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Bevezetés:

Lauren Koch és Steven Britton 1996-ban egy heterogén N:NIH patkany csoportbol
(n=186) futasi képességeik alapjan vett szelekcid alapjan kitenyésztett két genetikailag
kiilonb6z6 csoportot, ahol az egyik csoport magas aerob kapacitassal rendelkezik és nagy
futasi teljesitménnyel bir (High Running Capacity = HRC/HCR), mig a masik csoport
alacsony aerob kapacitasti és gyenge futasi képességekkel rendelkezik (Low Running
Capacity = LRC/LCR). E két csoporton végzett vizsgalatok alapjan Britton
munkacsoportja 2001-ben a Science magazinban irta le azt a megfigyelésiiket, hogy az
LRC éllatok méar a 6.generacioban sokkal nagyobb testsullyal rendelkeztek, mint a HRC
csoportba tartozo tarsaik. Ezen feliil, futasi képességeiket tekintve is jelentésen — mintegy
171%-kal — alul maradtak a magas aerob kapacitast allatokkal szemben. Szintén ezzel a
azon sziildk leszdrmazottai, akik csak keveset voltak képesek futni (LRC) sziv-keringési
¢s mitokondridlis problémakat halmoztak fel, megjelentek rajtuk a metabolikus
szindroma jelei, mig a magas aerob kapacitassal rendelkez6 allatok esetében (HRC) nem
jelentkeztek ezek a tiinetek. Tovabba kimutattak, hogy az LRC allatoknal nem megfeleld
az inzulinérzékenység, centralis elhizas jellemezi Oket, valamint kimutathatéoak a

dyslipidemia tiinetei, hajlamuk van a metabolikus szindroma kialakulasara.

Az aerob kapacitas fontos, meghatdrozd tényezdje a vazizomzat felépitése, a benniik
talalhat6 - az oxidativ metabolizmusért felelds - enzimek mennyisége €s aktivitasa, illetve
a mitokondriumok szdma, és azok megfelelé miikodése, mindség-kontrollja. Igy a
maximalis oxigénfelvevo képességnek, valamint a szervezet antioxidans rendszerének az
egyik limital6 tényezdje lehet a hibasan miikddé mitokondridlis biogenezis. Feltételeztiik,
hogy a rendszeres fizikai aktivitasra kialakul6 adaptiv valaszok hatterében egy részrdl az
AMP-aktivalt protein kindz (AMPK), peroxisome proliferator-aktivalt receptor-y
koaktivator lo (PGC-la), nuklearis légzési  faktor 1 (NRF1), mitokondrialis
transzkripcios faktor A (TFAM), és a sirtuinok aktivitasvaltozasa all.

/A SIRT1 fehérje fontos szabalyozd szerepet jatszik az anyagcsere folyamatokban,

kontrolalva olyan transzkripcios faktorokat, mint a PGC-1 o, FOXOI és a p53. Ezért a



SIRT1 aktivatorként is ismert rezveratrolnak is potencidlis hatasa lehet az aerob
kapacitasra/.

Masrészrol meghatarozé tényezé lehet a mitokondridlis mindség-kontroll, — a
mitokondrialis fizi6 és fuzi6 megfeleld egyensulya -, és a folyamatban szintén részt vevd

HSP78, és Lon protedz mennyisége ¢s mitkddése is.

Ezen feltételezések nyoman jelen kisérletinkben azt vizsgaltuk, hogyan alakul a
mitokondrialis adaptiv valasz rendszeres fizikai aktivitds, valamint rezveratrol adagolas

hatasara a kiilonbozd genetikai hattérrel birod patkanyok vaz-, illetve szivizmaban.



Ceélkituzések:

A doktori értekezésemben targyalt vizsgalatok célja annak feltérképezése volt, hogy a
rendszeres fizikai aktivitassal, valamint rezveratrol adagolasaval hogyan befolyasolhat6 a
mitokondrialis biogenezis, valamint az aerob teljesitmény, kiilonb6z6 genetikai hattérrel
rendelkezd allatokon.

Vizsgalatunkban arra kerestiink valaszt, hogy ezen életmddbeli valtozasok, hogyan
befolydsoljak a mitokondridlis biogenezist vazizom-, illetve szivizom szdvet estén.
Tovabba hogy ezen valtozasok kapcsan hogyan befolyasolhato az LCR éallatok
kedvezdtlen genetikai hatterébdl adodo, kiillonbozd betegségek kialakuldsara vald

hajlama, és a HCR allatok aerob teljesitménye.

A. Kkisérlet: A rendszeres fizikai aktivitas és a rezveratrol adagolias hatiasa a
kiilonboz6 genetikai hattérrel rendelkezé patkany csoportok mitokondrialis

biogenezisére vazizom esetén.

Ebben a témaban a kovetkezd hipotéziseket fogalmaztam meg:

- A rendszeres fizikai aktivitas és a rezveratrol adagolas noveli az allatok futési
teljesitményét és aerob kapacitasat.

- A vizsgalatban alkalmazott kezelések hatasara fokozddik a mitokondridlis
biogenezis izomszovetben (a PGCla - SIRT1 Utvonal aktivalasa révén).

- A kezelések kedvezden befolyasoljadk az izomszovet mitokondrialis mindség-
kontrolljat biztositdo enzimek miikodését.

- A testedzés €s a rezveratrol kezelés képes kompenzalni/helyredllitani az LCR
allatok genetikai deficitjéb6l addéddé mitokondridlis problémaékat, ez altal javitjak

életmindségiiket, csokkenti betegségre-vald hajlamukat.

B. kisérlet: A rendszeres fizikai aktivitas és a rezveratrol adagolas hatasa a
kiilonboz6 genetikai hattérrel rendelkezé patkany csoportok mitokondrialis

biogenezisére szivizom esetén.



Ez esetben a kovetkez6 hipotéziseket fogalmaztam meg:

- A vizsgalatban alkalmazott kezelések hatasara javuldo mitokondrialis funkciok
varhatoak a “inaktiv”’ genetikdval bir6 egyedek szivizmaban.

- Edzéshatasra, és rezveratrol adagolasra fokozott AMPK ¢és PGCla aktivitas
varhato szivizom esetén is mely, egyéb transzkripcios faktorok atirasat serkentve fokozza
a sziv mitokondridlis biogenezisét.

- A kezelések javitjak, illetve kompenzaljak a genetikai hatranyokbol adodo

cardio-vascularis betegségek kialakulasanak kockazatat.



Anyagok és modszerek:

Allatok és edzés protokoll

186 f6s homogén alap populacidobol szarmazo, futdsi képességeik alapjan genetikailag
szelektalas protokolljat Koch ¢és Britton irta le és toliik kaptuk az allatokat is (Koch és
Britton 2001). Az igy kitenyésztett inaktiv (LCR) és aktiv (HCR) genetikaval rendelkez6
csoportokbol a vizsgalat kezdetén tovabbi 4-4 csoportot kiilonitettiink el, a kezelés
sajatsagai alapjan, kovetkezoképpen: 1. Kontroll alacsony futé kapacitasa (CL), 2. Edzett
alacsony futd kapacitasu (TrL), 3. Kontroll rezveratrol taplalt alacsony futd kapacitasi
(RsvL), 4. Edzett rezveratrol taplalt alacsony futd kapacitast (TrRsvL), 5. Kontroll
magas futé kapacitasa (CH), 6. Edzett magas fut6 kapacitasa (TrH), 7. Kontroll
rezveratrol taplalt magas futd kapacitasu (RsvH), 8. Edzett rezveratrol taplalt magas futod

kapacitasu (TrRsvH).

Az edzésben résztvevd allatok a masodik héttdl kezdve egy két hetes szoktatasi
id6szakban adaptalodtak az edzés emelkedd intenzitdsahoz. A két hét leteltével
megmértiik az allatok aktualis maximalis aerob kapacitasat. A maximalis oxigén felvétel
(VO2max.) mérése egy specidlisan patkanyok részére kifejlesztett, zart rendszerii
spiroergométerrel tortént. Az allat futdszalagra vald helyezését kovetden, 10 perces
megnyugvasi 1d6 utdn mért VO2 értéket tekintettilk nyugalmi VO2 minimumnak. A 10.
perctdl inditottuk a futdszalagot 10m/perc-es sebességrél, mely értéket 3 percenkét
Sm/perccel emeltiik, egészen az éllat kifulladasaig. Az allat relativ aerob kapacitasat a
kifulladés el6tti 1d6 pillanatban mért maximalis VO2 értékkel azonositottuk. A negyedik
héten mért maximalis aerob kapacitas eredményiik alapjan hataroztuk meg a tovabbi 12
hetes edzés program intenzitasat. Az edz6 allatok 12 héten keresztiil, heti 5 napot, napi 1

orat futottak a maximalis aerob kapacitasuk 60%-an.



Kapaszkodasi teszt

Az allatok mellsd labainak erdfejlodését mérd tesztet hetente végeztilk mindig azonos
napon, az edzést megel6zd reggeli oOrakban. A teszthez egy megkdzelitéleg 40cm
magassagu ,,kapaszkodo-allvanyt” hasznaltunk, ami ald szivacsos feliiletii platformot
helyeztiink, az 4allatok biztonsagosabb leérkezése érdekében. A mérés soran ugy
helyeztiik a patkanyokat az allvanyra, hogy csak két mells6 labukkal tarthattdk magukat
az allvany kozépso, vizszintes radjan. Kapaszkodasi idejliket stopperoraval mértiik, majd

rogzitettiik.

Rezveratrol adagolas

A rezveratrol kezelésre sorolt allatoknak megérkezésiikt6l kezdve minden mésnap szajon
at adagoltuk az 100 mg/testtomeg kg-ra szamolt rezveratrol mennyiséget egészen a 4
hénapos kisérlet végéig.

Hetente ellendriztiik az 4allatok testsulyvaltozasat, valamint vizsgaltuk motoros-
képességeiket kapaszkodasi-, illetve egyensulyozasi tesztekkel.

Az edzés protokoll befejezését kovetden az allatokat dekapitaltuk, majd a gastrocnemius
izmot és a szivet eltavolitottuk az allatokbol. A kivett mintdkat azonnal folyékony

nitrogénbe tettiik, majd a feldolgozas megkezdéséig -80 °“C-on taroltuk.

Western blot analizis

A fehérjék mennyiségének meghatarozdsira Western Blot analizist haszndltam. A
méréshez sziikséges mintdkat NP40-es lizis-pufferben homogenizaltam, majd az
Osszfehérje koncentracié meghatarozasara a Bradford-modszert alkalmaztam, a Bio-Rad
Protein Assay Kit (Bio-Rad #600-005) hasznalatava.

8-12% v/v polyacrylamide SDS-PAGE gélen elektroforézissel futattam megkdzelitéleg
50ug proteint, amit a tovabbiakban PVDF memranra elektrotranszferaltam. Ezt kdvetoen
blokkoltam a membrant 5%-0s tejporos 1XTBST-ben, vagy 1%-0s BSA-s 1XTBST-ben,
majd ,,over night” inkubaltam 4°C-on az elsddleges antitesttel. Ezt kovetden 3x10 percet
mostam a membrant 1xTBST-vel, majd HRP-vel konjugalt masodlagos antitesttel
(nyul/kecske) inkubaltam, egy oran keresztiil, 4°C-on. Az ujabb 3x10 perces mosast

kovetden a membrant 5 percig reagens szubsztrattal kezeltem. A fehérje koncentraciot



szemlélteté denzitasi jeleket rontgen filmen hivtam elé. A band-eket ImageJ szoftver

hasznalataval quantifikaltam, és tubulin housekeeping fehérjéhez normalizaltam.

Szabadgyok koncentracio meghatarozasa

A teljes szabadgyok mennyiség meghatarozasara egy modositott festési modszert
hasznaltam, ahol festékanyagként dichloridihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA) -ot
hasznaltam. (Raddk és mtsa.2004). A mérésben hasznalt H2DCFDA festékanyagot
(Invitrogen-Molecular Probes #D399) ethanolban feloldva 12,5 mM-os koncentraciora
higitva -80°C-on, soOtétben taroltam a haszndlatig. A mérés kezdetén kalium-foszfat
pufferel higitottam 125uM-os koncentraciora a tarolt tdrzsoldatot. A fluoreszcens
reakcioban 96 lyuku, fekete plate-re vittem fel 152ul/lyuk kalium foszfat puffert (pH 7.4),
melyhez 8ul higitott izomszdvet homogenatot, és 40ul 125uM-0s H2DCFDA festéket
adtam. fgy a 200ul 6ssztérfogat végsé koncentracidja 25uM-os lett,

A fluoreszcens intenzitasvaltozast 30 percen keresztiil 5 percenként regisztraltam 485
nm-es excitacios-, valamint 538 nm-es emisszios hullamhossz hasznalataval (Fluoroskan

Ascent FL).

SIRT1 aktivitas mérés

A nuklearis extraktum SIRT1 deacetildz aktivitdsdnak mérésére Cyclex SIRT1/Sir2
Deacetylase Fluorometric Assay Kitet (Cyclex,CY-1151) hasznaltam a mellékelt
protokoll alapjan. 10ul gastrocnemius izom extraktumot 40ul reakcié mix /50mM Tris-
HCI (pH 8.8), 4mM MgCl, 0,5mM DTT, 0,25mAU/ml Lysyl endpeptidase, 1uM
Trichostatin A, 20uM Fluoro- Substrate peptid, 200uM NAD"/ hozzaadasaval,
mikroplaten dsszepipettaztam. Ezt kdvetden a mintakat 10 percig, szobahon inkubaltam.
A fluoreszcens intenzitas-valtozast 10 percenként mértem két oran keresztiil 355nm
excitacios-, illetve 460nm emisszios hullamhosszon. Az igy kapott eredményt a mintak

fehérje tartalmahoz normalizaltam.



Karbonilalt fehérjék mennyiségi mérése

Az oxidalt fehérjék mennyiségi valtozasanak meghatarozasahoz Oxyblot Kittet
(Chemicon/Millipore) hasznaltam, a gyari leirasnak megfeleléen. A szdvetmintékat 4-
dinitrophenylhydrazine-nal (DNPH) tortén6 15 perces kezelést  kovetden,
szobahOmérsékleten inkubaltam neutralizaldé puffer hozzaadéasaval. Az ily moddon
atalakitott fehérjéket 10%-0s SDS-PAGE-gélen futtattam, majd PVDF membranra
transzferaltam. A membrant 5% zsirmentes tejport tartalmazé Dulbecco-PBS-T-ben
(PBS+0,5% Tween 20) blokkoltam 3,5 6ran at, majd DNP-ellenes antitesttel inkubaltam
egy ¢jszakan keresztiil 4°C-on. Ezt kovetden haromszor 10 perces idétartamokat mostam
a membrant 1x PBST-ben, majd 1 o6ran 4at szobahdmérsékleten HRP-konjugalt
masodlagos antitesttel kezeltem. Az immun komplexet kemilumineszcens szubsztrat

hozzaadasaval rontgenfilmen valo el6hivassal jelenitettem meg.

mtDNS szeparaldsa és mennyiségi mérése

A mitokondrialis DNS szeparalasat Q-BIO gene Fast DNA kittel /# 6540-400/ végeztem,
a kitben szerepl6 3-as ,,Lysis Matrix Comb.” felhasznalasaval, a leirasok alapjan. 100 mg
kiindulasi izomszovet mennyiséghez adtam 1ml ,,Sample — Specific Cell Lysis Solution”-
t és a ,,Lysing Matrix”-ot, majd FAST PREP géppel homogenizdltam a mintat. Ezt
kovetden centrifugaltam a homogenatumot (14000g, Sperc), és a feliilaszoval dolgoztam
tovabb. Az elkiilonitett feliiluszot ,,Bindig Matrix” hozzaadéasaval szobahOmérsékleten
inkubdltam, majd egy fugélast kovetden csak a pellettet hasznaltam. Szuszpendaltam
»SEWS-M” folyadékban, és tobbszori sziirési 1épést kdvetden az utolso sziirésnél DEPC-
es vizet hasznalva nyertem ki a mtDNS-t.

A tovéabbiakban a mintdkat egységesre higitottam, majd quantitativ PCR hasznélataval
mértem meg a mtDNS relativ expressziojat, amit a genomialis DNS-hez normalizalva

értékeltem ki.



Statisztikai analizis

A statisztikailag szignifikdns kiilonbségeket normalitas vizsgalatot kovetden Statisztika
8.0 programmal vizsgaltam. Mivel a valtozok jelentés része nem mutatott normal
closzlast, igy az Osszes valtozom elemzésénél nem paraméteres, Kruskall-Wallis
ANOVA-t hasznaltam. Ezt kdvetéen post-hock analizist végeztem, melynek alapja a 2
mintas t-proba nem paraméteres vizsgalata (Mann-Whitney proba). Ahol a p-érték kisebb

volt, mint 0.05, szignifikans kiilonbségként tiintettem fel az abrakon.



Eredmények:

Kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogyan befolydsolja egy 12 hetes futdszalagos
edzésprogram, ¢és/vagy a rezveratrol adagolds az eltérd genetikaval bird patkanyok
fiziologias paramétereit. Az edzés hatds mindkét csoport estében jelentésen novelte a
futdsi teljesitményt, ezzel szemben a rezveratrol onmagaban nem volt egyértelmiien
hatasos az aerob teljesitmény befolyasolasaban. A kapaszkodasi teljesitmény esetében a
rezveratrol a HCR allatoknal pozitiv hatast gyakorolt, mig az LCR allatoknal nem volt
megfigyelhetd valtozas. Az allatok gastrocnemius izmét feldolgozva 15, a mitokondrialis
biogenezis szempontjabdl meghatarozé faktort, illetve azok kezelésre torténd valtozasait
vizsgaltuk. Rezveratrol adagolas hatdsara az AMPK, SIRTI1, és a TFAM nétt a HCR-,
ellenben csokkent az LCR allatok esetében. A mitokondrialis fizios-, illetve fzios
fehérjék szintje alapvetden joval alacsonyabb volt az LCR allatok esetében, de az edzés
¢s a rezveratrol egylittes hatasara szintjik megemelkedett, és elérte a HCR allatok
esetében mért szintet. Hasonld eredményt tapasztaltunk a mtDNS mennyiségi
Osszehasonlitdsa soran is.

Szivizom esetében vizsgdlva a mitokondridlis biogenezis faktorait hasonlo
megfigyeléseket tehettiink, bar kevesebb faktor esetében jott létre szignifikdns valtozas a
12 hetes kezelés hatasara. Edzéshatasra a Fisl, Mfnl fehérjék mennyisége emelkedett
mindkét allat csoport esetében, mig HCR allatoknal az SDHA szintje is jelentdsen nott.
Ezzel szemben az AMPK aktivitds csokkent az LCR dallatoknadl edzéshatasra. A
rezveratrol adagolasnak jotékony hatasa nem volt kifejezett, bar HCR allatoknal novelte
az SDHA mennyiségét, ellenben az LCR csoport esetén csokkentette a TFAM
mennyiségét. A két kezelés egyiittes hatdsa a HCR allatok esetében volt megfigyelhetd a
PGCla, valamint az AMPK aktivitas ndvelésében.

Osszességében ugy tiinik, hogy mig az edzéshatas mindkét genetika esetében jotékony
valtozasokat eredményez, addig a rezveratrol hatdsa erdteljesen kiilonbozik az eltérd

genetikaval bir6 csoportoknal.
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Kovetkeztetések:

Vézizom esetében az edzéshatds jotékonyan befolyasolja mindkét genetikéval bird
allatcsoport aerob teljesitményét, és futasi képességeit, mig a rezveratrol hatas csak a
HCR allatok esetében bizonyult hatékonynak ebbdl a szempontbol. Az edzéshatas az
AMPK aktivitast novelte a HCR allatoknal, ellenben csokkentette az LCR allatoknal, ez a
rendellenes valasz jelezheti az LCR allatokra jellemz6 metabolikus rendellenességek
kialakuldsédnak egyik metabolikus deficitjét. A SIRT1 aktivitas valtozasa, és a PGCla
fehérje tartalom valtozasanak mintdzata koveti az AMPK aktivitasét. Azon csoportoknal,
ahol emelkedett az AMPK aktivités, ott nétt a SIRT1 deacetilaz aktivitas is, melyet jol
reprezentdl az adott csoportnal létrejovd acetilalt lizin, illetve carbonilalt fehérje
mennyiségének ellentétes irdnyt valtozdsa. A mitokondrialis biogenezis f6 koordinatora -
a PGCla-, és az NRF1 bar nem mutatott kiilonesebb valtozast a kezelések hatasara,
mégis a mitokondridlis transzkripcios faktor A (mtTFA) mindkét genetikaval bird
csoportndl szignifikdns emelkedést mutatott a két kezelés egyiittes hatdsara. Az mtTFA
mintazatat koveti a mitokondridlis biogenezis mértékét reprezentaldo mtDNS, valamint az
SDHA mennyisége is, mi szerint a leghatékonyabbnak a két kezelés egylittes hatasa
bizonyult mindkét csoportndl. A mitokondrialis mindség kontroll szempontjabol fontos
fizids és fuzids fehérjék, valamint HSP78 nagy mértékii ndvekedése a kezelések hatasara
LCR allatoknal a javulé mitokondrialis funkciokat jelzi, mig a HCR allatoknal alapvetden
jo0l miikddod szabalyozason mar nem valtoztatott egyik kezelés sem. A zsir metabolizmus
¢és az izomrost differencialodas szempontjabol meghataroz6 SIRT4 és FOXOL1 valtozasa
is a ,,Jlow” allatoknal mutatott kedvezd valtozast midkét kezelés hatdséra, mig a ,.high”
allatok jo érétkeit mar keveésbé befolyasoltak a kezelések. Szivizom esetében a mért
faktorok kevésbé mutattak latvanyos valtozasokat a kezelések hatasara, jellemzden a
mitokondrialis mindség-kontrollért felelés Fis1-Mfnl fehérjék mennyiségében volt
novekedés megfigyelheté mindkét allatcsoportnal. Valamint az AMPK aktivitas esetében
itt is hasonléan negativ valtozas volt tapasztalhato az LCR allatok esetében, mint a
vazizom eredményeinél. Edzéshatisra altaldnossagban pozitiv valtozasok voltak
tapasztalhatéak, mig rezveratrol hatasra a valtozdsok genetika fiiggd kiilonbséget

mutatott.
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