3 2,7
B |653| 119 |645| 100 |2369,8| 3448 | 12670 | 1635 | 659 49
[GIIA] Il | V |680| 80 |660| 60 |2477,3| 3480 |12720 | 1965 | 682 | 33
M | 564 | 78 |554| 69 2133,2 | 203,33 | 1220,8 | 108,8 | 61,2 49
B _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
] \Y% - - - - - - - - -
M _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
B | 48,0 - 40,0 - 2123,0 - 1176,0 - 71,6 -
| \Y - - - - - - - -
M | 48,0 - 40,0 - 2123,0 - 1176,0 - 71,6 -
B 50,0 | 159 | 380 | 135 1786,7 | 532,1 | 13650 | 2435 61,7 3,3
[AI[A] m | Vv 500 159 |380| 135 |17867 | 5321 | 13650 | 2435 | 61,7 | 33
M — — — — — — — — — —
B — — — — — — — — — —
1l \% - - - - - — - - — -
M — — — — — — — — — —
| — iStvermés sporto grup¢; Il — greicio ir jeégos sporto grupé; 111 — mix sporto grupe; B — bendra grupe (vyrai ir

moterys); V — vyry grupé; M — motery grupé; X — vidurkis, Mg — mediana; SN — standartinis nuokrypis; IQOR —
tarpkvartilinis plotis; DPSJ — deSinés plastakos suspaudimo jéga; KPSJ — kairés plastakos suspaudimo jéga; VRSG
— vienkartinis raumeny susitraukimo galingumas; AARG — anaerobinis alaktatinis raumeny galingumas; MDS —
maksimalus deguonies suvartojimas.
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