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Dis cl o s ur e s : N O N E.
I N T R O D U C TI O N: E x er ci s e i s a n i m p ort a nt f a ct or f or m ai nt ai ni n g h e alt h a cr o s s t h e lif e s p a n. I n a d ult s , e x er cis e-i n d u c e d m ol e c ul ar r e g ul ati o n of s k el et al 
m u s cl e h a s b e e n  w ell -st u di e d  ( 1). H o w e v er, it is u n cl e ar h o w  m u s cl e a d a pt s t o a c ut e a n d r e p e at e d a cti vit y  d uri n g s k el et al gr o wt h . Wit h a ris e i n p arti ci p ati o n 
i n s p orts b y a d ol es c e nt s i n r e c e nt y e ar s, a b ett er u n d er st a n di n g of m u s cl e a d a pt ati o n d uri n g gr o wt h i s n e e d e d. I n t his st u d y, w e ai m e d t o i d e ntif y h o w 
tr a n s cri pti o n al pr ofil e s of s k el et al m u s cl e  c h a n g e f oll o wi n g r e p e at e d m u s cl e c o ntr a cti o n s  i n y o u n g mi c e wit h o ut t h e c o n c o mit a nt eff e ct of s y st e mi c 
m et a b oli c c h a n g e s a s s o ci at e d wit h e x er ci s e. T o a c c o m pli s h t hi s ai m, w e u s e d o pt o g e n eti c sti m ul ati o n t o i n d u c e p ul s e d c o ntr a cti o n s of t h e tri c e p s s ur a e 
m u s cl e s i n 3- we e k- ol d mi c e  t o mi mi c d ail y e x er ci s e b o ut s a n d c o m p ar e d tr a n s cri pti o n al pr ofil e s aft er 5 a n d 1 2 d a y s u si n g  R N A s e q u e n ci n g .  
M E T H O D S:  T h e U nit f or L a b or at or y A ni m al M e di ci n e at t h e U ni v er sit y of Mi c hi g a n a p pr o v e d all a ni m al pr o c e d ur e s. Ri g ht tri c e p s s ur a e m u s cl e s of 3 -
w e e k- ol d A ct a 1 -Cr e; Ai 3 2 h o m o z y g o u s  m al e  mi c e w er e sti m ul at e d  d ail y  wit h bl u e l i g ht ( 4 5 5 n m) at 1 0 H z ( 7 0 m s o n-/ 3 0 m s offti m e) f or 2 0 mi nut e s u si n g a 
c u st o m -b uilt s et u p ( 2). Sti m ul ati o n s w er e r e p e at e d f or 5 or 1 2 d a y s ( n = 3/ti m e p oi nt). C o ntr al at er al li m b s er v e d a s n o n -sti m ul at e d  i nt er n al c o ntr ol. Mi c e 
w er e e ut h a ni z e d t hr e e h o ur s  aft er t h e l a st sti m ul ati o n s e s si o n a n d tri c e p s s ur a e m u s cl e s w er e s n a p -fr o z e n i n li q ui d nitr o g e n a n d st or e d i n -8 0 ºC u ntil R N A 
i s ol ati o n. S a m pl e s w er e p ul v eri z e d i n T RI z ol, u si n g a ti s s u e h o m o g e ni z er, a n d t ot al R N A w a s i s ol at e d u si n g P ur e Li n k R N A Mi n i Kit wit h o n-c ol u m n D N A 
di g e sti o n  (I n vitr o g e n). R N A I nt e grit y N u m b er ( RI N) w a s t e st e d u si n g a b i o a n al y z er ( RI N > 9. 0 f or all s a m pl e s). P ol y -A m R N A l i br ar y pr e p ar ati o n a n d 
N e xt -G e n er ati o n s e q u e n ci n g w er e p erf or m e d o n t h e Ill u mi n a N o v a S e q S h ar e d pl atf or m, a n d S n a k e m a k e pi p eli n e  ( 3) w a s f oll o w e d f or q u alit y c o ntr ol a n d 
s e q u e n c e ali g n m e nt.  D at a A n al y sis:  Diff er e nti al e x pr e s si o n ( D E) of g e n e s w a s d et er mi n e d fr o m t h e c o u nt m atri x wit h a p air e d d e si g n i n D E S e q 2  i n 
R/ /Bi o c o n d u ct or  ( 4). A t hr e s h ol d of 1. 2 5-f ol d c h an g e w a s a p pli e d wit hi n t h e W al d t e st s of si g nifi c a n c e. p -v al u e s w er e c orr e ct e d f or m ulti pl e t e sti n g u si n g 
t h e B e nj a mi ni a n d H o c h b er g m et h o d, a n d si g nifi c a n c e w a s s et at p-a dj u st e d < 0. 0 5. F or g e n e o nt ol o g y ( G O) bi ol o gi c al pr o c e s s e s a n d K y ot o E n c y cl o p e di a o f 
G e n e s a n d G e n o m e s ( K E G G) p at h w a y a n al y sis, D E g e n e s lists w er e i n p ut s e p ar at el y f or e a c h ti m e p oi nt i nt o t h e D at a b a s e f or A n n ot ati o n, Vi s u ali z ati o n, 
a n d I nt e gr at e d Dis c o v er y ( D A VI D) ( 5 , 6) a n d a n al y z e d u si n g t h e f u n cti o n al a n n ot ati o n t o ol ( p < 0. 0 1 a n d p < 0. 0 5 f or G O a n d K E G G, r e s p e cti v el y).  
R E S U L T S:  Aft er 5  d a y s of r e p e at e d sti m ul ati o n , m u s cl e s fr o m sti m ul at e d li m b h a d  3 2 6 u p -r e g ul at e d a n d 1 1 0 d o w n-r e g ul at e d D E g e n e s c o m p ar e d t o n o n -
sti m ul at e d c o ntr al at er al m u s cl e s ( Fi g. 1 B). Tr a n s cri pti o n al a cti v ati o n r e d u c e d aft er 1 2 d a y s of sti m ul ati o n, wit h 5 6 d o w nr e g ul at e d a n d 1 1 6 u p -r e g ul at e d 
g e n e s ( Fi g. 1 D). 9 9 D E g e n e s w er e s h ar e d b et w e e n t h e t w o ti m e  p oi nt s. Of t h e t ot al 2 1 K E G G p at h w a y a n al y s e s i n cl u d e d i n t hi s st u d y, l e s s  a cti v ati o n w a s  
o b s er v e d aft er 1 2 d a y s of sti m ul ati o n ( Fi g. 2). A di p o c yt o ki n e si g n ali n g a n d gl y c ol y si s/ gl u c o n e o g e n e si s p at h w a y s w er e e nri c h e d at b ot h ti m e p oi nt s. P P A R 
si g n ali n g a n d i n s uli n r e si st a n c e p at h w a y s w er e al s o e nri c h e d b y sti m ul ati o n. E nri c h m e nt  w a s o b s er v e d i n s e v er al i m m u n e s y st e m -r el at e d p at h w a y s, s u c h a s 
B c ell r e c e pt or  a n d  c h e m o ki n e si g n ali n g. Si g n al i n g p at h w a y s, e. g., J a k -S T A T, M A P K, a n d T N F w er e al s o e nri c h e d. Aft er 5 d a y s of sti m ul ati o n, t h er e w a s a 
l ar g e tr a n s cri pti o n al r e s p o n s e i n i m m u ne r el at e d g e n e s a n d p at h w a y s w hi c h di mi nis h e d aft er 1 2 d a y s. E nri c h e d bi ol o gi c al pr o c e s s e s i n cl u d e d c o m m o n 
p at h w a y s r el at e d t o e x er ci s e -i n d u c e d c h a n g e s ( T a bl e 1).  
DI S C U S SI O N:  T hi s st u d y  e x pl or e d t h e tr a n s cri pti o n al c h a n g e s i n s k el et al m u s cl e f oll o wi n g r e pe at e d o pt o g e n eti c sti m ul ati o n  i n y o u n g mi c e.  O pt o g e n eti c 
sti m ul ati o n  u s e s bl u e  li g ht e x p o s ur e t hr o u g h t h e s ki n t o n o n-i n v a si v el y a n d l o c all y c o ntr a ct t h e  s k e l et al m u s cle ( 2),  w hil e mi ni mi zi n g s y st e mi c ( or g a ni s m -
s c al e) m et a b oli c a d a pt ati o n . It pr o vi d e s a c o ntr oll e d e x p eri m e nt al a p pr o a c h f or p air e d (i ntr a a ni m al) c o m p ari s o n s t h at c a n n ot b e p erf or m e d u si n g tr a diti o n al 
e x er cis e m et h o d s ( e. g., tr e a d mill r u n ni n g). I n t his st u d y, w e o b s er v e d diff er e nti al e x pr e s si o n i n g e n eti c pr o gr a m s of i nt er e st, s u c h  a s m y o g e ni c ( A n k d r 2, 
C s p r 3, M y o D 1 ), a nti-m y o g e ni c ( T e a d 4, T nf r sf 1 2 a ), a di p o g e ni c (A di p o q , C e b p a, L pl, et c.), i nfl a m m at or y ( Il 1 r 1), a n d fi br oti c (L o x ) g e n e s o v er t h e 
sti m ul ati o n p eri o d.  Ex pr e s si o n of t h e s e g e n e s f oll o w e d si mil ar tr e n d s t o pr e vi o u s w or k st u d yi n g m u s cl e tr a n s cri pti o n al r e s p o n s e s aft er t e n ot o m y ( 7 ). F ut ur e 
st u di e s will  f o c u s o n t h e tr a n s cri pti o n al pr ofil e i n a g e d mi c e f oll o wi n g o pt o g e n eti c sti m ul ati o n  a s w ell a s c o m p ari n g o pt o g e n eti c tr a n s cri pti o n al r e s p o n s e s t o 
t h at of “ g ol d st a n d ar d ” e x er ci se r e gi m e n s ( e. g., tr e a d mill r u n ni n g) a n d i nj ur y ( e. g., d e n er v ati o n) .  
SI G NI FI C A N C E / C LI NI C A L R E L E V AN C E : R e p e at e d tr ai ni n g of s k el et al m u s cl e eli cit diff er e nti al  tr a n s cri pti o n al r e s p o n s e s o v er ti m e, a n d t h e s e fi n di n g s 
i n mi c e c a n i nf or m o ur u n d er st a n di n g of e x er cis e -i n d u c e d m u s cl e a d a pt ati o n. Fi n di n g s of t hi s st u d y hi g hli g ht t h e diff er e nti al tr a n s cri pti o n al r e s p o n s e of 
s k el et al m u s cl e f oll o wi n g r e p e at e d b o ut s of e x er ci s e -mi mi c ki n g m u s cl e c o ntr a cti o n s.  
R E F E R E N C E S:  1. E g a n a n d Zi er at h , C ell M et a b olis m ( 2 0 1 3), 1 7( 2): 1 6 2-1 8 4; 2. G a nji et al. C o n n e cti v e Tis s R e s ( 2 0 2 1), 6 2( 1): 1 5 -2 3; 3. Z h a n g a n d 
J o n a s s e n, B M C Bi oi nf or m ati c s ( 2 0 2 0), 2 1 :1 1 0; 4 . L o v e et al., G e n o m e Bi ol o g y ( 2 0 1 4), 1 5: 5 5 0.  5. H u a n g et al. N at ur e Pr ot o c ols ( 2 0 0 9), 4( 1): 4 4-5 7;  6. 
H u a n g et al. N u cl ei c A ci d s R e s. ( 2 0 0 9) 3 7( 1): 1 -1 3; 7 . V a s q u e z-B ol a n o s et al. Fr o nti er s i n P h y si ol o g y ( 2 0 2 1), 1 2.  
A C K N O W L E D G E M E N T S:  N S F C A R E E R A w ar d 1 9 4 4 4 4 8  ( M L K); NI H R 0 1A R 0 7 9 3 6 7  ( M L K); n e xt -g e n er ati o n s e q u e n ci n g w a s c arri e d o ut i n t h e 
A d v a n c e d G e n o mi c s C or e at t h e U ni v er sit y of Mi c hi g a n. T h a n k s t o Z a c h ar y  T at a f or h el p wit h m o u s e h u s b a n dr y.  

 

 

 

 T a bl e 1: E nri c h e d bi ol o gi c al pr o c e s s e s  

  5 d a y s  

  Bi ol o gi c al p r o c e s s  G e n e s  

  S k el et al m u s cl e 
c o ntr a cti o n  

T n ni 1, M y h 8, 
T c a p, et c.  

  P o siti v e r e g ul ati o n of 
a n gi o g e n e sis  

H m o x 1, F gf 1, 
T nf r sf 1 a, et c.  

  S k el et al m u s cl e c ell 
diff er e nti ati o n  

F o s, Atf 3, 
M y o d 1, et c.  

  P o siti v e r e g ul ati o n of 
T N F pr o d u cti o n  

C cl 2, C d 1 4, 
T nf r sf 1 a, et c.  

  Tr a n siti o n b et w e e n f a st 
a n d sl o w fi b er  

T n nt 1, T n ni 1, 
M y h 7, et c.  

  1 2  d a y s  

  Bi ol o gi c al p r o c e s s  G e n e s  

  S k el et al m u s cl e c ell 
diff er e nti ati o n  

A n k r d 1, S o x 1 1, 
Atf 3, et c.  

  R e s p o n s e t o h y p o xi a  K c n m a 1, P a k 1, 
L e p, et c.  

  N e g ati v e r e g ul ati o n of 
c ell pr olif er ati o n  

C e b p a, R g c c, 
F gf r 3, et c.  
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