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1. Bevezetés

A fizikai aktivitas fontossagat nem lehet eléggé hangstlyozni. Az ipari forradalom és a
tudomanyos-, és technikai forradalom kirobbanasa Janus-arcu vilagképet eredményezett,
melyben az életmod megvaltozasa egyarant jart mind pozitiv, mind negativ valtozasokkal
az emberek mindennapi életében. A kozlekedési eszkozok fejlddése megkonnyitette az
emberek mindennapi életét, azonban emiatt a munkaba jaras soran megtett, nem ritkan
hosszll sétdkat és a testre gyakorolt pozitiv hatdsait nem élvezhették tovabb. Ennek
hatdsara megjelentek kiilonbozé rekredcios irdnyzatok, melyek ‘“visszahivtak” az
embereket a természetbe, mellyel a fizikai aktivitas csokkenését is sikeriilt mérsékelni.
Az informacids forradalom a tavkozlést és az informacido aramlasat nagymértékben
megkonnyitette, mivel a kommunikacié olyan mértékben felgyorsult, hogy az emberek a
mindennapi feladataikat is mar szinte barhonnan elvégezhették. Fbleg igaz ez a mai
vilagban. Manapsag egyre tobb munkahely allt 4t a “home office”-ra, ezzel is csokkentve
a tarsadalom fizikai aktivitdsanak szintjét. Ez nem csupan az egyénnek probléma, hanem

ebben az esetben mar tarsadalmi szint(i problémarol beszéliink.

A testedzés szisztematikus hatdsait egyre tobb népszerli tanulméany tdmasztja ala
egészséges €s betegségben szenvedd személyeknél egyarant (Ludyga és mitsai., 2020;
Radak és mtsai., 2020). Amellett, hogy a fizikai teljesitoképességet emeli, nagymértékben
hozzéjarul a megfeleld egészség kialakitasahoz, illetve megtartasahoz. A sport minden
teriiletén, legyen itt sz6 az élsportrél vagy a szabadiddsportrol, nagyon fontos tényezo a
vazizomzat fejlettsége. Ehhez a fejlettséghez hozzajarul az izomtomeg nagysaga is, mely
edzéssel nagy mértékben valtoztathatd. Az izomkeresztmetszet novekedése az egyik
legszembetlindbb edzés hatdsra bekovetkezd valtozas. Az izomtomeg nemcsak a sportold
esztétikai megjelenéséhez jarul hozzd, hanem az erdkifejtésének a mértékeéhez is.
Rengeteg sportdg alapja az erd, mely szoros kapcsolatban van az izom

keresztmetszetének a nagysagaval.

A véazizom mérete és annak a megfeleld allapota nem csupan a teljesitmény
szempontjabol jelentds, hanem rengeteg életmddbeli megbetegedés és mozgasszervi
probléma kialakulasat is megel6zheti, illetve kordaban tarthatja azokat. Hiszen a vazizom

az egyik legnagyobb tomegii szerv az emberi testben és ezaltal hatalmas befolyasa van az

10



egész test anyagcseréjére €s hormonalis valtozasaira. Az életkor eldrehaladtaval az
izomtomeg csokken, aminek hatdsara metabolikus és endokrinoldgiai megbetegedések
kovetkezhetnek be. Emellett a mai il életmdd miatt kialakult izomdiszbalanszok ¢és
tartashibak hatasra 1étrej6vé mozgasszervi panaszok korrigalasanak alapvetd eszkoze az
erds ¢és funkcionalisan megfeleld tartdoizomzat, melyet rendszeres fizikai aktivitassal

érhetink el.

Az izomkeresztmetszet fejlesztése a rekreacios sportolok vilagaban is igen nagy teret
hodit maganak. A kondicionaldtermek vildga tele van olyan szabadidds sportoloval,
akiknek elsédleges célja a nagy izomzat kifejlesztése, nem pedig az egészséges életmod
irdanti vagybol végzett rendszeres testedzés. Az esztétikus megjelenést kolcsonzd
kidolgozott izomzat torténelmiink soran is jelentds volt. Gondoljunk csak bele, hogy a
torténelem nagy harcosait €s hoditoit mind hatalmas izomtomeggel abrazoltdk bizonyos
kultardk miivészei, nem beszélve az dkori oliimpiai jatékok atlétairol és a mitologidk
szerepldirdl. Mindezek mellett evolicios szemszdgbdl nézve a dolgot, a nagy izomtdmeg
a magasabb tesztoszteron szintre engedett kovetkeztetni, ami az adott fajon beliili

alfahimekre volt jellemzo.

A kutatok régota foglalkoznak az edzések soran bekovetkezd élettani valtozasokkal,
koztiik a hipertrofidval és annak az élet tobbféle szegmensére gyakorolt hatasaival. A
hipertrofia molekularis itvonalai és jelzérendszerei nem Gjkeletii kutatasi teriilete a sport-
, €s élettudomanyoknak, de a mai napig vannak még megfejtetlen teriiletei. A kutatasok
soran nemcsak a klasszikus rezisztencia edzésekre tértek ki a vizsgalatok, hanem

kilonboz6 mdodszereket hasznaltak az izomkeresztmetszet ndvekedés eléréséhez.

Jelen dolgozatban a hipertrofizaciés modszerek két, szintén sokat kutatott fajtajat fogom
kifejteni, melyeket alternativ hipertrofids modszerekként emlitiink. Ezen modszerek
egyike az tgynevezett “kompenzacios hipertrofia” modell vagy az angolban hasznalt
“overload-induced hypertrophy” modell, ami patkdnyon vagy egéren végzett eljaras.
Miitéti beavatkozassal a hatso 1ab bizonyos izmanak a szinergistai eltavolitasra keriilnek,
mellyel egy “kompenzacios” adaptaciot lehet elérni a megmaradt izomnal. Ezt az eljarast
a gyors ¢és nagymértékli hipertrofia elérésére hasznaljak és szamos kutatds modszertani

alapjat képezi (Hyatt és mtsai., 2008; J. D. Lee és mtsai., 2016).
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A masik alternativ mddszer a Japanban dshonos okklizids vagy érelszoritdsos edzés,
mely a hazajaban és azéta a vildg mas tajain is kedvelt edzésmodszerré valt. Ez a fajta
alternativ edzésmodszer a sport minden teriiletén megjelenhet, de emellett a
rehabilitacioban is kdzkedvelt helyet tolt be. Mindkét esetben az alternativ kifejezést
hasznaltam, utalva arra, hogy nem a hétkdznapi értelemben vett edzésmoddszerekkel

probalunk elérni izomkeresztmetszeti novekedést.

A kompenzécios hipertrofia modellt nem egyfajta edzés modszerként targyaljuk. A
modell sordn az allat folyamatos terhelésnek van kitéve, mivel a meglévd plantarflexor
izom a teststily megtartasaért felels, ami a 2 hetes kezelés soran folyamatos talterhelés
alatt van. Laboratoriumunk korabbi kutatasaban felfedeztiik ennek a modszernek a SIRT1
fehérjét aktivalo hatasat, mely a hipertrofia molekuldris jelzéfolyamatainak egy egészen

ujszerll iranyat tarta fel eléttiink (Koltai és mtsai 2017).

Az okkluziés edzés, egyféle kombinacidja a kiillonbozd edzéseknek a végtagok
vérellatasanak korlatozottsagaval. Ez a fajta terhelés lehet klasszikusan rezisztencia edzés
vagy akar alloképességi edzés is. Dolgozatomban ki fogok térni az okkluzids terhelés
egészségiigyi kockazati tényezdire és a pozitiv élettani hatdsaira is. Ezt a modszert a
terhelés sordn alkalmazzdk a gyakorlatok végrehajtasa kdzben. Kutatdsunk soran ezt a
modszert nem a klasszikus okkluzids eljarasok alapjan alkalmaztuk, hanem ennek az
edzésmodszernek egy Ujszerii hasznalatat mutattuk be. Az altalunk alkalmazott okkluzios
elszoritast az edzés pihendidejében végeztiik, melynek indoklasara és hatasaira alaposan

kitérek.

Jelen dolgozatomban targyalom a kiilonb6zd anabolikus és katabolikus tutvonalak
szerepét, illetve valtozasait a kiilonb6z0 modszerek hatasara. Emellett a mitokondridlis

dinamikat és a redox allapotot és annak valtozasait is ismertetem.

A silent mating type information regulation 2 homolog 1 (SIRT1) fehérje hipertrofiaban
jatszott szerepének megismerésére az elmut évtized sordn sziiletett néhany kutatas,
melyek dolgozatom alapjat képezik és ezeket (a komplexebb hatasmechanizmus és
fontossaga megértéséhez) alaposabban kifejtem (D. Lee és Goldberg 2013, Hong és mtsai
2014, Koltai és mtsai 2017). Ezen kutatasok eredményeit tovabbgondolva formalodott
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meg a dolgozatom témaja, melynek eredményei révén komplexebb képet kapunk a

hipertrofidban szerepet jatszo fehérjék és azok titvonalainak interakcioirdl.

A dolgozatom alapjat képezd kutatasok ujszeriisége abban rejlik, hogy a kompenzacios
hipertrofia modellel végzett vizsgalatok soran a kiilonb6z6é molekularis Gtvonalaknak €s
azok kapcsolatainak a felderitésében mutatunk be ujdonsagokat, mig az okkluzios edzés
egy korabban még nem vizsgalt modszerének alkalmazasaval kaptunk teljesebb képet,

annak élettani hatasairo6l.

A sporttudomany, mint interdiszciplinaris tudomany, szamos lehetdséget biztosit az 0]
kutatasok megsziiletésére. Témavalasztaisom a hipertrofiara és annak alternativ
lehetdségeire esett, mivel mar az egyetemi képzés megkezdése oOta foglalkoztat az
izomkeresztmetszet novelésének a lehetdsége. A klasszikus hipertrofizald edzések
¢lettana régota kutattott teriilet, emiatt dolgozatomban a nem klasszikus hipertrofias

modszereknek a tovabbi megismerését tliztiik ki célul.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Hipertrofia és egészség

A fizikai aktivitds a mai rohan6 vildgban sajnalatos modon hattérbe szorult, ami komoly
egészségiigyi problémakhoz vezethet, mint amilyenek a kardiovaszkularis megbetegedés,
cukorbetegség, rak vagy egyszerlien a mobilitas csokkenése (Blair, 2009; Sanchis-Gomar
és mtsai.,, 2015). A vazizom, mint sok sejtmagvas sejt nagymértékben képes
megvaltoztatni a metabolizmusat és a tomegét a kiilonb6zd ingerek hatdsara. lzom
keresztmetszeti ndvekedést mar az egy ismétléses maximum (1RM) 70%-val végzett
edzés is képes kivaltani (Holm és mtsai., 2008)). Egyfajta hormetikus forditott U-alaka
kapcsolati gorbe van az izom keresztmetszet €s az egészségiigyi allapot kozott
(Figueiredo, de Salles és Trajano 2018). JOI mutatja azt, hogy az ellenallasos edzés
rendkiviil hatékony bizonyos betegségek megeldzésében és kezelésében (Pescatello és
mtsai 2004, Westcott 2012) és kiegészité terapiaként is ajanlott bizonyos betegségek
kezelése soran, mint a diabétesz és a kardiovaszkularis megbetegedések (Westcott, 2012),

(Williams és mtsai., 2007).

A vazizom a szervezet legfobb glikogénraktara, mely a tomegének a megndvekedésével
nagyobb mennyiségili cukor felvételére képes. Egyhetes szigorti agynyugalom hatasara
nagymértékben csokkent az izomtomeg €s az inzulin szenzitivitas (Dirks és mtsai., 2016),
azonban mar egyszeri ellenallassal végzett edzés hatasara javulhat a vazizom inzulin
érzékenysége (Kido és mtsai.,, 2020). Az ellenallassal végzett edzés anyagcserében
jatszott fontos szerepére a késdbbiekben még visszatériink, de most emlitést kell tenniink

egyéb mas betegségek megeldzésében vagy kezelésében.

Régota ismeretes tény, hogy az aerob alloképesség szintje nagymértékben befolyéasolja a
kardiovaszkularis fittséget, azaz a sziv-, és a keringési rendszer megfeleld allapotat. Az
acrob alloképesség szintje forditottan aranyos a kardiovaszkularis megbetegedések
rizikdjaval és a mortalitassal (Nauman és mtsai., 2017). Emellett az izom ereje és tomege
szintén forditott ardnyossdgot mutat a kardiovaszkularis megbetegedésének rizikojaval

(Ruiz és mtsai., 2008). Egy Health Professional’s study elnevezésii projekt alapjan heti
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minimum haromszori ellenallassal végzett edzés hasonld preventiv hatassal bir a halalos
¢és nem halalos kimenetelii kardiovaszkularis infarktus rizikojaval szemben, mint 2,5 éra
sétalas (Tanasescu és mtsai., 2002). Erdemes megemliteni a vildg halalozési okai koziil
az egyik legjelentdségteljesebbet a rakos megbetegedéseket és annak a ellenallassal
végzett edzéssel valo kapcsolatat. Heti legalabb két ellenallassal végzett edzés tobb, mint
30%-kal csokkentette a rakos betegségekbdl fakado elhalalozas esélyét (Stamatakis és
mtsai., 2018).

2.2 Hipertroéfia és sportteljesitmény

Az er6 az a kondicionalis képesség, amely minden sportdgban megjelenik még a
hosszutavfutasban is. Hiszen gondoljunk csak bele, hogy a futas soran megtett tavolsagok
a propulziv fazisban is annak fliggvénye mekkora er6t fejtiink ki a talajra és valojaban az
az atléta nyeri a versenyt, aki ezt az erdszintet hosszabb ideig tudja fenntartani. Az
erokifejtés nagysaga viszont nagymértékben fiigg az izom tomegétdl ¢és az életkortol
(Newman ¢s mtsai., 2003). Bizonyos sportagakban, mint a testépités az
izomkeresztmetszet mértéke kulcsfontossagu, ellenkezd esetekben, mint a magasugras,
ahol a plusz tomeg nem feltétleniil eldnyds a teljesitmény szempontjabol, az
izomhipertr6fia kimondottan hatranyos egy bizonyos szint utan. Emellett pedig bizonyos
sulycsoportos sportdgakban, amilyen a sulyemelés is a nagy maximalis erdnek fontos
szerepe van, mégis a sulycsoportok hatarai miatt a hipertrofia mértéke korlatok k6z¢é van

szoritva.

A kovetkezokben szemléltetem néhany példaval a hipertrofia és/vagy az ellenallassal
végzett edzés fontossagat a kiilonb6zé kondicionalis képességekkel kapcsolatban. Ezen
képességek megléte rendkiviil fontos a megfeleld sportagi teljesitményhez. Hakkinen
¢és Keskinen 1989-es kutatasukban azt vizsgaltak, hogy a kiilonb6z6é kondicionalis
képességeket igényld sportagakban, milyen mértékli a maximalis erdkifejtés nagysaga €s
az izom keresztmetszet kapcsolata (Hakkinen & Keskinen, 1989). Nem meglepé mdodon

azt talaltak, hogy az erdsportoloknal a legnagyobb ezt kdvetden a sprintereknél és végiil

15


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=H%C3%A4kkinen+K&cauthor_id=2583165
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Keskinen+KL&cauthor_id=2583165

az alloképességi atlétaknal a legkisebb az erdkifejtés nagysaga €s az izom keresztmetszet

kapcsolata.

Vikmoen és mtsai (2016), azt vizsgaltak elit néi kerékparosoknal, hogy kombinalt,
ellenallasos és alloképességi edzEs hatasara, hogyan valtozik az izmok keresztmetszete,
maximalis ereje és egy 40 perces ,,all out” terhelés alatti atlag mechanikai teljesitménytik
(Vikmoen és mtsai., 2016). Kutatasukban azt talaltak, hogy mikor az ellenallassal végzett
edzést kombinaltak az alloképességi edzéssel, szignifikans kiilonbség mutatkozott a
maximalis erdkifejtésben, izom keresztmetszetben és a 40 perces terhelés atlag
teljesitményében a csak alloképességi edzést végzd csoporthoz képest. Egy hasonloan
kerékpéarosokon végzett vizsgalat soran, ahol szintén kombinaltak az ellenallassal végzett
edzést az alloképességi edzéssel, a kutatok azt mutattak ki, hogy a Wingate teszt soran
mért csucsteljesitmény nagyobb mértékben novekedett, mint a csak alloképességi

csoportnal (Rennestad és mtsai., 2010).

2.3. Vazizom hipertrofia élettana

Az izom keresztmetszeti novekedéséhez sziikség van az anabolikus és katabolikus
folyamatok egyensulyanak megbomlasara. Ez alaphelyzetben kiegyensulyozott
kapcsolatot jelent a két allapot kozott. A hipertrofia soran ez a kapcsolati egyensuly
megbillen, ami kétféle allapotot jelenthet. Az egyik, mikor az anabolikus azaz az épit6
folyamatok szintje megemelkedik a nyugalmi allapothoz képest, igy érve el eltolodast a
fehérje szintézis iranyaba. A masik eset, amikor is a katabolizmus mértéke csokken a
nyugalmi szinthez képest, ezaltal nem az anabolizmus fokozodik, hanem a bonto
folyamatok gatlasaval csokkenti a katabolizmus mértékét. Ezzel nem a fehérje szintézis

mértékét novelve, mégis izomgyarapodas felé billentve az izomsejtet.

Az érett vazizomsejtben akar 1000 sejtmag is megtalalhato. Edzés hatasara az izomban
1év6 sejtmagok szdma megndvekedhet (Conceicdo és mtsai., 2018). Ennek a hipertrofia
szempontjabol az a kulcsfontossagu jelentdsége, hogy egy sejtmagnak, csak egy kisebb

teriileten kell ellatnia génexpresszios feladatokat. Ezt a teriiletet mionuklearis
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tartoméanyként emlitjiik (Radak és mtsai., 2020). Minél tobb a sejtmag az izomban, annal
kisebbek az egyes mionuklearis tartomanyok, ezaltal a sejtmagok annal hatékonyabban

tudnak mukodni, mert kisebb tertiletre kell fokuszalniuk.

A nagy intenzitassal végzett edzés a szarkomérek mikrosériiléséhez vezethet, ami
aktivalja a szatellita sejteket. Ezek a sejtek a bazalis laminaban vannak, kozel az izom
sejtmagjaihoz. Az izomkeresztmetszet novekedésében fontos szerepe van a szatellita
sejteknek, mivel ezek differencialodasra képes sejtek. Ezen sejtek adott inger hatasara,
mioblasztokkd, miocitdkkd, majd kifejlett miotubulusokka alakulnak (Bentzinger és
mtsai., 2012). Ameddig a szatellit sejtek nem kapnak megfelelé stimulust, addig az
ugynevezett csendes allapotban vannak. A szatellit sejtek izom specifikus Ossejtek,

melyek kétféle modon fejtik ki hatasukat.

A szatellit sejtek proliferaciojuk soran, mikor szimmetrikusan osztédnak kettd aktivalt
szatellit sejt keletkezik vagy ketté szatellita sejt, ami a miogenezisben vesz részt,
ellenben, mikor aszimmetrikus osztoddson mennek keresztiil, egy aktivalt és egy csendes
szatellit sejt keletkezik (Rocheteau és mtsai., 2012). Az aktivalt szatellita sejtek a sériilt
részhez vandorolnak, ahol mioblasztokka differencialédnak és egymadssal vagy a sériilt

izomrésszel fuzionalnak, ezzel segitve a regeneraciot (1. abra).
Csendes
szatellit seit

Aktivilodott
szatellit sejt

Regeneraladott
izom

1. abra: Egy specifikus inger hatdsara bekovetkezo szatellita sejt aktivacid €s annak

1épései (Isesele és Mazurak 2021 4braja alapjan atdolgozva)
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Ezen folyamatok fontos szabalyozoi a szatellita sejtben képz6dé Paired box protein 3
(Pax3) és Paired box protein 7 (Pax7) melyek szatellita sejt aktivaciés markerek és a
fehérjeszintézisben szerepet jatszo fehérjék. Kompenzacios hipertrofia modell
alkalmazasa soran kimutattak, hogy a Pax7 Aaltali szatellit sejt ,,self-renewal” fontos
tényezoje az adaptacio korai fazisanak (Ishido és mtsai., 2009). Laboratoriumunk korabbi
kutatasaban korrelaciot taldltunk a SIRT1 és a Pax7 fehérje emelkedésében kompenzacios
hipertrofia modellnél (Koltai és mtsai., 2017). Murach és mtsai kutatasukban azt talaltak,
hogy egereken végzett kompenzacids hipertrofia modell sordn az allatok szatellita
sejtjeinek a stirlisége (Pax7+/rost) trendszeriien novekedett a kontroll csoportéhoz képest
(Murach és mtsai., 2017). Ellenben abban az esetben, amikor tamoxifen kezelésben
részesitették az egereket, aminek hatasara 90%-kal csokkent a szatellita sejtek stirlisége,
mar a mitéti eljaras sem tudta megemelni a lecsokkent szintet. Hyatt és mtsai kutatasai
alapjan a miutéti kezelés hatasara a Pax3 és Pax7 mRNS ¢és fehérje szintje egyarant
emelkedést mutatott a kontroll csoportéhoz képest (Hyatt és mtsai., 2008). Kronikus
okkluzids edzés hatdsara novekedést talaltak a szatellit sejt stirliségében (Nielsen és
mtsai., 2012). Ez az eredmény megegyezett egy masik kutatassal (Wernbom ¢és mtsai.,
2013) azonban ebben a vizsgalatban akut okkliziot alkalmaztak és csak az egyik 1abon,

de a novekedés mindkét labban szignifikans volt a kiindul6 értékhez képest.

A hipertrofia tobb molekularis jelz6folyamaton keresztiil is képes kifejteni hatasat, mely
fiiggetlen a szatellita sejttél. Ilyen utvonal példaul az AKT-mammalian target of
rapamycin (mTOR) utvonal (2. abra), a foszfatidilinozitol 3-kinase (PI3K) utvonal egy
komponense, mely a mitogén aktivitasra, elérhetd tadpanyagokra, energiaallapotra, és az
jelenlevd oxigénszintre érzékeny és felelds a sejt novekedéséért és a proliferaciojaért
(Mori ¢és mtsai., 2014). Az mTOR az Akt regulatoraként funkcional. Az mTOR két
multiprotein komplexet tud kialakitani az mTOR complex1-et (NMTORCL1) és az mTOR
complex 2-t (NTORC?2), ami a fehérjeszintézisben jatszik fontos szerepet (Bhaskar &
Hay, 2007). A receptor-ligand kot6dés utan a PI3K aktivalodik, ami foszforilalja az Akt
fehérjét, mely egy tobb 1épcsds folyamatban aktivalja az mTOR-t. Novekedési faktorok
¢s hormonok a fent emlitett modon hatnak az Akt-ra, ami aktivalja az mTORC]1-et (Dan
és mtsai., 2014), ami riboszoémalis biogenezist, autofagia és mitofagia gatlast eredményez
(Iadevaia és mtsai., 2014), (Bartolomé és mtsai., 2017). Az mTORC2 szintén fontos

szerepet jatszik az Akt Gtvonalban (Yang és mtsai., 2015).
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Korabbi kutatasok kimutattdk, hogy az mTOR fttvonal, foként a pihend fazisban
aktivalodik (Bolster és mtsai., 2003), (Dreyer és mtsai., 2006). Valdjaban az mTOR
utvonalban megjelend riboszémalis S6 kinase 1 (S6K 1) jatszik fontos szerepet az mRNS
transzlacié meginditasdban (2. abra), emellett gy tinik, hogy fontos szabalyozoja az
edzés hatasara bekovetkezo fehérjeszintézisnek és a hipertrofianak (Baar & Esser, 1999),
(Bodine, Stitt, és mtsai., 2001).

Inger

!

AKT

!

mTOR

l

56

!

Fehérje

szintézis

2. ébra: Az AKt/m-TOR ttvonalban szerepet jatszo fehérjék molekularis jelatviteli

utvonalanak sémadja (Gao és mtsai 2012 abraja alapjan atdolgozva)

Fujita és mtsai kutatasukban az akut okklizios terhelés hatasat vizsgaltak az Akt/mTOR
utvonalban szerepet jatszo Akt, mMTOR és S6k1 fehérjék foszforilacios allapotara (Fujita

¢és mtsai., 2007). Egyediil az S6K1 foszforilalt allapota mutatott névekedést a kontroll
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értékhez képest. Egy masik vizsgélatdban sétalas soran okkluzios kezelést alkalmaztak az
egyik labon, mig a masik 1ab kontrolként funkcionalt (Ozaki és mtsai., 2014). A terhelés
utani biopszia mintdk alapjan nem tortént szignifikans valtozas a csoportok kézott, sem
pedig a kiindul6 értékhez képest az mTOR, Akt és riboszomalis S6 kinazl (S6K1)
foszforilacids szintjében. Id6s személyeken vizsgaltak az akut okkluzids terhelés hatasat
az mTOR, riboszoémalis S6 (S6) és S6K1 foszforilalt/total fehérje aranyara terhelés el6tt
¢s 2 alkalommal utana. Szignifikans emelkedést taldltak mindharom paraméterben a
terhelés elotti értékhez képest az okklizids csoportban, emellett a foszforilalt/total m-
TOR aranyban emelkedést talaltak a kontroll csoportban is a kiinduld értékhez képest
(Fry és mtsai., 2010).

2.4. Katabolikus folyamatok

A hipertrofia masik kulcstényezdje az anabolizmus fokozdsan til, a katabolikus
folyamatok csokkenése, azaz az atrofia gatlasa. A hosszantarté agynyugalom,
immobilizacid, sériilés, Oregedés és sok betegség, mint a rak, cachexia
kovetkezményében a vazizom atrofizalodhat. Az izomtomeg csékkenése kovetkeztében
a kardiovaszkularis és metabolikus megbetegedések esélye megnovekszik. Két f6 ttvonal
van ezen folyamatban, amelyet érdemes megemliteni. Az egyik az ubiquitin-proteoszéma
rendszer, a masik az autofagids-lizoszémalis Gtvonal, melyek koziil az elsd a sejt tobb

crer

2006; Sandri, 2008).

A Forkhead box protein O1 (FOXOL1) transzkripcios faktor, mely gatld hatast fejt ki az
Akt fehérjé (Léger és mtsai., 20006), fontos szerepet jatszik a katabolizmusban. A FOXO1

crcr

Abban az esetben, ha ez a fehérje kikeriil a citoszolba, elveszti katabolikus hatasait.
Emellett pedig maganak az Akt fehérjének is FOXO1 gatl6 hatasa van (Zhang és mtsai.,
2011).

A FOXO1-et az 5' AMP-aktivalt protein kinaz (AMPK) fehérje képes aktivalni (Greer €s

mtsai., 2009), ami egy energiaallapotra szenzitiv molekula, mely az adenilat- kinaz
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reakcidban aktivalodik. A Sestrin csaldd fehérjéi stressz hatdsara aktivalodo fehérjék,
melyek fokozzak az AMPK szintetBudanov és Karin 2008-ban megjelend kutatasukban
azt talaltak, hogy az AMPK-nak m-TOR gatl6 hatasa van (Budanov & Karin, 2008).
Emellett pedig Jornayvaz és Shulman 2010-ben megjelend kutatdsukban a mitokondrialis
biogenezisrdl irnak és az AMPK abban betoltott szerepérdl (Jornayvaz & Shulman,
2010). Ezaltal az AMPK a FOXO1 mellett tovabb blokkolja az anabolikus utvonalak
aktivitasat. A p53 tumorszupresszor fehérje egy apoptozis marker, ami DNS sériilés
hataséara aktivalodik és a Sestrin2 szintjét képes emelni, mely a fent emlitett AMPK
fehérjét aktivalja, ami csokkenti az mTORCI1-et. A FOXO1l megemeli az AMPK
aktivacio szintjét a Sestrin3-on keresztiil, ami mTORCI inaktivaciot okoz (Hay, 2011).

(3. abra)

Sestrin2 FOXO01

\ /

AMPK

mTORC1

3. abra: A Sestrin fehérje interakciodja és szerepe az AMPK altali mTOR utvonal

gatlasdban (Hay 2011 abraja alapjan atdolgozva)

2.5. Alloképességi edzés hatisa a vizizomra

A fizika aktivitas fontos tényezdje az alloképesség milyensége. Az alloképesség megléte
a sportélet minden teriiletén elengedhetetlen, nemcsak az alloképesség profila

sportagakban, de az edzések kozotti regenerdcid iddtartama és mindsége is nagyban

21



Osszefiigg vele. Az alloképességi allapotot vagy kardiovaszkularis fitneszt a VOmax
értékével szoktuk meghatarozni, ami nemcsak a varhato sportteljesitmény mutatdja,
hanem a sziv és keringési rendszer allapotara is kivaloan reflektdlo marker. A VO
szintnek centralis és periférias 0sszetevoi vannak. Centrais a kardiovaszkularis faktor, a

periférias pedig az izom O diffazié (Wagner, 1996).

2.5.1. Edzés hatasara bekovetkezo mitokondrialis valtozasok

Az alloképességi edzés hatasara megndvekedhet a mitokondriumok mennyisége, a
hajszalérhalozat sirlisége és az aerob enzimek mennyisége (Holloszy, 1967). A
mitokondrialis biogenezis mester regulatorként szamontartott Peroxiszoma proliferator
aktivalt receptor gamma koaktivator 1 alfa (PGCL1A) tobbféle izoformmal rendelkezik. A
PGCI1A aktivitasa izoforma specifikus (Yoshioka és mtsai., 2009), melyek kiilonb6z6
funkcioval rendelkeznek. A PGC1A4 mTOR aktivaciot eredményezhet, ami emelkedett

fehérje szintézishez vezetett (White és mtsai., 2014).

A mitokondrium belsé membranjaban talalhato elektron transzportlanc egyik eleme a
Cytochrome ¢ oxidase subunit 4 (COX4), ami az oxidativ foszforilacioban is szerepet
jatszik. COX4 fehérje szintbeli novekedése emelkedett aerob kapacitast mutatott (Lira és
mtsai., 2013). Az elektron traszport lanc szintén fontos szerepldje a mitokondrium belsd
membranjadban megtalalhaté Cytochrome c a sejt apoptdzisaban is fontos szerepet jatszik
(Garrido és mtsai., 2006). Mindkét fehérje szintjének megnovekedése mitokondrialis

biogenezist mutathat.

A silent mating type information regulation 2 homolog 3 (SIRT3) deacetilaz fehérje egy
mitokondrialis fehérje, ami deacetilalni képes a Forkhead box protein O3 (FOXO3)
transzkripcios faktort, ezaltal megvédve a mitokondriumot az oxidativ stresszt6l (Tseng
és mtsai., 2013). A PTEN-induced kinase 1 (PINK1) fehérje pedig a mitofagiaban fontos

crer

(Zhao és mtsai., 2023).

Mindemellett fontos megemliteni az edzés hatdsidra indukélodd angiogenzist is. A

hajszalérhalozat fejlddése rendkiviil fontos tényezd mind az alloképességi sportagak
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terhelési fazisban, mind barmely sport regenerdcios szakaszénak javitasaban. Edzés
hatdsara megemelkedik a szabadgyok termelés, melyre antioxidansokkal reagal a

szervezet.

2.5.2 Oxidativ stressz és az antioxidans hatas a vazizom keresztmetszetre

Az oxidativ stressz ¢és az ellene dolgoz6é antioxidans hatas régota kutatott teriilete az
edzésélettani vizsgalatoknak. Ezen teriilet irodalma rendkiviil széleskori, mely
bemutatdsa tulmutat a dolgozatom keretein, ezért a kovetkezOkben csak az altalunk

legrelevansabb eredményeket fogom ismertetni.

Az oxidativ stressz karosithatja az egyes sejtalkotdkat és magat a DNS-t. Az antioxidans
rendszernek rendkiviili Szerepe van ezen sériilések kivédésében. A szabadgyokok a sejten
belil kiilonb6z6 helyeken termelddnek, de a legnagyobb mennyiségben a
mitokondriumban keletkeznek, ami fizikai aktivitas hatasara emelkedett termeléssel jar
(Davies és mtsai., 1982). Normal koriilmények kozott a felvett oxigén koriilbeliil 2%-bol
lesz szabadgyok, ami edzés hatasara akar 10%-ra is emelkedhet. Ezen oxidacios
folyamatok egyarant tamadjak a fehérjéket, zsirokat és a DNS-t, ami altal redukalodott
miliot teremtenek. Egyik gyakorta vizsgalt antioxidans az 8-Oxoguanine DNA
Glycosylase (OGG1), melynek a termelédése lassti rostokban magasabb, mint a gyors
rostokban (Radak és mtsai., 2007), feltételezhetéen a lasst rostokban meglévé emelkedett

mitokondrium mennyisége miatt.

A nuclear factor erythroid 2—related factor 2 (NRF2) egyik master regulatora az oxidativ
stressz elleni védelemnek, emellett Szerepe van a mitokondrialis Superoxide dismutase 2-
nek (SOD2), mely az oxidativ foszforilacio soran keletkezett szabadgyokot alakitja
tovabb H2O2-vé. A szabadgyokok szerepe nemcsak kartékony, de bizonyos mértékben
hasznos 1is. A keletkezett szabadgyokok és annak melléktermékei molekularis
jelzéfolyamatokat inditanak meg, melyek szerepet jatszanak tobb élettani folyamatban,
mint a mitokondrialis biogenezis (Radak és mtsai., 2013). Edzés soran fogyasztott
antioxidansok csokkentették a szabadgyokok altal katalizalt adaptacios folyamatokat

(Radak és mtsai., 2017).
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A hidrogén-szulfid (H2S) egy gaztranszmitter, melynek szamos élettani hatasa van koztiik
szinaptikus transzmisszio, vaszkularis tonus és gyulladas szabalyozas (Kimura, 2014), de
szempontunkbo6l legfontosabb a SIRT1 fehérjével kozos tulajdonsagok, példaul az
angiogenezisben betoltott szerepe (Arumugam & Kennedy, 2018). 1d6s egereknél azt
mutattak ki, hogy a nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD™) és a H>S szabalyozza az
angiogenezist és az alloképességet (Das és mtsai., 2018). Ezen kutatas alapjan a SIRT1

¢és a HpS feltételezhetden hasonld molekularis jelzéfolyamatokat indukal.

2.6. MikroRNS és az izomkeresztmetszet novekedés

A miRNS-ek olyan nem kodold RNS-ek, melyek géncsendesitd funkcidval rendelkeznek.
Feladatuk a kiillonb6zd génexpresszids valtozasoknak a szabélyozdsaban van. Ezen
molekulak felfedezése az elmult évtized egy fontos kutatasi eredménye tudomanyos
szempontbol. A miRNS-ek vizsgalata szamtalan 11j lehetOséget biztositott a tudomanyos
koz0sség szamara, mivel a hatasat a transzkripcid és a transzlacid kozott fejti ki (Torma
¢és mtsai., 2020). Ezen ellendrz6 funkcidjanak vizsgélataval kozelebbi képet kaphatunk a

génexpresszid milkodésérol.

A miRNS-ekvagy mas néven ,,silencing RNS” a transzkripcio soran képz6dé mRNS-ek
MRNS-hez kotédve degradalja azt, azaz egyfajta csendesitést végez. Ezaltal meggatolva,

hogy az mRNS eljusson a riboszomahoz és ezzel gatolva transzlaciot.

A mikroRNS-ek egy specialis csoportja a myomiR-ek, azaz a vazizom specifikus miRNS-
ek, melyek vazizom specifikusan termelédnek, de nem csak ott fejtik ki hatasukat
(Murphy és mtsai., 2020). A miRNS-ek specialis vezikuldkba csomagolodnak az
izomsejten beliil, amik a véraramon keresztiil eljutnak mas szovetekhez is (Murphy és
molekuldknak a géncsendesitésben igen sokrétii szerepe van, de a mai tudomanyos
allaspont szerint némely miRNS az anabolikus vagy éppen a katabolikus utvonalak

csendesitésében fejtik ki hatasukat.
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Korabbi kutatasok eredményei alapjan a miR-1, miR-133a, miR133b, miR206 jelentds
funkciot toltenek be a mioblasztok differencidlodasaban sejtkultiraban és az embriondlis
mioblaszt differencialodasban (Koutsoulidou és mtsai., 2011). Egy masik kutatas alapjan
(Neves és mtsai., 2014) amiR-1 és miR-206 altali csendesitésnek a Pax3 és Pax7 egyarant

célpontja.

2.7. SIRT1 fehérje hipertrofiaban betoltott szerepe

A SIRT1 fehérje egy NAD™ dependens deacetildz, ami acetil csoportokat vesz el hiszton
és nem hiszton fehérjéktdl egyarant. Szamos élettani funkcidval rendelkezik, tobbek
kozott az oregedési folyamatokban, metabolizmusban és génexpresszios reguldcioban is

részt vesz (Michan & Sinclair, 2007) (Yamamoto és mtsai., 2007).

A SIRT1 fontos szabdlyozoja a zsiranyagcserének a Peroxiszoma proliferator aktivalt
receptor alfan keresztiil (PPARa), ami egy nukleéris receptor fehérje és az ¢hezés soran
fejti ki hatasait. A SIRTI negativ regulatora a p53 apoptdzis fehérjének, mely DNS
sériilés soran aktivalodik és apoptozishoz vezet. Emellett oxidativ stressz elleni
védelemben, tumor szupresszidoban, genom stabilizalasban és DNS javitasban is szerepet
jatszik, sok mas hatasaval egyiitt. A korabban emlitett NAD* dependencia azért fontos,
mert a NAD*/NADH arany a szervezetben energiahidnyos allapotban billen el a NAD*
iranyaba (Canto és mtsai., 2015). Ebbdl adodoan a SIRT1 fehérje hipertrofiaban betoltott
hatasa ezért érdekes kérdés, mert a keresztmetszeti novekedéshez energiatdbbletre van

sziiksége a szervezetnek a kiilonb6z6 izomfehérjék szintéziséhez.

A kovetkezokben alaposabban kifejtek két kordbban megjelent publikaciot, melyek a

dolgozatom kiindul6 alapjat képzik.

Hong és mtsai 2014-ben (Hong és mtsai., 2014) a SIRT1 fehérje S6K1 fehérjével valo
kommunikécio szerepére vilagitottak ra cikkiikben, melyben a kovetkezoket talaltak. A
szerzOk sejtkultirat vizsgaltak, melyben gatoltak a SIRT1 és fehérjét nikotinamid-adenin-
dinukleotiddal (ami a NAD" el6 anyaga, de nagymértékben SIRT gatlo), ezzel elérve az

S6K1 acetilalt allapotat, melynek hatdsara az S6K1 fehérje foszforilacioja csokkent.
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Ezutan, megvizsgaltak, hogy a SIRT1 tulexpresszidja milyen mértékben befolyéasolja a
deacetilaciot. Ebben az esetben a deacetilacid hatasara az S6K1 foszforilalodhat az

mTORCI1 fehérje altal.

Emlésok szervezetében a protein katabolizmus fokozasa és a szintézis csokkentése fontos
védelmi mechanizmus bizonyos esetekben, mint az ¢&hezésés, sériilés, rakos
megbetegedések Ezek az adaptacids utvonalak egy altalanos fehérjebontd aktivitashoz
vezetnek a ubiquitin proteoszoOma tutvonalon (Sandri, 2008) és a megndvekedett
autofagian keresztil (Mammucari €¢s mtsai.,, 2007). A FOXO3 fehérje aktivacioja
izomban fontos szerepet jatszik ezen atrogének transzkripcidjaban (ubiquitin ligdzok,
atrogin 1, muscle RING-finger protein-1 (MuRF1)) (Bodine, Latres, és mtsai., 2001),

(Gomes ¢és mtsai., 2001), ami fokozott atr6fidhoz vezet.

A SIRTI fehérje fehérjeszintézisben, illetve atrofia gatlasaban betoltott szerepét Lee és
Goldberg vizsgalta, melyben azt talaltak, hogy éhezés soran csokkent a SIRT1 tartalom
az izomban, mikdzben az atrogének szintje megndvekedett (D. Lee & Goldberg, 2013).
A SIRT1 szintben nem tortént valtozas 12 és 24 ora elteltével, de 48 6ranal drasztikus
csOkkenés volt megfigyelhetd. Ez a csokkenés egylitt jart a két emlitett atrogén
megnodvekedésével €és az izomtdmeg csokkenésével, ami eddig az idOpontig nem volt

szignifikans.

SIRT1 talexpresszalas megakadalyozta az atrogén felszabadulast és a proteolizist ¢hezés
kozben a deacetilacios aktivitdsdnak koszonhetden és csokkentette az izomvesztést.
Mivel a fent emlitett atrogének aktivacioja FOXO3-hoz koéthetd, ezen eredmények is a

SIRT1 altali FOXO3 aktivitas gatlasat mutatjak éhezés soran.

Annak érdekében, hogy bebizonyitsdk, hogy a fent emlitett hatasok a SIRT1 fehérje
deacetildz aktivacigjdnak a kovetkezményei voltak taplalt allatoknal SIRTI1
taéexpressziot végeztek. Ennek hatasara, nagymértékii izomkeresztmetszet novekedést és

deacetilacids aktivitast talaltak.

A kutatas soran arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a SIRT1 fehérje képes csokkenteni
az ¢hezés soran bekovetkezd izomtdmeg csokkenést a deacetilaz aktivitasa altal. Emellett

pedig a SIRT1 fehérje tulexpresszioja altali FOXO1 szintcsokkenés fontos szabalyozoja

26



crer

mint a [. tipust izmok, kaloria csokkentés hatasara (J. B. Li & Goldberg, 1976).

2.8. Alternativ hipertréfia modellek

Alternativ hipertréfia modellek alatt azokat az eljarasokat és modszereket értjiik, melyek
a ,klasszikus” ellendllassal végzett edzésen kiviili mas moddokon vagy egyéb
modszerekkel egylitt kiegészitve jatszanak szerepet a hipertrofia elérésében. Ezen
modszerek lehetnek az egésztest vibracids edzések, az elektro miostimulacios (EMS)
edzések, az okkluzios edzés, a kompenzacids hipertrofia modell. A kiilonb6zo alternativ
modszerek hasznalata nem csak a kutatasok soran alkalmazott eljarasok egy fajtaja,
hanem bizonyos esetekben egészségiigyi szempontbdl is indokolt hasznalati eszkozok.
Az okkluziés edzést nemcsak kiilonb6z6 ortopédiai beavatkozasok utdn, hanem azt
megeldzden is alkalmazzak, mint prekondicionalis eljaras (Franz és mtsai., 2018). Ezen
modszereket a fent emlitetteken kiviil az élsportban és a szabadidésportban is lehet

alkalmazni (Scott és mtsai., 2016), (Tai és mtsai., 2019).

2.8.1. Kompenzacios hipertréfia

Mint, ahogy kordbban emlitettilk, a modszert gyakorta alkalmazzak olyan kutatasok
soran, ahol a cél a gyors és nagymértékii hipertrofia. Ezzel az eljarassal az egész testre
hat6 terhelés nélkiil is el lehet érni keresztmetszeti ndvekedést. Korabbi kutatdsok sordn
patkany és egér modelleken végezték a vizsgalatokat (J. D. Lee és mtsai., 2016),
(Gumucio ¢és mtsai., 2014). Az allatok kora patkanyok esetében fiatal, kozépkoru €s 1d6s
volt (Murach és mtsai., 2017). Legtobb esetben kdzépkoru és fiatal patkanyokon végezték
a kisérleteket, oreg allatok voltak a legritkdbban bevonva. A vizsgalatok legnagyobb
részét him patkanyokon végezték, de ndstény allatokon is végeztek kutatasokat (Hamilton

¢és mtsai., 2014).
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A modellel legtobbet vizsgalt izom a plantaris, de gyakori vizsgalt izom a soleus (Pearson
& Sickles, 1987) is. A gastrocnemius izmot nem minden esetben tavolitottak el, voltak
olyan esetek, ahol csak a distalis végét, illetve annak egy bizonyos hanyadat mutotték ki
(Murach ¢és mtsai., 2017). Bizonyos esetekben csak a gastrocnemius izmot tavolitottak el
¢s a soleus izmot nem (Hyatt és mtsai., 2008). Ezekben az esetekben a hipertrofia mértéke

kiilonbozott. Ezek betudhatoak az egyes izmok kozotti rosttipus kiilonbségeknek is.

Laboratoriumunk korabbi kutatasaban Koltai és mtsai 2017-ben 13 kdzépkora (15 honap)
patkanyon végeztek kiséletet kompenzacios hipertrofia modellel (Koltai és mitsai.,
2017a). Az allatokat 2 csoportra osztottak: kontroll (C, n=6) és operalt (O, n=7). A m{itéti
eljaras soran eltavolitottdk a soleus izmot és a gastrocnemius izmot teljes egészében, mind
a két hats6 labbol. A kontroll csoporton ,,al” operacot hajtottak végre, melyben a
gastrocnemius €s soleus izmok inat elszeparaltak a plantaris inatol. A kisérlet idétartama
2 hét volt, melyben az allatok nem végeztek semmilyen edzésprogramot egyik csoportban

sem.

A  mintak feldolgozasa utan Western Blot, polimeraz lancreakci6 (PCR),
Immunohisztokémia, microRNS (miRNS) mérés mellett kiilonbozo Kit-ek
alkalmazaséval mértek aktivitdsokat. Eredményeik koziil megemlitem, azokat, melyek a

kutatdsomhoz legrelevansabban kapcsolodnak.

A plantaris izom tomegében 14 nap alatt a vizsgalati csoportban 40%-os novekedés volt
megfigyelheté a kontroll csoportéhoz képest. Az izomsejtek szamaban nem tortént
valtozas a két csoport kozott. A Pax7 fehérje, ami a szatellit sejtek expresszidja soran
keletkezd transzkripcids faktor, mely fontos szerepet jatszik a vazizmok
fehérjeszintézisében, nagymértékli nodvekedést mutatott az operdlt csoportban a

kontrollhoz viszonyitva.

A megnovekedett hipertrofia erdsen korrelalt a SIRT1 mRNS, fehérje és aktivacios
szintjével. Mindezek mellett a SIRT1 fehérje novekedése egyiitt jart a p53 fehérje

szignifikans csokkenésével a vizsgalati csoportban.

A nikotinamid-foszforibozil-transzferaz (NAMPT), ami a NAD" bioszintézis fontos el

anyaga, megemelkedett az operélt csoportban. Erdekes médon a NAD* szintje nem
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emelkedett szignifikdnsan, mikozben a NADH szintje és a sejt becsiilt oxidacios allapota

csokkent a vizsgalati csoportban.

Az Aktl fehérje szintén szignifikansan novekedett a vizsgalati csoportban a kontroll
csoporthoz képest, emellett pedig a FOXO1 fehérje szintje csokkent. Ezekbdl az
eredményekbdl ugy tiint, hogy a SIRT1 fontos szerepet tolt be a fehérjeszintézisben az

anabolikus és katabolikus markerek alapjan.

Az Akt fehérje, melyet a SIRT1 fehérje deacetildlni képes, és szerepet jatszik a
fehérjeszintézisben (Mattagajasingh és mtsai., 2007). A SIRT1 aktivalja az Akt fehérjét,
aminek ugy latszik fontos antiapoptotikus hatasa van (D. Wang és mtsai., 2013). Emellett
a SIRT1 olyan génekre is hatassal van, melyek fokozzak a sejt novekedéséért felelds

jelatviteli utvonalakat, mint amilyen az Akt (Rafalski és mtsai., 2013).

Mindezek mellett korabbi kompenzacids hipertrofia modellekben vizsgaltak a hipertréfia
és az atréfia Utvonalban szerepld fehérjéket. Egy kutatasban az mTORCI korai
aktivaciojat vizsgaltak, ahol mar néhany nap alatt emelkedést talaltak mind az Akt és a p-
Akt szintjében a hipertrofia modellnél. (Miyazaki és mtsai., 2011). Szintén kompenzacios
hipertrofia modellnél 1 hét utan szignifikdns csokkenést talaltak az AMPK szintjében
(Thomson & Gordon, 2005), ami a fent emlitett mTOR ttvonalat szabalyozhatja.
Egereken végzett miitéti eljaras hatasara az S6K1 foszforilacidja megnovekedett (Pérez-

Schindler és mtsai., 2013), ami szintén az mTOR ttvonal egyik kulcsfehérjéje.

2.8.2. Okklazios edzés

Bizonyos esetekben, amikor az alany nem tud részt venni magas intenzitasu edzésben
valamilyen hatraltato tényez0 miatt, el0szeretettel alkalmazott eljaras az okkluzios edzeés.
Okkuzios edzés soran akaddlyozzuk az adott végtag vérellatdsat &és annak
visszadramlasat, mellyel rengeteg pozitiv élettani hatast érhetiink el. Erelszoritassal
végzett edzés megnovekedett izom keresztmetszeti novekedést eredményez (Farup és
mtsai., 2015), mindezt alacsony intenzitds, azaz az egy ismétléses maximum 40%-a

mellett. Ebben a kutatdsban nem tértek ki arra, hogy melyik izomrost tipus
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hipertrofizalodott, ellenben korabbi kutatasokban azt talaltak, hogy a gyors rostok azok,

amelyek elsddlegesen aktivalodnak (Loenneke, Fahs, és mtsai., 2012).

Az irodalom szerint az okkluzios edzésnek 3 {6 fajtdja van, mikor az érelszoritas fennall
mind a pihendidében, mind a gyakorlat soran (Centner, Lauber, és mtsai., 2019).
Bizonyos esetekben csak a munkafazisban (Yasuda €s mtsai., 2013), végiil pedig, mikor
edzésterhelés nélkiil nyugalomban alkalmazzak az elszoritast (Takarada és mtsai., 2000).
Okkluzios edzést leggyakrabban ellenallassal végzett edzéssel kombinalva (Wilson és
mtsai., 2013), vagy aerob alloképességi terhelés mellett alkalmazzak (Abe és mtsai.,
2010). Bizonyos esetekben pedig EMS vagy vibracios edzés mellett (Item és mtsai.,
2011).

Ez a fajta edzésterhelés rendszeresen alkalmazott modszer mind a rekreacios sportban,
mind a rehabilitacioban. Loenneke és mtsai ajanldsa alapjan az elszoritds soran az artérias
keringés részben, a vénas keringés viszont teljesen gatlas ala kell keriilnie a megfelel
fiziologias valaszok kivaltdsdhoz (Loenneke és mtsai.,, 2014). Ezalatt az artéridra
megndvekedett kiils6 nyomds és beliilrdl fakadd nyiréeré (da Cunha Nascimento és
mtsai., 2020) hat. A csokkent artérias bearamlas miatt a vazizom nem kap megfeleld
mennyiségli oxigént, ami tejsavszint emelkedést eredményez (Loenneke és mtsai., 2011).

A csokkent pH szint emeli a novekedési hormon szekréciot (West & Phillips, 2012).

Emellett az oxigénhidny miatt az oxidativ anyagcserével dolgozo lassu rostok nem
kapnak megfeleld mennyiségli oxigént a miikddésiikhoz, emiatt a gyors rostok vesznek
részt domindnsan az izomkontrakcidoban. Az elszoritds hatasdra a gyors izomrostok
aktivacioja megnovekedik (Loenneke, Fahs, és mtsai., 2012). Az okkluzios edzésnek is
vannak bizonyos biztonsagi szabalyai, amit mindenképpen be kell tartani. A
kovetkezOkben kitérek a 2 £6 ,,kockazati” teriiletre, melyet az okkluzids edzés leginkabb

érint:
-kardiovaszkularis valtozasok

-vénas tromboembodlia

Kardiovaszkularis valtozasok koziil elsésorban kiemelném a vérnyomasra, a pulzusra és

az Utbétérfogatra vald hatasat az okkluzionak. Rossow és mtsai kimutattak, hogy a
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kiilonb6z6 méretii okklizios bandazs kiilonb6zé mértékben okoz valtozasokat a
pulzusértékben (Rossow és mtsai., 2012). Emellett pedig mind a vékony mind a vastag
bandazs emeli a brachialis és a centralis vérnyomasértéket. Libardi és mtsai 2017-es
publikécidjukban leirtdk, hogy alacsony intenzitassal végzett elszoritasos edzés kisebb
mértékben emelte a szisztolés és a diasztolés vérnyomast és a pulzusértéket, mint az I1RM
60%-val végzett edzés kifaradasig (Libardi és mtsai., 2017). Egy szintén kifaradasig
végzett alacsony intenzitdsu (1RM 20%) edzésterhelés okkluzids elszoritdssal magasabb
maximalis pulzus és vérnyomas értéket mutatott a kontroll csoporthoz képest. Viszont az
elszoritas hatdsara csokkent az iitotérfogat értéke a vizsgalati csoportban (Takano és

mtsai., 2005).

Fontos vizsgalti teriilete az okkluzids edzésnek a vér alvadasi faktoraira és a trombus
képzddésre iranyuld kockazati tényezok megismerése. Azon kutatasokban, melyekben a
trombus-, vagy a rogképzodést vizsgaltak a leggyakrabban mért faktorok a D-dimer,
protrombin fragmentum (PTF), trombin-antitrombin 3 komplex (TAT) és a C-reaktiv
protein (CRP). Hozz4 kell tenni, hogy ezek a kutatdsok foként az egészséges populaciot
vizsgaltak és alacsony szamu klinikai kutatas késziilt a témaban. Madarame és mtsali
(2010) azt talaltak, hogy alacsony intenzitasu okkluzids edzés hatasara a TAT, D-dimer,
PTF szintje nem emelkedett az okkluzi6 nélkiili csoporthoz képest mas faktorokkal egyiitt
(Madarame és mtsai., 2010). Kronikus okkluziés edzést hasonlitottak Ossze nagy
intenzitasu okkluzio nélkiili ellendlldssal végzett edzéssel, ahol szintén nem talaltak
emelkedést a fibrinogén, D-dimer és a CRP szintjében, ellenben emelkedett a szoveti

plazminogén aktivator (tPA) szintje, ami fibrinolizisben jatszik szerepet (Clark és mtsai.,
2011).

Mint korabban emlitettem az alacsony intenzitassal végzett edzésmodszer foként a lasst
rostokat aktivélja, mivel a gyors rostok magasabb ingerkiiszobbel rendelkeznek. Ennek
ellenére azt talaltdk, hogy az érelszoritasos kezelés, emelkedett gyors rost aktivaciot

eredményezett (Loenneke, Fahs, és mtsai., 2012).

Okkluzios edzés hatasara emelkedett S6K 1 foszforilacios szintet talaltak, ami az mTOR
fehérje egyik célpontja (Fujita és mtsai., 2007), emellett pedig ez a fajta edzésmodszer

intramuszkularis pH szint csokkenést eredményezett (Suga ¢és mtsai., 2009). Kutatasi
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eredmények alapjan gy tlinik, hogy a klasszikus ellendllassal végzett edzés hatasosabb
eréfejlesztés szempontjabol (Lixandrao és mtsai., 2015) és magasabb felszini elektromos

aktvitast mutat (Fatela és mtsai., 2018), mint az alacsony intenzitast okkluzios edzés.

Korabbi eredményekbdl az is kideriilt, hogy az érelszoritassal kombinalt terhelés az
alloképességi atlétak szamara nagyobb elényokkel jar, mint a sprinterek szamara (Takada
¢s mtsai., 2012). Az elszoritasos edzés ritkan alkalmazott modszer elit sportolok kdrében
az izomaktivacids mintdzat milyensége és a kezelés soran fellépd fajdalom miatt
(Fitschen ¢és mtsai.,, 2014). Az alacsony intenzitas edzés okkluzios elszoritassal
kombinalva gyakorta alkalmazott eljaras id6sek korében (Iida és mtsai., 2011), (Centner,
Wiegel, és mtsai., 2019).

Kutatasok nagyobb mértékben mutatjak meg a gyors rostok aktivaciojat, alapvetden
inkabb az er6 és gyorsasag dominansabb sportagakban lehet hasznosabb ez a fajta
modszer. De a kiilonb6z6 kutatasok, ahogy a fent emlitettek is eltéré eredményekrol
szamoltak be. Korabbi vizsgaltak a szisztémas hatasat az érelszoritdsos edzésnek, ahol az
alsé végtag elszoritasaval végzett terhelés hatasait vizsgaltak a torzs izmaira (Ampomah
¢és mtsai., 2019). Ebben a vizsgalatban a kutatok nem talaltak szignifikans kiilonbséget a

két csoport torzs feszitd izmainak méreteiben és erdkifejésének a nagysagaban.

2.8.2.1. Az elszoritas nagysaga

A modszer alkalmazas soran nagyon fontos a megfeleld elszoritds mértékének
kivalasztasa. Korabban az irodalomban az 50 mmHg-t6l egészen a 300 mmHg-ig (Kubota
¢és mtsai., 2011), (Loenneke és mtsai., 2015) is terjedt az elszoritas mértéke, a részlegestol
a teljes elszoritasig. Sok esetben az alkalmazott elszoritasi értéket az artérias okkluzios
nyomashoz (AOP) viszonyitjuk, Az ajanlasok alapjan a nem teljes okkluzional az AOP
40-80% kozotti tartomany a legidealisabb edzés soran (Jessee és mtsai., 2016). Ahogy
mar koradbban emlitettem az alkalmazott intenzitasnak bizonyos tartomanyok kozé kell
esnie. Ehhez ismerniink kell az alany 1RM-ét és ennek az értéknek a szazalékos
aranyahoz kell viszonyitani a megvalasztott intenzitast. Az 1RM 20-40%-at ajanlja a

szakirodalom (Scott és mtsai., 2015). A szériaszam ¢és az ismétlésszam sok esetben eltéro.
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A pihend id6 pedig klasszikus esetekben 30-60 masodperc kozé esik (Jessee €s mtsai.,
2018), (Loenneke, Wilson, és mtsai., 2012). Az okklizios edzések terén egyre tobb
kutatas foglalkozik a mikroRNS-ekkel, melyek vizsgalata az elmult évek frekventalt

témaja.

Dolgozatomban két frekventaltan alkalmazott alternativ hipertrofia modszert vizsgaltam,

melyek reprezentativak, mind a human mind az allatmodellek szempontjabol.

A human modell az okkluziés edzés volt, az allatkisérlet pedig a kompenzacios hipertrofia
modell. Mindkét moddszernek megvannak az elényei és a hatrdnyai, melyeket a
késdbbiekben még részletesen kifejtek. Ezen elénydk és hatranyok lefedése miatt
alkalmaztuk mindkét eljarast, hogy pontosabb képet kaphassunk a lezajlé molekularis

valtozasokrol.

Kutatasunk soran célul tiiztiik ki, hogy a hipertrofia mar meglévo gazdag irodalmat még
mélyebben felderitsiik. Kivancsiak voltunk, hogy a kiilonb6z6 alternativ hipertrofias
modszerek miként hatnak a vézizomra és annak élettani karakterisztikdjara. Mindkét
esetben vizsgaltuk az anabolikus és katabolikus utvonalakat, emellett a mitokondridlis
dinamikat és a redox allapotot. Szerettiik volna megtudni, hogy a kiilonb6zo terhelési
metodusok, milyen ¢lettani és biokémiai valtozast indukalnak a vazizomban akut terhelés

vagy kronikus edzés kovetkeztében.

A fejezet soran alaposabban bemutatott kutatasok a SIRT1 fehérjeszintézisben vagy a
katabolizmus gatlasaban megmutatkozé szerepét mutattak be. Legjobb tudasunk szerint
laboratoriumunk kutatasa az egyetlen publikalt forras, ami a SIRT1 fehérje hipertrofidban
betoltott szerepére mutat ra (Koltai és mtsai., 2017a). Dolgozatom egyik 6 iranyvonala
a SIRT1 hipertréfidban betoltott szerepének a mélyebb megértése volt, az anabolikus €s

katabolikus folyamatok valtozasai alapjan.

Az okkluzids edzés sordn az érelszoritas ideje és nagysaga kiilonbozik. Ahogy a korabbi
alfejezetekben beszamoltam roéla, az okkluzios edzésnek igen komplex irodalma van és a
hipertrofidban betdltott szerepe is alaposan kutatott téma. Ennek ellenére legjobb
tudasunk szerint a mi vizsgélatunk az els6, ami az elszoritast a pihendidében alkalmazza

¢s annak hatasait vizsgalja.
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3. Célkitiizések

Legfobb célkitlizésiink a hipertrofia hatdsara bekovetkezd élettani hatdsoknak a tovabbi
felderitése, mely nemcsak a fehérjeszintézisre és degradaciora terjedt ki, hanem az izom

energetikai allapotara hat6 valtozasok felderitése is.

Vizsgalatainkat 2 f6 iranyban hataroztuk meg: human és allat modellen végzett kutatassal.
Kutatdsunk az alternativ hipertr6fias vizsgalatokra terjedt ki, melyek koziil az egyik a

kompenzacios hipertrofia modell, a masik pedig az okkluzios edzés.
Hipotéziseinket a kdvetkezOképpen fogalmaztuk meg.
1. Az allatmodelles vizsgalatnal feltételeztiik, hogy:

1.1. A kompenzacids hipertrofia modell alkalmazdsdnak hatasara a fehérjeszintézis
markerei emelkednek és a katabolikus ttvonal markerei csokkenek a kompenzacios

csoportban a kontroll csoportéhoz képest.

1.2. A mitokondrialis biogenezis markerei emelkednek és a mitofagia markerek

csokkennek a kompenzacios csoportban a kontroll csoportéhoz képest a kezelés hatasara.

1.3. A kezelés hatasara az antioxidans markerek szintje megemelkedik a kompenzacids

csoportban a kontroll csoportéhoz képest.
2. A human vizsgalatnal feltételeztiik, hogy:

2.1. A terhelések kozotti pihend iddben végzett okkluzios terheléssel kombinalt akut
ellendllassal végzett edzés utan az izom anabolikus markereinek a szintje megemelkedik

a katabolikus markerek pedig csokkennek az okkluzios 1abban a kontroll 1abhoz képest.

2.2.A mitokondrialis biogenezis és a kapillarizacio markerei megemelkednek az

okkluzids labban kontroll 1abhoz képest.

2.3. Az antioxidansok szintje emelkedik az edzés hatasara az okkluziés labban a kontroll

labhoz képest.
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4. Anyag és modszer

4.1. Modszer valasztas szempontjai

Az okkluzios edzés régdta kutatott teriilete a sport-, és egyéb élettudomanyoknak,
melynek hatdsmechanizmusait alaposan feltartdk, de ennek ellenére maradtak még
kiaknazatlan teriiletei. Jelen dolgozatban egy az okkluzios edzés egy 1j fajtajat vizsgaltuk,
mely soran az érelszoritdst csak a pihend idejében alkalmaztuk. Erre azért volt sziikség,
mivel szerettiik volna ezt a fajta edzésmodszert atiiltetni az €élsportba, ahol az intenzités

sokkal magasabb, mint a klasszikus okklazi6 soran.

Mint korabban emlitettem nem végezhetd nagy intenzitasu terhelés az érelszoritas alatt,
ezért a vizsgélatunkban maga az edzésmunka magas intenzitdsu volt és a pihend id6ben
alkalmazott okkluzio totalis keringési elzarast eredményezett. Feltételeztiik, hogy ez a
fajta kombinacidja az okkluzidnak és a nagy intenzitasu ellenallassal végzett edzésnek
nagyobb mértékli adaptacios valaszokat ad, mint a klasszikus ellenallassal végzett edzés
onmagéban. Ezen modszer eldnyei, hogy human vizsgélat, ami az emberi testedzés soran
adott ¢lettani valtozasait sokkal jobban mutatja, mintha 4allatkisérletes modellt

alkalmaztunk volna.

Ellenben a hatranya ennek a mddszernek az, hogy a mintavételezés lehetdsége sokkal
korlatozottabb, mint az allatkisérletek soran. Emiatt a korlatozottsag miatt valasztottuk
masik modszerként az allatkisérletet. Itt az allatok nem vettek részt semmilyen edzésben,
ehelyett mitéti eljarassal eltavolitottuk a plantarflexorok egy részét és a megmaradt
izomnak kellett atvennie a kiesé izmok helyét, mely nagymértékii ,,kompenzacios”
hipertr6fidt eredményezett. A fent emlitett modszert rendszeresen hasznaljak

nagymeértékii és gyors hipertrofia elérésére.

Vizsgalatainkban a terhelés hatasara bekdvetkezd valtozasokat kiilonb6zé molekularis
biologiai modszerekkel vizsgaltuk meg, hogy komplexebb képet kapjunk az adott gének
szerepére illetve azok karakterisztikdjara a kiilonboz6é modszerek hatdsara. Mindkét

vizsgalat soran a vazizom szoveteit gyiijtottiik be és vizsgaltuk meg.
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Kutatdsunk soran a génexpresszio tobb kulcselemét célkeresztbe helyeztiik, melyek

egészen a transzkripciotdl a transzlacioig terjedtek.

1) A kompenzacios hipertrofia modellel vizsgaltuk a kronikus terhelés hatasait a
vazizomban a kiilonbdz6 metabolikus tvonalak, redox potencidlok és mitokondrialis

dinamika szempontjabol allatmodellen.

2) Az egyszeri okkluzios edzésterhelésre adott akut é€lettani valaszokat vizsgéltuk a
kiilonb6z6é metabolikus utvonalak, redox potencialok, kapillarizacio €s a mitokondrialis

dinamika szempontjabdl vazizomban human énkontrollos modellen.

4.2. Kompenzacios hipertréfia modell

Vizsgalatunk sordn miitéti eljarasnak vetettiik ala az allatokat, ahol a hatsé 1ab plantaris
izmat ,hipertrofizaltuk™, azaltal, hogy a szinergista izmokat eltavolitottuk. A vizsgalatot

a TUKEB etikai engedélyével végeztiik (63/2/2017 and PE/EA/62-2/2021).

4.2.1. Vizsgalati allatok

A kompenzacids modell soran 18 him Wistar patkdnnyal dolgoztunk. Az éllatok életkora
8 honap volt. A vizsgalat soran 2 csoportot alakitottunk ki a kompenzacios csoportot (O)
(az angol ,,overload” szobol, ami a kutatasok soran leggyakrabban hasznalt megnevezés)
és a kontroll csoportot (C). Az allatok testtomege (C: 399+16,98g; O: 381+34,12Q)
hasonl6 volt a két csoportban. A vizsgélat soran az allatokat kettesével helyeztiik el kiilon-
kiilon ketrecekben és a lakohelységiikben 12 orankénti fény és sotétség valtakozast

alkalmaztunk. Az éallatok taplalék és folyadék ellatottsaga ad libum volt.
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4.2.2. Miitéti eljaras

Az éllatok mutéti eljarasat a 4. abran mutatjuk be. Az éllatok testtomegének megfeleld
mennyiségli pentobarbital anesztetikum (32mg/ttkg) intraperitonialis alkalmazasaval
elaltattuk az allatokat a beavatkozas el6tt. Miutan meggy06zdodtiink, hogy az allatok
alszanak és nem éreznek fajdalmat (hatso 1ab csipesszel valé megnyomasa) leborotvaltuk

a hatso 1ab labszaranak a posterior oldalat.

Ezek utdn bemetszést ejtettiink a plantarflexorok lefutasaval parhuzamosan a térdhajlattol
a sarokcsontig, figyelve, hogy csak a bort vagjuk meg. A bemetszés utan lefejtettiik a bort
az alatta fekvd izompolyardl, amit utdna szintén 6vatos metszéssel feltartunk. Kévetkezd
lépésként az izompolyat fejtettiik le az alatta fekvo plantarflexorokrol ligyelve, hogy ne
okozzunk sériilést az izmokban. Eddig a 1épésig mindkét csoportnal eljutottunk, ezaltal a
C csoportunkat is alavetettiik egy miitéti eljarasnak az izmok eltavolitasa, illetve azokon

okozott sériilések nélkiil.

A tovabbi lépéseket az O csoporton végeztiik, kivéve a keletkezett metszéseknek az
Osszevarrasat és fertdtlenitését. Az O csoportnal folytatasként atvagtuk az Achilles-inat,
amivel a soleus és gastrocnemius izmokat eltdvolitottuk a tapadasi helyérdl, ezek utan
atvagtuk mindkét izmot a lehetd legkdzelebb az eredési pontjukhoz, anélkiil, hogy a
plantaris izmot megsértenénk. A kovetkezo 1épéseket mindkét csoportban alkalmaztuk.
Els6ként a felnyitott izompolyat varrtuk ssze felszivodod cérnaval, majd utana a felnyitott
bort zartuk le szintén felszivodd cérnaval. Utolso 1épésként Betadin fert6tlenitd oldattal

kezeltik a sebeket.

A éllatok miutan felébredtek az altatds utdn fajdalomcsillapitasban  és
gyulladascsokkentésben részesiiltek 12 oranként a kovetkezé 3 napon. A fajdalom és
gyulladascsokkentdt szintén intraperitonedlisan alkalmaztunk. Cataflan (43,7 mg
diklofenak-rezinat (15 mg diklofenak-natriumnak felel meg) /ml; 0,5 mg diklofenak-
natrium/csepp) szuspenzios oldatot alkalmaztunk 3 csepp/ttkg/nap, ahol cseppentés utan
fiziologias sooldattal felhigitottuk az oldatot 1ml-re cseppenként. A miitott allatokat

folyamatos ellen6rzés alatt tartottuk a kezelés teljes 2 hetes idGtartalma alatt.
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4. abra: Az abran az izmok eltavolitdsdnak egyes mozzanatai lathatdak

4.2.3. Az izommintak begyiijtése

A kéthetes kezelés utan az allatokat a korabban emlitett anestetikum alkalmazasaval
elaltattuk, majd utana dekapitaltuk. A plantaris izmokat mindkét csoportbol begytijtottiik
majd folyékony nitrogénnel fagyasztottuk, ezutan -80 °C fokon taroltuk a tovabbi
feldolgozasig.

4.3. Biokémiai valtozasok detektalasara hasznalt médszerek kompenzacios
modellnél

4.3.1. Western blot molekularis biologiai eljaras

A mintdkat homogenizaltuk Turrax homogenizatorral (IKA T10 basic ULTRA-
TURRAX DISPERSER 50/60Hz Németorszag) jégen lizispuffer hozzaadasaval (137mM
NaCl, 1% NP 40, 10% glicerol, 20mM Tris 8,0 pH), proteaz/foszfataz inhibitorokat
adtunk hozzé (Aprotinin (2ug/ml), Leupeptin (Spg/ml), PMSF (ImM), Na orthovanadat
(ImM)). Uténa 40 percig jégen razattuk. Ezutan centrifugaltuk 15000g-n, majd a
feliiltiszot lepipettaztuk.
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A mintakat fehérje mérésnek vetettiik ala Bradford (BioRad Protein Assay, Dye Reagent
Concentrate) és Lowry metddussal. A mintakat triplikatumban vittiik fel majd Multi Scan
EX (Thermo Labsystem) géppel vizsgéltuk 595 nm hulldmhosszon, majd egységes
koncentraciora higitottuk. A mintakat 2X-es Laemmli pufferrel higitottuk, majd 5 percen
keresztiil 90 °C fokon melegitettiik. Ezek utan a keletkezett vizsgalatra kész mintakat -80

°C fokon taroltuk.

A feldolgozas soran a mintakat 6-12%-0s Sodium Dodecil Sulfate-poliakrilamide
gélelektroforézis (SDS-PAGE) gélekben vizsgaltuk, ahol az id6tartam atlagosan 1-1,5 éra
hosszaig tartott és konstans 150 V fesziiltséget alkalmaztunk. Az elektroforézis soran
Biorad markert (Biorad 1610374) alkalmaztunk. A zsebek felt6ltése soran a markernél 6

ul-t, mig a mintaknal 3 pl-t vittiink fel.

Az alkalmazott gélek szazalékos értékeit a célfehérje molekulasulyanak megfeleléen
valasztottuk ki, hogy a célsulyndl érjik el a megfeleldé mértékli szeparaciot. A
gélelektroforézis befejeztével az elére méretre vagott PVDF membrant 1 percig
aktivaltuk metanolban majd a blot papirral egyiitt 5 percre 20%-0s metanolos transzfer
pufferbe aztattuk billegtetéssel kombinalva. A kdvetkezd 1épésként elvégeztiik a fehérjék
transzferalasat a gélr6l a membranra, amely soran egy a membranbol, gélbdl és a blot
papirbol allo ,,szendvics”-et helyeztiink a transzfer egységbe. A transzfert 1,5 oran
keresztiil végeztiik konstans 30 V fesziiltségen. A szendvics készitése soran minden
Osszetevot 20% metanolos transzfer pufferrel nedvesitettiink, elkeriilve az egyes

komponensek kiszaradasat.

A transzfer végeztével a membrant 1 percre Tris-Buffered Saline-Tween 20, Tris-
pufferolt séoldat-Tween 20-be (TBST) aztattuk, mig a gélt 2 orara gélfestd oldatba
helyeztiik (50% metanol, 39,75% H-0O, 10% ecetsav, 0,25% Coomassie Brilliant Blue)
billegtetve. 1 perc utdn a membrant 2 orara 5%-0s tejporral vagy 5%-0s BSA-val
kombinalt TBST-ben blokkoltuk 4°C fokon szintén billegtetve.

A blokkolast kdvetden a membrant a blokkolas soran alkalmazott fehérjének megfeleléen
beoldott elsddleges antitesttel kezeltiik egy éjszakan at 4°C fokon billegtetve (1. tablazat).
Az elsddleges antitest higitasat a célfehérjének megfeleld antitestet gyartd cég utasitasai

alapjan hataroztuk meg. Masnap reggel 3-szor 20 percen keresztiil TBST-vel mostuk a
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membrant razatassal kombindlva szobahdn, a nem specifikus kotddések kikiiszobolése

miatt.

Kovetkezd 1épésként a masodlagos antitesttel kezeltiik a membrant 4°C fokon 2 6ran
keresztiil billegtetve. Az inkubdlds sordn konjugalt tormaperoxidaz-konjugalt nytl,
kecske és egér masodlagos antitesteket alkalmaztunk (Jackson 1:10000). Ezek utan 3-
szor 20 percig mostuk a membrant TBST-vel szobahdmérsékleten razatassal. A mosasok
utan tormaperoxidazzal inkubaltuk a membrant 1 percig szobahémérsékleten fénytol

védve.

Az inkubalt membrant rontgenfilmen el6hivtuk és a megfeleld molekulastlynal
megjelend csikok reprezentaltak a célfehérjénket. A megjelend csikokat Imagel szoftver

segitségével mértiik, ahol a relativ denzitast a ,,house keeping” fehérjére kalkulaltuk.

Végso 1épésként membranfestd oldattal 0,2% Coomassie Brilliant Blue, 45% metanol,
10% ecetsav, 44,8% H20) festettilk meg a membrant, amit utana a filmmel egyiitt egy
Image] nevezetli program segitségéve értékeltiink ki. A house keeping fehérjeként a
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase-t (GAPDH) és a-tubulint alkalmaztuk. A

vizsgalat sordn alkalmazott elsddleges antitestek az 1. tdblazatban lathatoak.

1. tablazat: A mérések soran alkalmazott elsddleges antitestek

Antitest Gyarto Molekula tomeg Koncentrécio
SIRT1 AB ab110304 60 kDa 1:1000
S6 CS 2217S 32 kDa 1:5000
phospho-S6 CS 5364S 32 kDa 1:5000
AKT CS 46915 60 kDa 1:3000
mTOR CS 29835 289 kDa 1:1000
phospho-mTOR CS 5536 289 kDa 1:1500
FOXO1 CS 9454 78 kDa 1:1000
Sestrin2 AB ab2535 54 kDa 1:1500
AMPK CS 2532 62 kDa 1:1000
phospho-AMPK CS 2535 62 kDa 1:1500
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NAMPT AB ab45890 55 kDa 1:500

Ac p53 Millipore 06-758 53 kDa 1:1000

0GG1 Proteintech 15125- | 39 kDa 1:1000
1AP

Cytochrome C SC sc-7159 15 kDa 1:1000

COX4 SC sc-69359 17 kDa 1:2500

NRF2 AB ab31163 68 kDa 1:1000

SOD2 Invitrogen  PA5- | 24 kDa 1:3000
80048

SIRT3 Proteintech 10099- | 28 kDa 1:10000
1-AP

PINK1 Affinity Bioscience | 66 kDa 1:1000
DF7742

GAPDH G8795 37 kDa 1:3000

Pax7 Sc-81648 57 kDa 1:500

NRF-1 Sc-33771 68 kDa 1:1000

PGC1A KP9803 113 kDa 1:3000

alfa-tubulin T6199 50 kDa 1:5000

4.3.2. H2S meghatarozas

Egy korabban publikalt eljarast (Ditroi és mtsai., 2019) alkalmaztunk a szdveti lizatumok
H2S szintjének meghatarozasdhoz. Elsd 1épésként 10-20 mg szovetet feldaraboltunk
diszmembrator (B. Braun, 853162) hasznalataval. Alkilezés/lizis kivitelezését fénytol
védve 500 pl PBS (pH=8.0) hozzdadasaval végeztiik, ami 1 mM monobrém-bimant
(Sigma-Aldrich) tartalmazott. Jégen torténd rovid szonikalas utan az oldatot 37 °C-on
inkubaltuk sotétben, 1 oran keresztiil. A reakciot 50 pl 50%-0s triklorecetsav (TCA)
hozzdadasaval allitottuk le, majd a kicsapddott fehérjéket lecentrifugaltuk (10 perc,
12.000 g, 4 °C). Kovetkez6 1épésben 100 ul feliiluszot atpipettaztuk High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) csébe - a maradék feliiluszot leszivtuk) - és a
visszamarad6 pelletet Gjra feloldottuk 300 pl 4% SDS/100 mM NaOH pufferben BCA
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kit-tel (Thermo-Scientific, Pierce BCA Protein Assay Kt) torténd fehérjekoncentracio

méréshez 96 lyuku plate reader-rel (Bio Tek).

A feliiliszoban taldlhatdé biman jelolt vegyliletek elvalasztasdhoz 3 pl feliiluszot
injektaltunk Phenomenex Luna C18(2) 250 x 2,0 mm 3 um oszlopra (Thermo Ultimate
3000 binaris pumpas HPLC fluoreszcens detektorral), majd gradiens modszerrel mértiik.
A gradiens eluciot 0,1% trifluor-ecetsav TFA/H20 (A) és 0,1% TFA/ acetonitril (ACN)
(B) oldoszerekkel végeztiik a 2. tablazatban leirtak szerint. A detektalast fluorimetrias
detektorral végeztik, Ex=390 nm, Em=475 nm hulldmhosszokon. A kvantitalashoz

crer

eredményeibdl pedig fehérjetomegre vonatkoztatott H2S mennyiséget szamoltunk.

2. tablazat: Monobrom-bimannal végzett H2S mérés gradiens eltcios profilja.

1dé (perc) B%
0 15
4,762 35
14,178 35
17,328 90
18,904 90
20,479 15
23,629 15

4.3.3. Cisztationin béta-szintaz (CBS) aktivitas mérése

10-20 mg fagyasztott szovetmintat feldaraboltunk a fent emlitett diszmembratorral, utana
hozzéaadtunk 400 pl lizis puffert (150 mM KCl, 50 mM HEPES, pH = 7,4, 0,1% CHAPS,
2% proteaz inhibitor koktél). Jégen torténd rovid szonikalast kovetden a csdveket rotacids
keverébe helyeztiik (4 °C, 30 perc). Ezutdn a mintdkat lecentrifugaltuk (12000 g, 4 °C,
10 perc), majd a feliilaszobol fehérjét mértiink BCA-moddszerrel plate reader-en.

Fehérjemérés utan minden mintat 1mg/ml fehérje koncentraciora higitottunk lizis puffer
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hozzaadasaval. Az eldkészitett mintakbol CBS aktivitast mértiink egy korabbi protokoll
alapjan (Krijt és mtsai., 2011). Ehhez a mintakat 6sszekevertiik kofaktorokkal (SAM: S-
adenozil-metionin 0.5 mmol/L, PLP: 1 mmol/L piridoxal 5-foszfat) és szubsztrat
homociszteinnel (frissen készitve homocisztein-tiolaktonbodl) és stabil izotoppal jeldlt
szerinnel (2,3,3-D-szerin, Cambridge Isotope Laboratories, Inc), majd 4 oran at
inkubaltuk 37 °C-on. A reakcioelegyeket az EZ: faast kit (Phenomenex) ,,Reagens 1”
Osszetevijével leallitottuk, belsd standardként ismert mennyiségl stabil izotoppal jelzett
cisztationin  (3,3,4,4-D cystathionine, Cambridge Isotope Laboratories, Inc)
hozzaadasaval. A mintdk eldkészitése és az EZ:faast kittel torténd mérés a gyartoi
kézikonyv alapjan tortént. A HPLC-MS / MS mérésekhez egy Themo Q Exactive Focus
MS-hez kapcsolt Thermo Vanquish (Thermo Scientific) UHPLC-t alkalmaztunk, és
481,3 — 421 (termék) és 483,3 — 423 (belso standard) SRM atmeneteit figyeltiik meg.
A specifikus aktivitasokat a keletkezett cisztationin mennyiség ¢és a mintak

fehérjetartalma alapjan szamoltuk.

4.3.4. NADH/NAD" aktivitas mérése

NADH/NAD" aktivitas mérd kitet (ab176723) alkalmaztunk a plantaris mintdk NAD" és
NADH szintjének meghatarozasahoz a gyarto leirasa alapjan. A plantaris izom mintakat
(200 mg) NADH/NAD* 200 ul lizis pufferrel homogenizaltuk 1 percig Turrax
homogenizatorral. Ezutdn a pre-homogendtumokat szonikaltuk 1 percig. A
homogenatumokat 4 °C-on centrifugaltuk 2500 rpm-en 10 percig. A feliiluszot
begyljtottilk majd 96 lyuku plate-re vittiik fel a kdvetkez6 modon. 25 pl-t vittiink fel
duplikatumban a NADH standard-bol, a blank-bdl és a mintakbol. A mintdkat NADH és
NAD* duplikatumban is vizsgaltuk. 25 ul NADH Extraction solution-t adtunk a NADH
mintdkhoz és NAD™ Extraction solution-t a NAD" mintdkhoz. A standard és a blank
lyukakba NADH/NAD* Control Solution-t pipettaztunk. Ezek utan a plate-t 15 percre 37
°C-on inkubaltuk a NAD*/NADH emésztéshez. Kovetkez6é 1épésként 25 ul NADH
Extraction Solution-t adtunk a NAD" mintakhoz és 25 ul NAD™ Extraction Solution-t a
NADH mintakhoz. A standard és blank lyukakba szintén NADH/NAD* Control Solutiont
pipettaztunk. Végiil 75 pl Reaction Mix-et vittiink fel minden lyukba, majd 2 6ran
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keresztiil vizsgaltuk 6t percenként ex485 és em538 nm hullamhosszon Multi Scan EX

géppel.

4.4, Okklazios vizsgalat

4.4.1. Vizsgalati személyek

A vizsgalatunkban 7 egészséges fiatal férfi (életkoruk: 24,5+4,69 év, testtomegiik:
78,8+6,7 kg, magassaguk: 182,9+7,7 cm) vett részt, akik nem szenvedtek semmilyen
kronikus betegségben. A résztvevok a vizsgalat kezdete eldtt irasbeli és szdbeli
tajékoztatast kaptak a kutatas menetérol, beleegyezo nyilatkozatokat alairasukkal ellattak.
A kutatast a Helsinki egyezmény alapjan és a helyi Tudoményos kutatasetikai bizottsag

beleegyezésével végeztiik.

4.4.2, Maximalis ero felmérése

A vizsgalati személyek az okkluzidés edzést megel6zOen egy héttel, maximalis
er6felmérésen vettek részt, melyben megvizsgaltuk az 1IRM-et. Ez a felmérés a guggolas
gyakorlat volt fliggélegesen vezetett keretben. Minden résztvevd szamara ismert volt a
megfeleld végrehajtasi technika €s kordbban vettek mar részt ellenéllassal végzett
edzésen, ahol a guggolast gyakoroltdk. A mozgasterjedelem a guggolds végrehajtasa
soran a teljes térdiziileti extenzids kiinduld helyzettdl a csipdlapat térd vonala ald
siillyedéséig tartott. Megkértiik a résztvevoket, hogy a felmérés eldtti 10 o6raban ne

fogyasszanak semmilyen ételt.

A felmérés eldtt 10 perces kerékpar ergométeres bemelegitésben vettek részt, majd 10
guggolast hajtottak végre a testtomegiik felének megfeleld sullyal. Ezutdn a
testtomegiikkel megegyezd plusz sullyal végeztek 4-6 ismétlést. A bemelegités
befejeztével a National Strength and Conditioning Association (NSCA) altal a maximalis

er6 felmérésére kialakitott protokollt alkalmaztuk. A résztvevok maximum 4 probalkozas
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alatt elérték az 1RM értékiiket, mikdzben minden kdrben emeltiink a sulyon. A széridk

kozotti pihend 1d6 2 perc volt.

4.4.3. Terhelés protokoll

Egy héttel késobb minden résztvevo elvégezte az edzésprotokollt, ami az IRM 70%-val
végzett guggolas volt 7x10 ismétléssel. A széridk kozotti pihendidd 2 perc volt, ahol a
jobb labon okkluzios elszoritast alkalmaztunk (okkluzios lab) 1 percig, mig a bal lab
szolgalt a kontrollként (kontroll 1ab). Az okklaziot egy 11 cm szélességli specialis
bandazzsal végeztiik (Mizuho, Japan). Az elszoritas mértéke 230 mmHg volt. Legjobb
tudomasunk szerint ez az elsé pihend idében alkalmazott okkluzids vizsgalat, ahol a

gyakorlatot magas intenzitassal végezték el a vizsgélati személyek.

4.4.4. Véraram vizsgalat

Az altalunk alkalmazott okkluzids elszoritas mértéke 230 mmHg volt, amit el6zetes pilot
kutatds soran teszteltiink a résztvevokon, hogy megbizonyosodjunk rola, hogy az
elszoritds nagysaga nem jar elviselhetetlen érzéssel. A véraramlast a kezelt labon
vizsgaltuk Doppler 2-dimensional real-time ultrasound examination (General Electric,

Boston, MA, USA) eszk6z segitségével.

A véraramlas sebességét kozvetleniil az okklizids bandazs leeresztése eldtt, kozben és
utana is vizsgaltuk 7,5-10 MHz frekvencidval linear transzduktor segitségével, amit a
poplitealis artéridra helyeztiink 60°-os szogben. A véraramlast a terhelés megkezdése
eldtt, minden 2. széria utdn, az utols6 széria utdn és 5 perccel a terhelés végeztével (4.
abra) vizsgaltuk. A nyugalmi diasztolés atmérdt (mm) 30 szivciklus atlagabol szamoltuk.
A véraramot (ml/perc) a (idéatlagos atlagsebességx 7r2) x 60 egyenletbdl kaptuk meg,
ahol r aradiusza az artéria lumenének. A nyugalmi véraramot 20 szivciklus atlagabol lett

szamolva. A szinkronizalt atmérd és sebességadatokbdl szamoltuk a vér aramlésat.
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4.4.5. Biopszia mintavétel

Az edzés utan 2 oOrdval mikrobiopszia mintakat gyljtottiink a vizsgélati személyek
mindkét 1ababol az mRNS, miRNS ¢és fehérje mérésekhez. Korabbi okkluzids kutatas
alapjan alkalmaztuk ezt az iddtartamot (Petrick és mtsai., 2019). Vizsgalatunkban
résztvevod alanyok mindannyian jobb labasok voltak. Ennek kovetkeztében valasztottuk
ki egységesen a jobb labat, mint vizsgalati lab. A vastus lateralis izmot helyileg
érzéstelenitettiik (Lidocain) és ezt kdveten fél-automata mikrobiopszia tiivel kb. 10 mg
szovetet vételeztlink a résztvevOktdl. A mintdkat elfeleztiik, és azonnal folyékony
nitrogénnel fagyasztottuk. A tovabbi mérésekig -80 °C fokon taroltuk. A kdvetkezd dbran

az edzésprotokollt és a biopszia mintavételezés idejét szemléltetem (5. abra).

Véraramlas sebesség mérés 230 mmHg
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5. dbra: Terhelési protokol: széridk, véraramlas mérés és biopszia mintavétel ideje

4.5, Biokémiai valtozasok detektalasara hasznalt modszerek okkliazios modellnél
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4.5.1. RNS kitermelés kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakciéo (QRT-PCR) az
mRNS és mikroRNS atiratok vizsgalatahoz

A mintdk mRNS ¢és miRNS méréséhez ¢és a cél gének expresszids szintjének
meghatarozasadhoz  qRT-PCR-t  alkalmaztunk. = Nanodrop  spektrofotométerrel
megvizsgaltuk kiilonb6z6é hullamhosszokon a mintdkat, hogy ellendrizni tudjuk a
mintakban 1évé RNS mennyiséget és tisztasagat, hogy nem tortént nagy mennyiségii
fehérje szennyezés. A mintdkat triplikdtumban vittiikk fel. A ciklus kiiszobértékeket
minden PCR reakcional elmentettiik. A referencia gént a RefFinder elnevezésii online
alkalmazas segitségével valasztottuk ki. Az 5 lehetséges gén koziil a 28S rRNS mutatta a
legnagyobb expresszios stabilitast (atlag=20 Ct, SD=0,38 Ct, variancia egyiitthat6=1,9).
Az RNS extrakciot (NucleoSpin RNA mini; Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) és a
cDNS szintézist (SensiFAST™ c¢cDNA Synthesis Kit; Bioline, London, UK) a gyartd
elirasai szerint végeztiik. A specialis gén amplikont gRT-PCR primer parokkal
erdsitettiik fel. A kovetkezd primereket szintén alkalmaztuk a probak sordn: Pax7, Pax3,
mTOR, SIRT1, NRF1, vaszkularis endotelialis novekedési (VEGF), insulin-like growth
factor 1 (IGF-1), PGCla, FOXO1, 28S rRNS, mitokondrialis transzkripcios faktor A
(TFAM), hypoxia-inducible factor 1 subunite a (HIF1a), lupus Ku autoantigen protein
p70 (KU70), AKT1, AKT2, SODI1, SOD2, és U6 nuklearis RNS (3. tablazat). A Best
Keeper alkalmazas segitségével kivalasztottuk a 28S rRNS-t referencia génként. Az
mRNS mintak vizsgalatahoz SYBR Green alapu protokollt alkalmaztunk (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) alapu protokollt alkalmaztunk. Emellett pedig
Agaroz gélen -elektroforézissel ellendriztik a mintdkat, hogy az integritdsarol

meggy6zddjlink.

A MiRNS-ek vizsgalatahoz 10 pl mintat vittiink fel és mindegyik 10 pl reakcios mixben
2.4 pl 10-szeresen higitott reverz transzkiptaz volt. A reakciokat PRISM 7900HT Fast
Real-Time PCR System-en (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) végeztiik 95°C-
on 10 percig, majd 40 ciklust futtattunk 95°C-on 15 mp-ig és 60°C-on 1 percig. Kétszeres
higitasi sort alkalmaztunk minden miRNS-nél, hogy igazolni tudjuk a linearitast. A
kezdeti RNS szint miatti esetleges kiilonbségek kikiiszobolésére az 0sszes mintat az U6

nuklearis RNS-re normalizaltuk, ami a legnagyobb stabilitast mutatta (atlag=23,1 Ct,
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SD=0,44 Ct, variancia egyiitthat6 = 1,88). Minden reakcidt kiilon futtattunk és a

kvantifikaciohoz Ct (AACt) modszert alkalmaztunk.

mMRNA
28S
Aktl
Akt2
FOXO1
HIF-1a
IGF1
Ku70
mTOR
NRF-1
Pax3
Pax7
PGC-1a

Rpl11-
Pan

Rpl11-V1
Rpl11-V2

SIRT1

SOD2
TFAM

VEGF

3. tablazat: qRT-PCR eljaras soran vizsgalt mRNS-ek

Forward primer
AGCCGATCCATCATCCGCAA
TCTATGGCGCTGAGATTGTG
TGAAAACCTTCTGTGGGACC
AAGAGCGTGCCCTACTTCAA
TTCCAGTTACGTTCCTTCGATCA
CGAAGTCTCAGAGAAGGAAAGG
CTGTCCAAGTTGGTCGCTTC
TCGCTGAAGTCACACAGACC
CGCTCTGAGAACTTCATGGAGGAACAC
CTCACCTCAGGTAATGGGACT
CCCCCGCACGGGATT
GTGAAGACCAGCCTCTTTGC

AACTTCGCATCCGCAAACTC

ATCATGGCGCAGGATCAAGGT

GCTCTCCATCATGGCGGATCA

TGCGGGAATCCAAAGGATAATTCAGTGTC

GCAGAAGCACAGCCTCCCCG

TGCCTCATCCACCGGAGCGA

AGGAGGAGGGCAGAATCATCA

4.6. Statisztikai analizis
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Reverse primer
CAGCCAAGCTCAGCGCAAC
CTTAATGTGCCCGTTCCTTGT
TGGTCCTGGTTGTAGAAGGG
CATCCCCTTCTCCAAGATCA
TTTGAGGACTTGCGCTTTCA
ACAGGTAACTCGTGCAGAGC
CTGCCCCTTAAACTGGTCAA
CTTTGGCATATGCTCGGCAC
GCCACATGGACCTGCTGCACTT
CGTGGTGGTAGGTTCCAGAC
TATCTTGTGGCGGATGTGGTT
CACGTCTCCATCTGTCAGC

CTCCGGATGCCAAAGGATCT

CTCCGGATGCCAAAGGATCT
TGGAAAACACAGGGGTCTGC

CTTCATCTTTGTCATACTTCATGGCTC
TATG

CCTTGGCCAACGCCTCCTGG
CACAAAACTGAAGGGGGAGCGCA

CTCGATTGGATGGCAGTAGCT



A statisztikai analizisekhez Statistica 13 programot alkalmaztunk. Az eredményeket
Shapiro-Wilk normalitas vizsgalatnak vetettiikk ald.. Abban az esetben, ha a mintak
normalis eloszlast mutattak, akkor 2 mintas t-probat alkalmaztunk. Abban az esetben, ha
nem normalis volt az eloszlas, akkor Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk. Variancia
analizis meghatarozasahoz pedig Repeated ANOVA-t alkalmaztunk Tukey HSD post hoc
analizissel. A valtozok kozotti kapcsolat megallapitdsdhoz pedig Pearson féle korrelaciot

hasznaltunk. A szignifikancia szintet p<0,05 értékben hataroztuk meg.
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5. Eredmények

5.1. Kompenzatorikus hipertroéfia kisérlet

5.1.1 Antropometriai valtozasok

A 6. abran az allatok antropometriai valtozasait lathatjuk a kezelés hatdsara. Az éallatok
testtomegében (C=399+16,98g; O=381+34,12¢g) a 2 hetes kezelés utan nem mutattunk ki
szignifikans kiilonbséget az O és a C csoport kozott. A plantaris izom tdmegében
(C=0,383+0,01g; 0O=0,486+0,05g) nagymértékli emelkedést talaltunk az O csoportban a
C csoporthoz képest a kezelés hatasara (p<0.01). A plantaris tomeg/testtomeg %-0S
aranyaiban (C=0,096%+0,005; 0=0,127%+0,01) szintén kimagaslo kiilonbséget
fedeztiink fel az O csoportban a C csoportéhoz képest (p<0.01). Ezen eredményekbdl

lathatd, hogy a plantaris izomban nagymértékii valtozas tortént az eljaras hatdsara.
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6. abra: A 2 hetes kezelés utan mért allatstlyok, plantaris izmok tomege, plantaris izom

¢s a testtdmeg szazalékos aranya

Jelolt értékek: atlag+SE, *:p<0,05; **:p<0,01.

5.1.2. A plantaris izomban mért biokémiai valtozasok

A kovetkezd abran (7. abra) a kezelés hatasara bekdvetkezd anabolikus markerek
valtozasait latjuk. A kezelés hatasara az Akt fehérje szintje szignifikdns ndvekedést
mutatott az allatok plantaris izmaban az O csoportban a C csoportéhoz képest (p<0,01).
Az mTOR fehérje szintje szintén szignifikansan emelkedett az O csoportban a C
csoporté¢hoz képest (p<0,05). Az mTOR fehérje foszforilacios allapota Ugyszintén
szignifikansan emelkedett az O csoportban a C csoportéhoz képest (p<0.05). A
riboszomalis S6 fehérjének a szintje szignifikdnsan megemelkedett az O csoportban a C
csoportéhoz képest (p<0,01). A riboszémalis S6 fehérje foszforilacios allapotanak a

szintje szintén megemelkedett az O csoportban a C csoportéhoz képest (p<0,01). ASIRT1
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fehérje szintje szignifikansan megemelkedett a kezelés hatasara az O csoportban a C
csoportéhoz képest (p<0,01). Az altalunk vizsgalt anabolikus utvonal minden markerében
emlekedést detektaltunk a 2 hetes eljaras hatasara. A NAMPT fehérje emelkedett szintet
mutatott a vizsgalati csoportban a C csoporthoz képest (p<0,05). Ezt a fehérjét a NAD*-

on keresztiili SIRT1 aktivacio miatt jelenitjiik meg az anabolikus fehérjék abrajan.
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7. abra: Az anabolikus utvonalban szerepet jatszo fehérjék valtozéasai és az immunoblot
vizsgalatok reprezentativ eredményeit az Akt, mTOR, pmTOR, S6, pS6, SIRTI,
NAMPT és GAPDH fehérjék esetében.

Jelolt eredmények: atlag+SE, a nyil a szignifikans kiilonbséget mutatja a kontroll
csoportéhoz képest, **: p<0,01, *: p<0,05.
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A 8. dbran az mTOR ¢és az S6 fehérje foszforilalt és totdl értékeinek aranyat mutatjuk
meg. A foszforildlt mTOR és a totdl mTOR fehérjének az ardnya nem mutatott
szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott. A riboszomalis S6 foszforilacios és total

S6 fehérje allapotanak a szintje szintén nem emelkedett meg az O csoportban a C

csoportéhoz képest.
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8 abra: A p-mTOR/MTOR, p-S6/total S6 fehérjék aranyanak szintje

Jelolt eredmények: atlag+SE, *: p<0,05.

5.1.3. A katabolikus utvonalban szerepet jatszé fehérjék

A 9. dbrén a plantaris izomban a kezelés hatasara végbemend katabolikus valtozasokat
mutatjuk. A FOXO1 fehérjének a szintje a kezelés hatasara szignifikansan csokkent az O
csoportban a C csoportéhoz képest (p<0,01). A Sestrin2 fehérjének a szintje szignifikans
csokkenést mutatott az O csoportban a C csoportéhoz képest (p<0,01). Az AMPK
fehérjének a szintje szignifikdnsan csokkent az O csoportban a C csoportéhoz képest a
kezelés hatasara (p<0,01). Az AMPK fehérje foszforilalt allapotanak a szintje nem

mutatott szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott a kezelés hatasara.
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9. dbra: A katabolikus Gtvonalban szerepet jatszo fehérjék valtozasai és az immunoblot
vizsgalatok reprezentativ eredményeit a FOXO1, Sesetrin2, AMPK, pAMPK fehérjék

esetében.

Jelolt eredmények: atlag+SE, *: p<0,05.

5.1.4. A mitokondrialis biogenezisben szerepet jatszo fehérjék

A 10. abran a mitokondrialis biogenezisben szerepet jatszo fehérjékben bekovetkezd
valtozasokat mutatjuk be. A Cytochrome C fehérje szintje szignifikdns csokkenést
mutatott az O csoportban a C csoportéhoz képest a kezelés hatasara (p<0,05). A COX4
fehérje szintje szignifikans csokkenést mutatott az O csoportban a C csoportéhoz képest
a kezelés hatasara (p<0,05). Az NRF2 fehérje szintje nem mutatott ki szignifikans
kiilonbséget a két csoport kozott a kezelés hatasara. A SOD2 fehérje szintje nem mutatott

ki szignifikans kiilonbséget a két csoport kzott a kezelés hatasara.
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10. 4bra: A mitokondriélis biogenezisben szerepet jatszo fehérjék valtozasai és az
immunoblot vizsgalatok reprezentativ eredményeit a Cytochrome C, COX4, NRF2,
SOD?2 fehérjék esetében.

Jelolt eredmények: atlag+SE, *: p<0,05.

5.1.5. A mitofagiaban szerepet jatszé fehérjék

A mitofagiaban szerepet jatsz6 markerekben bekovetkezd valtozasokat a 11. 4bran
mutatjuk. A SIRT3 fehérje szintje szignifikans csokkenést mutatott az O csoportban a C
csoportéhoz képest a kezelés hatasara (p<0,01). A PINK1 fehérje szintje nem valtozott

szignfikansan a két csoport kozott a kezelés hatasara.
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11. dbra: A mitofagiaban szerepet jatszo fehérjék valtozasai és az immunoblot

vizsgélatok reprezentativ eredményeit a SIRT3 és PINK1 fehérjék esetében.

Jelolt eredmények: atlag+SE, **: p<0,01.

5.1.6. SIRT1 fehérje aktivitasi és bioszintézisének markerei.

A kovetkez6 abran a SIRT1 fehérje €s annak bioszintézisében és aktivitdsaban szerepet
jatszo markereket mutatjuk be (12. dbra). A NAD*/NADH arany a sejt energia-, illetve
redox allapotat mutatja be. A NADH mennyiségében nem talaltunk kiilonbséget a két
csoport kozott a kezelés hatidsara. A NAD* mennyisége szignifikinsan csokkent az O
csoportban a C csoportéhoz képest a kezelés hatasara (p<0,05). A NAMPT fehérje, mint
a NAD" bioszintézisében szerepet jatszo eléanyag szintje szignifikansan megemelkedett

az O csoportban a C csoporthoz képest (p<0,05).
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12. abra: SIRT1 fehérje aktivitasi és bioszintézisének markerei.

Jelolt eredmények: atlag+SE, a nyil a szignifikans kiilonbséget mutatja a kontroll

csoportéhoz képest, *: p<0,05.

5.1.7. A redox folyamatokban szerepet jatszo antioxidans markerek

A redox folyamatokban szerepet jatszo markerek valtozasait a 13. abra mutatja be. Az
OGG]1 fehérjének, mely a DNS sériilés és a sejt redox allapotara enged kdvetkeztetni, a
szintje szignifikansan csokkent a kezelés hatasara az O csoportban a C csoportéhoz képest
(p<0,05). Az Ac p53 fehérje, ami a sejt redox allapotat mutatja, nem mutatott kiilonbséget
a két csoport kozott a kezelés hatasara. Az dbran szerepel még az NRF2, SOD2, SIRT3,

NAD" és a Sestrin2 is, melyek fontos redox markerek.
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13. dbra: A redox folyamatokban szerepet jatsz6 antioxidans markerek valtozésai és az

immunoblot vizsgalatok reprezentativ eredménye az OGG1, Ac p53 fehérje esetében

Jelolt eredmények: atlag+SE, a nyil a szignifikans kiilonbséget mutatja a kontroll

csoportéhoz képest, *: p<0,05, **: p<0,01.

5.1.8. H2S és a CBS enzim aktivitasanak mérése

A CBS egy kulcsfontossagui enzim, ami a HzS szintézisben jatszik szerepet. A 2 hetes
kezelés hatdsara a CBS enzim mennyisége nem mutatott szignifikdns valtozast a két
csoport kozott. A H2S mennyisége nem mutatott szignifikans kiilonbséget a két csoport

kozott a kezelés hatasara (14. bra).
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14. 3bra: A CBS és a H2S markerek valtozasai

Jelolt eredmények: atlag+SE, p<0,05.

4. tablazat: A kezelés hatasara a plantaris izomban bekdvetkezd antropometria €s

biokémiai valtozasok Osszefoglalasa.

Jelolések: 1: novekedés a C csoporthoz viszonyitva, |: csokkenés a C csoporthoz

képest, X: nem tortént valtozas a C csoporthoz képest az O ldbban. p<0,05: 1, |;

H,S (pmol/mg protein)
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FOXO1 S
Sestrin2 L
AMPK 1l
p-AMPK X
SIRT1 "
NAMPT 1

Cytochrome C !

COX4 !

NRF2 X
SOD2 X
SIRT3 S
PINK1 X
NAD*/NADH X
NADH X
NAD* |

CBS X
H2S X

5.2. A human okkluzios edzés hatasara bekovetkezo valtozasok

5.2.1. Véraram paraméterek eredményei

A szisztolés és diasztolés véraram sebességét Doppler ultrahangos képalkotdval
vizsgaltuk. A szisztolés véraram sebessége szignifikansan emelkedett a 4. és az 5.
idépontban a 3. idépontban mért értékhez képest (p<0,05) és szignifikans csokkentést
mutatott a 6. idépontban az 5. idépontban mért értékhez képest (p<0,05) (15. abra).
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15. dbra: A szisztolés véraram sebessége.

Jelolt eredmények: atlag+SE, a csillag a szignifikans kiilonbséget mutatja a kontroll

csoportéhoz képest: *: p<0,05, **: p<0,01.

A diasztolés véraram szignifikdns emelkedést mutatott a 6. iddpontban az 5. idépontban

mért értékhez képest (p<0,05) (16. abra).
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16. 4bra: A diasztolés véraram sebessége.

Jelolt eredmények: atlag+SE, a csillag a szignifikans kiilonbséget mutatja a kontroll

csoportéhoz képest: **: p<0,01.
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A reprezentativ Doppler képek eredményei alapjan azt mondhatjuk, hogy a 3 idépontban
(nyugalomban, cstcsaramlas és a terhelés utan 5 perccel) mért értékek novekvd

véraramlasi sebességet és csokkend periférias ellenallast mutattak (17. abra).

Nyugalmi allapot Cstcsaramlas Terhelés utin 5 perccel

17. &bra: Véraramlasi sebesség a kiilonbozo idépontokban.

Jelolések: szamok a zardjelben jelolik a mintavételezés idopontjat.

5.2.2. OKkKkluzios edzés hatasara bekovetkezé6 mRNS valtozasok

Az edzés hatisara bekovetkezd biokémiai véltozdsokat az mRNS-ek szintjének a
valtozasaval kovettiik nyomon. Kiemelten vizsgaltuk az anabolikus, katabolikus, redox,
mitokondrialis biogenezis ¢és a kapillarizacioért felelés gének mRNS szintjét (18. abra).
Szignifikans emelkedést talaltunk az Akt2 (p<0,05), NRF-1 (p<0,05), VEGF (p<0,05),
Pax7 (p<0,01) és a Ku70 (p<0,05) szintjében.
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18. abra: Terhelés hatasara bekovetkezévaltozasok az mRNS szintekben

Jelolések: A valtozast a kontroll 1abhoz képest jeloltiik. Pozitiv irdnyu valtozas
emelkedést mutat az adott mRNS szintjében a vizsgalati 1abnal a kontroll labhoz képest,
mig a negativ irAnyu elmozdulas a csokkenést jeloli. Atlag+SE, a csillag a szignifikans

kiilonbséget mutatja a kontroll csoportéhoz képest: *: p<0,05, **: p<0,01.

5.2.3. miRNS valtozasok az okkluzids edzés hatasara

A kovetkezokben, hogy komplexebb képet kapjunk az edzés hatdsara bekdvetkezo
valtozasokrol, megvizsgaltuk a miRNS-ek valtozasait (19. dbra). A terhelés utan 2 oraval
szignifikans csokkenést taldltunk a miR-206 szintjében a vizsgélati labban a kontroll

labhoz képest (p<0,05).
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19. abra: Terhelés hatasara bekovetkezdvaltozasok az miRNS szintekben

Jelolések: A valtozast a kontroll 1abhoz képest jeloltiik. Negativ iranya valtozas
csokkenést mutat az adott miRNS szintjében a vizsgalati 1abnal a kontroll labhoz képest.
Atlag+SE, a csillag a szignifikans kiilonbséget mutatja a kontroll csoportéhoz képest: *:

p<0,05.

A Pax7 gén mRNS szintjének a valtozasa és a miR-206 miRNS-nek a szintje korrelaciot
mutattak egymassal (r> = 0,33, r = 0,577, p = 0,031) (20. 4bra).

75+

7.0 4

6.5 4 & A BFR
6.0 4
55
5.0 4
45 4
4.0 4
354
3.0 4
25 4+ = -
9.6 10.6 11.6

Pax7 [A Ct]

@ Control

miR-2086 [A Ct]

20. abra: A Pax7 mRNS és a miR-206 miRNS kapcsolata.

Jelolések: A : okkluzios 1ab, kor: kontroll 14b, delta Ct: normalizalva a megfelel6 génre.
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5.2.4. Western blot eljarassal vizsgalt fehérjék valtozasa az okkluzios edzés hatasara

A biopszia mintavételezés soran a kinyert izomszovet kis mennyiségébdl adodoan kevés
vizsgalatot tudtunk végezni. Ezért kutatasunk kovetkezd 1épéseként kivalasztottunk 3
kiilonboz6 ¢€lettani folyamatban résztvevo fehérjét a Pax7, NRF1 és a PGC1A fehérjéket,

melyeket Western blot eljarassal vizsgaltunk (21. abra).

A Pax7 fehérjének a szintjében nem tortént szignifikans valtozas az okkluzios labban a
kontroll labhoz viszonyitva. Az NRF1 fehérjének a szintjében nem volt szignifikans
kiilonbség a két lab kozott az edzés hatdsara. Szintén nem talaltunk szignifikéns
kiilonbséget az okkluzios labban a kontroll labhoz képest a PGC1A fehérje szintjében az

edzés hatasara.
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21. dbra: A Pax7, NRF1 és a PGC1A fehérjék valtozasai és az immunoblot vizsgalatok

reprezentativ eredményei a fent emlitett fehérjék esetében.

Jelolt eredmények: atlag+SE, p<0,05.
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5. tablazat: Az okkluzids edzés hatdsara a vastus lateralis izomban bekovetkezo

biokémiai valtozasok dsszefoglalasa mRNS-ek esetében.

Jelolések: 1: novekedés a kontroll labhoz viszonyitva, X: nem tortént valtozas a kontroll

labhoz képest az okklazids csoportban. p<0,05: 1; p<0,01: 11.
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6. tablazat: Az okkluzids edzés hatdsara a vastus lateralis izomban bekovetkezo

biokémiai valtozasok dsszefoglalasa miRNS-ek esetében.

Jelolések: |: csokkenés a kontroll 1abhoz viszonyitva, X: nem tortént valtozas a kontroll

labhoz képest az okkluzids csoportban.

MiRNS Valtozas a kontroll labhoz képest
miR-206 !
miR-133a X
miR-133b X
miR-34a X
miR-1 X

7. tablazat: Az okkluzids edzés hatasara a vastus lateralis izomban bekovetkez6

biokémiai valtozasok Osszefoglalasa fehérjék esetében.

Jelolések: X: nem tortént valtozas a kontroll 1dbhoz képest az okkluzids csoportban.

Fehérje Viltozas a kontroll 1abhoz képest
Pax7 X
NRF1 X
PGC1A X
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6. Diszkusszio

6.1. Kompenzacios hipertréfia modell soran talalt eredmények megbeszélése

Az altalunk alkalmazott modell, mint mar emlitettem gyakran hasznalt modszer a nagy
mértéklt és gyors hipertrofia elérésében. Jelen kutatdsunk sordn a plantaris izom
tomegében szignifikdns emelkedést talaltunk a kezelés hatasara, ami 6sszhangban van
laboratoriumunk korabbi eredményeivel (Koltai és mtsai., 2017a). A nagymértéka
hipertréfia az allatok plantarflexor izmanak a folyamatos mechanikai terhelésével fiigghet
Ossze, melyek az allat mozgasa és egyhelyben allasa soran is folyamatos fesziilésben
vannak. A hipertrofia mellet a plantaris tomeg/tt%-ban is szignifikans kiilonbséget
talaltunk, ami Osszefiigg a testtdomeg azonos szintjével a két csoportban. Ez azt mutatja,
hogy a tobb mint 40%-os hipertrofia nem jart egyiitt a testtomeg megnovekedésével. Jelen
eredményekbdl kidertilt, hogy a kompenzacid megtortént, mivel a plantaris izom tomege

megnodvekedett a masik két plantar flexor hianyat ellenstulyozando.

A vazizom keresztmetszeti ndvekedéséhez kettd dologra van sziikség. Az anabolikus
utvonalak aktivaciojara, ami a hipertrofia egyik f0 indukécidja. A masik pedig a
katabolikus utvonalak gatlasa. Nem feltétleniil sziikséges mindkét élettani valtozas
megléte, de a kettd egyiitt erdsebb hatast valthat ki. Egyik legfontosabb anabolikus
utvonal az AKT-mTOR molekularis jelz6 Utvonal. Ezen utvonal fontos lépcsdit
vizsgaltuk, melyek mindegyikében szignifikans emelkedést talaltunk a kompenzacios

csoportban a kontroll csoporthoz képest.

A fent emlitett utvonal egyik kezdd 1épése az Akt fehérje aktivacioja, melynek fontos
feladata a tobblépéses mTOR fehérje foszforilacioja (Dan és mtsai., 2014). Az emelkedett
Akt szint utdn megvizsgaltuk a fent emlitett utvonal kdvetkez6 markerét, az mTOR
fehérjét és annak foszforilalt valtozatat, ahol szintén emelkedett szintet detektaltunk. Ez

az eredmény Osszhangban van korabbi vizsgalatokkal (Chalé-Rush és mtsai., 2009).

Az mTOR fehérjét aktivalo 3 utvonal koziil az egyik a mechanikai terhelés (Da €s mtsai.,

2020). Jelen médszer pedig a folyamatos mechanikai terhelés segitségével képes lehet az
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aktivacio kivaltasara, mivel, a plantaris izom folyamatos kontrakcioban van az allat jarasa

¢és allasa soran.

A kovetkezOkben az mTOR altal foszforilalodd S6 fehérjével foglalkoztunk. Az S6
fehérje a riboszomalis fehérjeszintézis, €s ezaltal a hipertrofia egy fontos szabalyozdja.
Hasonldéa az mTOR/p-mTOR aranyhoz, nem talaltunk szignifikans emelkedést az S6/p-
S6 fehérjék aranyaban. Az S6 fehérje, mint mar korabban emlitettiik a riboszomak
mennyiségére enged kovetkeztetni. Az emelkedett foszforilacios allapottal pedig az S6
fehérje altal aktivalt emelkedett mRNS transzlaciora (Kimball és mtsai., 2002), és ezaltal
hipertrofiara tudunk kovetkeztetni. Eredményilink Osszhangban van korabbi kutatas
eredményével, ahol szintén ndvekedést talaltak a vizsgalt fehérjében, ennek a mddszernek

az alkalmazasa soran (Kawano ¢és mtsai., 2007).

A SIRT1 fehérje élettani hatasa sokrétii. Az elmult évek kutatasai alapjan kimutattak,
hogy a hipertréfiaban betoltott szerepe nem elhanyagolhatd. Tobb kutatés is kitért ezen
szerepkorokre, melyek egy része az anabolikus Utvonalak aktivacidjara (Hong és mtsai.,
2014), mas résziik pedig a katabolikus folyamatok gatlasara mutat ra (D. Lee & Goldberg,
2013). Jelen kutatasunk soran a SIRT1 fehérje szintje megemelkedett, mely szintén
Osszefliggésben van laboratoriumunk korabbi kutatasaval (Koltai és mtsai 2017). Emellett
pedig a NAMPT fehérje, mint a NAD" bioszintézis eléanyaga szintén megemelkedett,
ami dsszhangban van korabbi kutatasaink eredményével (Koltai és mtsai 2017). Mivel a
NAD™" aktivacio alacsonyabb szinten volt a kompenzacios csoportban, mint a kontroll
csoportban, abbdl azt feltételezhetjilk, hogy a NAD® hidnyat a fokozott SIRTI
aktivaciohoz kothetjiik, ami NAD*-hoz kotott és, amit az emelkedett NAMPT szint

beigazolni latszik.

Mindamellett, hogy a kalodria visszafogas mTOR gatlast okoz (Weichhart, 2018), a
kompenzacids hipertrofia aktivalja azt. Ennek ellenére mind a kettd eljards SIRT1
aktivaciot eredményez. Az izomhipertr6fia megemelkedésében szerepet jatszo
anabolikus folyamatok emelkedése melletti masik fontos tényezd, a katabolikus
folyamatok gétlasa. Kutatasunk sordn csokkent FOXO1 szintet talaltunk a kompenzacios
csoportban, mely Osszefiiggésben van korabbi kutatdsokkal, ahol a FOXO1 mRNS

szintjében taldltak csokkenést kompenzacios hipertrofia modellt soran (Choi €s mtsai.,

crcr
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fejti ki hatasait. Abban az esetben, ha ez a fehérje kikertil a citoszolba, elveszti katabolikus
hatasait. Az Akt és a SIRT1 fehérje gatlas ala tudja vonni a FOXO1 transzkripcios faktort,
ezaltal a katabolikus aktivaciojat csokkenteni. Kutatasunkban a FOXO1 szint csokkenése

Osszefiiggést mutatott az emelkedett mTOR ¢€s SIRT1 szinttel.

Az AMPK fehérje, melynek mTOR fehérjét gatld hatasa van, szintén csokkenést mutatott
a vizsgalati csoportban a kontroll csoporthoz képest. Mivel az AMPK fehérje nem
emelkedett meg az allatok plantaris izmaban ezért az mTOR-t sem tudta gatolni, igy az
anti-anabolikus hatdsa nem érvényesiilhetett. A Sestrin2 fehérje, ami aktivalo hatassal
van az AMPK fehérjére (H. Li és mtsai., 2017) szintén csokkenést mutatott a vizsgalati
csoportban. Kutatasunkban feltételezziik, hogy az mTOR fehérjének direkt gatlo hatasa
van a Sestrin2 fehérjére. A Sestrin2 szerepet jatszik a COX4, SIRT3 és a Citochrome C

aktivacioban.

Osszegezve az altalunk talalt eredményeket: a folyamatos mechanikai terhelés hatdsara
megnodvekedett SIRT1, Akt, mTOR és S6 szinteket talaltunk, amelyek a Sestrin2 és az
AMPK csokkent fehérjeszintjéhez kapcsolddnak. az AKT-mTOR utvonal aktivalodott,
ami fehérjeszintézishez vezetett. Emellett az emelkedett mTOR ¢és SIRT1 szint hatasara
aFOXO1 gatlas alé keriilt, ami egyiittesen tortént az AMPK aktivator Sestrin2 gatlasaval.
Mivel ezek az utvonalak gatlas ala keriiltek ezért az AMPK sem tudott mTOR gatlast
eredményezni. Az AMPK foszforilacidos aranya nem valtozott szignifikansan, de a
csokkent fehérjeszintek arra utalnak, hogy az adaptacio vagy csokkentette a szintézist,
vagy novelte az AMPK lebomléasat a hipertrofia modellben. Jelen eredményekbdl azt
mondhatjuk, hogy a hipertofiaért felelés két folyamat: az anabolikus ttvonalak
aktivacidja és a katabolikus utvonalak géatlasa megtortént, melyet a 22. abran mutatunk
be.
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22. abra: A kompenzacios hipertrofia modell hatasa az anabolikus és katabolikus

folyamatokra

Jelolések: vonal, ami megtortént, szaggatott vonal, az irodalom alapjan bekovetkezheto,
de meg nem tortént mechanizmusok. Nyil: aktivacio, tompa végii vonal: gatlas. Kék

jelolés anabolikus, mig a piros jelolés a katabolikus utvonalak.

A két kiilonboz0 ¢€lettani folyamatot azért targyaljuk egybe, mert néhany valtozonak a
szerepe mind a két folyamatban jelentds. Az NRF2, SOD2, SIRT3 mindkét folyamatban
szerepet jatszik. A vizsgélatunk sordn a redox allapotokat az Ac p53 és az OGGI1
fehérjékben bekovetkezett valtozasokkal teszteltiik. Emellett a NAD*/NADH aranybdl, a
SIRT3 ¢és a Sestrin2 fehérjékbdl is kovetkeztethetiink a redox potencidlra, de azt majd a

késdbbiekben emlitjiik.

A kordbban emlitett AMPK mTOR fehérjét gatlo, ezaltal anabolizmust blokkolo hatdsa
nem érvényesiilt, emellett fontos itt is kiemelni ezt a fehérjét, mert a fent emlitett hatason

kiviil mitokondrialis biogenezist is indukal. Kutatasunk soran a COX4, SIRT3,
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Citochrome C fehérjék szintjében csokkenést talaltunk a kezelés hatasara a vizsgalati
csoportban a kontroll csoporthoz képest. Mindharom fehérje a mitokondrialis
mennyiségre enged kovetkeztetni. A Sestrin2-ben szintén csokkenést talaltunk és itt
fontos megjegyezniink, hogy a Sestrin3 aktivalni képes az NRF2-t, és a COX4-et, mint
mitokondrialis markereket (Gong ¢és mtsai., 2021), (Liu és mtsai., 2021) és szerepet
jatszik az oxidativ foszforilacioban, melynek fontos enzime a Cytochrome C (Guerra-
Castellano és mtsai., 2018; Ren és mtsai., 2021). Ezekbdl az eredményekbdl arra lehet

kovetkeztetni, hogy a mitokondriumok szama nem novekedett a kezelés hatasara.

Ugyanakkor ezen valtozas nem jelenti egyértelmiien azt, hogy a mitokondriumk szambeli
csokkenésérdl kell beszélniink, mivel a PINK 1 mitofagialis marker szintjében nem tortént
szignifikans valtozas a csoportok kozott. A Sestrin2 fehérje az AMPK aktivacio mellett
mitokondrialis biogenezisben is szerepet jatszik, mint a COX4 aktivacidja (Liu és mtsai.,
2021). Jelen kutatasunkban mind a fent emlitett 3 mitokondrialis biogenezis fehérje
szintje mind az ezeket aktivalo Sestrin2 mind az AMPK szintje csokkenést mutatott a

vizsgalati csoportban, mely az mTOR fehérje gatlo hatasan keresztiil érvényesiilhet.

Az ac-p53 fehérje egy tumorszupresszor, ami a sejtek proliferaciojat is gatolja, mikor is
a sejt novekedését az mTOR pozitivan befolyasolja (Fingar és mtsai., 2004). Az ac-p53
fehérje egy target molekuldja a Sestrin2. A Sestrin2 mellett még az OGG1 szintje is
csokkent, ami szintén antioxiddns hatasu. Emellett a Sestrin2 pozitiv regulatora az NRF2-
nek, valoszinlileg a Sestrin2 antioxidans hatdsa miatt (Bae ¢és mtsai., 2013).
Sejttenyészetben megfigyelték, hogy a Sestrin2 csendesitése csokkentette az AMPK ¢és a
SOD?2 szintet (Hwang és mtsai 2018), ami a mi kutatasunk soran részben beteljesiilt. A
SIRT3 deacetildlja a SOD2 fehérjét, ami ROS csokkenést eredményez a
mitokondriumban (Koltai és mtsai 2018). Ennek ellenére a jelen kutatasban azt talaltuk,

hogy a SIRT3 fehérje csokkent, de a SOD2 fehérje szintjében nem volt kiilonbség.

A NAD" aktivitas a vizsgalati csoportban szignifikansan alacsonyabb volt a kontrollhoz
képest. Ez a csokkent NAD™ aktivitds és a csokkent OGG1 szint, a csokkent SIRT3
szinttel egylitt egy redukalddott miliét feltételez. A SIRT1 fehérje megemelkedése, ami
miikddése NAD™ dependens, azt feltételeztiik, hogy a csokkend NAD™ aktivitas a magas
mértéklt SIRT1 aktivitds hatdsara kovetkezett be. Ezt a feltételezést a megemelkedett

NAMPT szinttel tudjuk alatdmasztani, mivel az izom emelkedett NAD" igényét a
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bioszintézis¢hez sziikséges NAMPT fehérje emelkedésével probalja kielégiteni.
Elképzelésiink szerint az 23. dbran torténd redox folyamatok kovetkeznek be az

izomkeresztmetszet novekedés alatt.

Osszefoglalva, Az mTOR hosszan tartd aktivdlasa ROS-t generalhat és sestrineket
aktivalhat (J. H. Lee és mtsai., 2010). Kutatasunkban azonban ez nem igy tortént, mivel
a Sestrin2 és OGGI szintje csokkent a talterhelés altal kivaltott hipertrofidban a kontroll

izomhoz képest.

Vizsgalatunkban a Sestrin2 szint az Nrf2-vel parhuzamosan csokkent, bar az Nrf2
csokkenése csak tendencia volt. Kordbban arrdl is beszamoltak, hogy sejttenyészetben a
Sestrin2 gatlasa csokkentette az AMPK és SOD2 szintet (Hwang és mtsai 2018), sajat
kutatdsunkban hasonl6 hatést figyeltiink meg a talterhelés altal kivaltott hipertréfia soran.
Ezen kiviil csokkenést talaltunk a SIRT3 fehérjében, ami a SOD2 dezacetilacidjara
szolgal6 enzim és eldsegiti annak antioxidans aktivitasat, és csokkenti a ROS szintjét a
mitokondriumokban (Koltai és mtsai 2018). Mivel a talterhelt izom NAD szintje
alacsonyabb volt, mint a kontrolloké, feltételezhetd, hogy a hipertr6fids izomban a

mintavétel idopontjaban redukalodott allapotban volt.

Ezen kiviil kimutattak, hogy a sestrinek kritikus szerepet toltenek be a testmozgas altal
kivaltott alkalmazkodasban, mivel az alloképesség, az inzulinérzé¢kenység ¢és a
mitokondrialis biogenezis noveléséhez sziikségesek a PGC1 alfa révén (Kim és mtsai.,
2020). Erdekes modon a talterhelés altal kivaltott hipertrofiankban a csokkent Sestrin2
szint a mitokondrialis markerek, példaul a Cytochrome C, COX4, NRF2, SIRT3 csokkent
szintjével tarsult. Egy friss tanulmany arrdl szamol be, hogy a 14 napos talterhelés
megndvelte a mitokondrialis fuziot szabalyozd fehérjék szintjét és csokkentette a hasadast
szabalyoz6 fehérjék mennyiségét, és ez magyarazhatja a mitokondrialis fehérjék relativ

csOkkenését (Uemichi és mtsai., 2021).
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23. abra: A csokkent redox allapot kialakuldsanak mechanizmusa

Jelolések: nyil: aktivacios mechanizmusok, szaggatott nyil: irodalom alapjan

megtorténo, de jelen esetben nem bekovetkezo aktivacio; tompa végii vonal: gatlas.

A korédbban emlitett PINK 1 fehérje, mitokondridlis fissziot és ubikvitinaciot eredményez
a mitofagian keresztiil (Seabright & Lai, 2020). Amikor a mitokondrialis
membranpotencial megsziinik, vagy nagymértéki reaktiv oxigén gyok (ROS) keletkezik
a PINK1 aktivalodik és mitokondrialis degradaciot eredményez a Parkin foszforilacigjan
keresztiil. Azonban a mi kutatasunkban a PINK1 szintje nem mutatott kiilonbséget a
csoportok kozott, ami arra utalnak, hogy a talterhelés okozta hipertréfia nem okoz
mitokondrialis diszfunkciot. A SIRT3 fehérje szintén szerepet jatszik a mitofagiaban,
ugyanis a huméan glioma sejtekben a SIRT3 csendesités hatdsara csokkent a
mitokondrium degradacidja (Qiao €és mtsai.,, 2018). Ezen eredmények alapjan azt
feltételezziik, hogy a mitokondridlis fehérjék csokkent szintje nem a mitofagia miatt
kovetkezett be, hanem inkabb a kezelés hatasara bekovetkezé mitokondrialis biogenezis
gatlasa miatt. Mivel a mitokondrialis biogenezis elsdsorban alloképességi edzés hatasara
fokozodik (Maclnnis & Gibala, 2017), ezt a fajta terhelést pedig inkabb az ellenallassal
végzett edzéshez lehet hasonlitani, érthetd a mitokondriumok szambeli novekedésének a

hianya.
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Emellett pedig a plantaris izom jellemzéen gyors glikolitikus izom, energetikajabol
adodoan oxigén independens. Ebbdl feltételezhetjiik, hogy ez a ndvekedés ezért nem
tortént meg, és nem pedig csokkenésrdl beszéliink, amit a fent emlitett PINK1
mitofagialis marker novekedésének a hianyabol kovetkeztetiink, emellett pedig a
csokkent SIRT3 szintbsl. Ugy gondoljuk, hogy az 24. abran feltételezett interakciok

kovetkeztek be a keresztmetszetnovekedésen atesett plantaris izomban.
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24. dbra: A mitokondrialis dinamika abraja

Jelélések: vonal, ami megtortént, szaggatott vonal, az irodalom alapjan bekévetkezheto,
de meg nem tortént mechanizmusok. Nyil: aktivacio, tompa végii vonal: gatlas. Kék

jelolés anabolikus, mig a piros jelolés a katabolikus utvonalak.

A kaloria visszafogas SIRT1 aktivaciot eredményez, ami a HoS molekula emelkedett
szintézisével jart egyiitt (Hine és mtsai., 2015). A jelenlegi vizsgalatunkban nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a CBS szintben, ami egy kulcsfontossagli enzim a H2S
szintézisében (Szabo & Papapetropoulos, 2017). Egy korabbi kutatas szerint a kiilsdleg

adagolt natrium H2S (Na H2S) megnovelte a gyors rostok keresztmetszetét az mTOR

e
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ami megnovekedett deacetilacios aktivitast eredményez (Du és mtsai., 2019). Ennek
ellenére a mi kutatdsunkban nem talaltunk emelkedett H»S szintet vagy CBS aktivitast,
ami arra enged kovetkeztetni benniinket, hogy a SIRT1 aktivacié méas-mas jelzéutvonalon

keresztiil mikodik, kaldria visszafogas és hipertrofia soran.

Osszességében kijelenthetjiik, hogy az altalunk alkalmazott modell megfelelden lefedte
az Akt/mTOR f1tvonal altalunk alkalmazott markereinek az elvart valtozasait, ezzel
Osszefiiggésben pedig gatolta a katabolikus ttvonalak 4altal kifejtett hatasokat.
Eredményeinkbdl pedig egyértelmiien kdvetkeztethetd egy redukalodott kdrnyezet.

A kompenzacids modell képes volt aktivalni az mTOR és S6 fehérjéket a SIRT1 fehérje
altal. A fent emlitett irodalmi adatok és sajat kutatasi eredmények értelmében valamivel
mélyebb képet kaptunk a SIRT1 fehérje hipertrofidban betoltott szerepérdl (Gombos és
mtsai 2021).

6.2. A human okkluzids edzés hatasara bekovetkez6 valtozasok megbeszélése

Vizsgdlatunk sordn a vér aramldsi paramétereit, annak érdekében meértiik, hogy
meggy6zddjlink arrdl, hogy a vénas keringés a nagy erekben teljesen gatlas aléd kertilt.
Feltlintetett eredményeink alapjan kimutattuk, hogy a teljes okkluzids allapotot sikeriilt

elérniink, mellyel a vénas visszaaramlast id6legesen megsziintettiik.

A vizsgalatunk sordn kitértiink az anabolikus, katabolikus, redox, mitokondrialis
biogenezis ¢és a kapillarizdcidoban szerepet jatszd utvonalakra egyarant, melyeknek
megbeszElését ezen felosztds szerint végezzik. Az egyszerliség kedvéért a
génexpresszios valtozasokat, annak biologiai sorrendisége alapjan targyaljuk. Mivel
kutatasunk soran a mintak ugyanazon személyek kezelt és nem kezelt labaibol szarmaztak
az edzésprogram utdn, a kovetkeztetéseinket nem feltétleniil az okklizids behatasnak,
hanem magénak az edzésprogramnak is koszonhetjiik. Hangsulyozni sziikséges, hogy a
biopszids mintavételezés 2 oraval az edzés utin tortént, ami bizonyos geének

aktivacigjahoz elegendd volt bizonyos géneknél pedig nem, feltételezéseink szerint.
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Kutatasunkban mindosszesen 5 mRNS-ben taldltunk szignifikdns kiilonbséget a kezelés
hatasara a 19 vizsgalt mRNS-bdl. Korabbi kutatasi eredmények alapjan, ahol szintén akut
okkluziés terhelést alkalmaztak, szintén nem talaltak szignifikans kiilonbséget a p-Akt és
a p-mTOR fehérjék szintjében az okkluzioé nélkiili csoporthoz képest (Fujita és mtsai.,
2007), amik a fehérje szintézis egyik legfébb tvonalanak markerei. Emellett pedig a
szérum IGF-1 szintben sem taldltak szignifikédns kiilonbséget. Ezek az eredmények
megegyeznek az Aaltalunk talalt eredményekkel. Fontos megemliteni, hogy sajat
vizsgalatunkbol arra kovetkeztetiink, hogy feltételezhetden a 2 oras idétartam nem volt
elegendd ezen transzkripcidés valtozdsok megjelenéséhez. A Pax7 szatellita sejt
proliferaciés marker emelkedett szintjébdl a megnovekedett fehérjeszintézisre lehetett
volna kovetkeztetni, de vizsgalatunkban semelyik fehérje szintje sem emelkedett meg. A
fent emlitett kutatasban terhelés utan 3 oraval tortént a biopszia mintavételezése.
Mindezek ellenére a szerzok a pS6K1-ben emelkedést talaltak (Fujita és mtsai., 2007).

Emellett pedig az alkalmazott protokollban is kiilonbségek voltak.

Kronikus okkluzids edzés hatasara emelkedést talaltak a Pax7 szintben, mely a szatelita
sejt szambeli mutatdja (Nielsen €s mtsai., 2012). Ezen eredmények 6sszhangban vannak
az altalunk talalt emelkedett Pax7 mRNS szinttel. Kompenzacios hipertrofia modellnél
Pax3 és Pax7 mRNS szint emelkedést talaltak a plantaris izomban 1 hetes kezelés hatasara

(Hyatt és mtsai., 2008).

KU70 az egyik kulcs molekula a kettds kotés sériilés javitasdban. A vizsgalatunkban talalt
KU70 mRNS szintemelkedés feltételezésiink szerint az okkluzids kezelés okozta DNS
sériilés hatasara kovetkezik be, mint védelmi mechanizmus. Rpll1-Pan, Rpl11-V1,
Rpl11-V2, amik szerepet jatszanak a 60S riboszomalis alegység kialakitasaban, nem

mutattak szignifikans kiilonbséget az mRNS szintben.

A FOXOI1 katabolikus transzkripcids faktor mRNS szintjében szintén nem talaltunk
kiilonbséget a csoportok kozott, ami 6sszhangban van az Akt/mTOR mRNS szintnél talalt
stagnaldssal. Az Akt a foszforilacid altal transzlokalni képes a FOXOI1 fehérjét a

nukleuszba, majd utdna citoszélba vagy degradalja azt (Sanchez és mtsai., 2014).

A kapillarizacioban szerepet jatszO VEGF mRNS szintben szignifikdns emelkedést

mutattunk ki a kezelés hatasara, mely nem jart egyiitt a HIF-3 mRNS szintbeli
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emelkedésével. VEGF mRNS szint emelkedést talaltak korabbi akut okkluzios kezelés

hataséara (Ferguson és mtsai., 2018), ami egyezést mutat az altalunk taldltakkal.

A mitokondridlis biogenezisben szerepet jatszo PGClA ¢és TFAM gének mRNS
szintjének vizsgalata soran egyik mRNS szintjében sem talaltunk kiilonbséget a kezelés
hatasara. A korabban emlitett kutatds (Ferguson és mtsai., 2018), emelkedett PGC1A
mRNS szintet eredményezett az akut okkluziés kezelés hatdsara, ami a mi
vizsgélatunkban nem valdsult meg. Az antioxidans funkcioval rendelkezd SODI1 és
SOD2 mRNS szintjében nem talaltunk, mig az NRF1 mRNS szintjében talaltunk

szignifikans kiilonbséget.

Kutatasunk soran egyediil a miR-206-ban taldltunk szignifikans csokkenést az okkluzids
edzés hatasara. Szemben a mi kutatasi eredménytinkkel D’Souza és mtsai (2017) miR-
206 szignifikans emelkedést mutatott magas intenzitasu ellenallassal végzett edzés utan
(D’Souza és mtsai., 2017), ugyanakkor Winbanks és mtsai (2013) vizsgalataban a miR-
206 represszid emelkedett fehérje szintézist eredményezett sejtkultirdban, de a
vazizomban nem (Winbanks és mtsai., 2013). A transzformalé novekedési faktor-béta
gatolni tudja a a miogenikus differentaciot azaltal, hogy a miR-206 szintjét csokkenti
(Winbanks és mtsai., 2011). A miR-206 szintjében emelkedést talaltak szatellita sejt
differentéacio sordn, emellett pedig csokkend szintet az izomsériilés utan (Chen és mtsai.,
2010). Abban az esetben, amikor csendesitésnek vetették ala a miR-206-ot szatellita sejt

proliferaciot és emelkedett Pax7 szintet talaltak (Chen és mtsai., 2010).

A miR-34a csendesiteni képes a SIRT1 fehérjét kodolo6 mRNS-t, ami az acetilalt p53
fehérje expresszidjanak az emelkedéséhez vezetett (Yamakuchi & Lowenstein, 2009). A
SIRT1 fehérje, mRNS és aktivitasi szint novekedése csokkent acetilalt p53 szintet
mutatott kompenzacios hipertrofia modellben (Koltai és mtsai 2017) laboratoriumunk
korabbi kutatasi eredményei alapjan. Szintén ebben a kisérletben vizsgaltuk a fent emlitett
4 miRNS-t, ahol mind a miR-1, miR-133a-ban szignifikans csokkenést talaltunk, emellett
pedig emelkedést a miR-34a-ban a hipertrofias csoportban a kontroll csoporthoz képest.
Mindemellett nem talaltunk kiilonbséget a miR-206-ban a csoportok kozott.

Kutatasunk kovetkezd 1épéseként az okkluzios kezelés hatasasra bekovetkezd hipertrofia,

antioxidans hatés és a mitokondrialis biogenezis egy-egy kulcs fehérjéinek a valtozasanak
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a vizsgalataval folytattuk. Feltételeztiik, hogy a terhelés utani 2 ora elegendd lesz a

génexpresszios valtozasok detektalasahoz fehérje szinten.

Kutatasunk sordn nem talaltunk szintbeli kiilonbséget a Pax7 fehérjében a kezelés
hatasara, mely eredmények nincsenek Osszhangban a korabban emlitett kompenzacios
hipertrofia modellnél Pax3 és Pax7 szint emelkedésével a plantaris izomban 1 hetes
kezelés hatasara (Hyatt és mtsai.,, 2008). A Pax7 mRNS szintbeli ndvekedése miatt
feltételeztiik, hogy a fehérje szintben is talalunk kiillonbséget a csoportok kozott, de ez
nem valosult meg. Feltételezheten ez is a terhelés és a mintavételezés kozotti rovid idére

vezethetO vissza.

Szintén nem talaltunk kiilonbséget a PGC1A szintjében, ami egy korabban emlitett akut
kezeléshez hasonléan nem valtozott a kontroll csoporthoz képest (Ferguson és mtsai.,
2018). A PGCI1A fehérje szintbeli stagnalasa a két lab kozott hasonld volt az mRNS
szintbeli stagnaladshoz. Végiil az NRF1 szintben sem talaltunk kiilonbséget a két 1ab

kozott, annak ellenére, hogy az mRNS szintben kiilonbséget talaltunk a két 1ab kozatt.

Osszességében azt a megallapitast tehetjiik, hogy a korai szatelita sejt aktivacié és DNS
sériilést javitd mechanizmusok transzlacié szinten elkezdddtek, mely a késdbbi
transzlacid szintjén még nem jelent meg. Emellett a fehérjeszintézis egyik legfobb

utvonalan sem talaltunk valtozast sem transzkripcids sem pedig transzlacios szinten.

Ugyanez mondhaté el a mitokondrialis biogenesis markerekr6l is. Mindemellett egy-egy
antioxidans €s kapillarizacioért felelds gén transzkripcidjat detektaltuk, mely antioxidans
fehérje szintli megjelenését pedig nem tapasztaltuk. Mindezekbdl azt a kovetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a fent emlitett edzésélettani folyamatokban igen fontosszerepet jatszo

gének aktivacidja megtortént az expresszio egy korai szintjén.

Osszefoglalasként, az Akt2, NRF1, VEGF és Pax7 mRNS szintek megemelkedtek, ami a
sejtszintll adaptacio széles skaldjara utalhat. A mért fehérjékben nem taldltunk
szignifikans kiilonbséget. Feltételezésiink szerint ez részben a mintavétel idejére
vezethetd vissza, ami 2 ordval a terhelés utan volt. A Ku70 és mRNS szintjének
emelkedése azt jelentheti, hogy az alkalmazott terhelés DNS karosodast indukalt és ennek
eredményeként a sejtek a Ku70 gyors indukciojaval reagaltak. Ennek a vizsgalatnak az

egyik 1j eredménye a magas intenzitasti edzés pihend idejében a Pax7 emelkedésével
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kapcsolatos. Ebbdl az kovetkezhet, hogy az edzés pihendidejében végzett okkluzios
kezelés szatellita sejt proliferacidhoz okozhat, ami izomhipertr6fidhoz és a regeneracid
fokozasdhoz vezethet. Osszességében azt mondhatjuk, hogy a nagy intenzitasu edzés
pihend idejében végzett okkluzios kezelés fokozza az angiogenezis, mitokondrialis

biogenezis, az izom regeneracio és hipertrofia génexpresszidjat.

Tovabbé ezen ujfajta modszer alkalmazasdnak mélyebb megértéséhez fontosnak tartottuk

a modszer hosszu tavh vizsgalatat.
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7. Kovetkeztetések

A vazizom hipertrofia fontossaga nem megkérddjelezhetd, hiszen, ha megvizsgaljuk
gazdag irodalmat, hamar rajohetiink, hogy nem csak a sporttudomany, hanem az
¢lettudomanyok egyéb teriiletein is rendkiviil fontos kutatasi teriilet. Kutatasunk célja volt
az alternativ hipertrofia modszerek élettandnak mélyebb megértése. Vizsgalataink 2
iranyvonalat, melyet egymas kiegészitéseként egy egészként értelmezhetiink, kozelebb
juttatott minket a hipertrofia széles ismeretkorének bovitéséhez. Ennek ellenére mégis

kiilon targyaljuk a két modszer hatdsara bekdvetkezo valtozasok kovetkezményeit.

Az allat modell, amit alkalmaztunk nagymértékii hipertrofiat eredményezett a kezelt
csoportban. Ennek a magyarazatat megtalaljuk mind az anabolikus utvonalban szerepet
jatszd fehérjék szintjének emelkedésébdl, mind a katabolikus utvonal fehérjéinek
mennyiségi csokkenésébdl. Az Akt fehérje, ami az AKT-mTOR molekularis
jelzdrendszer alapkdve nagymértékii emelkedése nemcesak a fent emlitett Gtvonal tovabbi
aktivaciojat, de a katabolikus utvonalak gatlasat is eredményezte a Sestrin2 FOXOI
fehérjét aktivald csokkentésén keresztiil. Az Akt mTOR fehérjét foszforilalva nemcsak
az mTOR fehérjeszintézisben jatszott szerepét fokozta, hanem kozvetlen gatlasat tudta
kifejteni az AMPK-ra és a FOXO1 anti-anabolikus ¢és katabolikus fehérjékre. Ezen
eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a nagymértékii és folytonos mechanikai
terhelés hatdsara a fent emlitett folyamatok aktivalasanak és gatlasanak a hatdsara a
fehérje szintézis vagyis a hipertrofia emelkedett, amit a megnovekedett plantaris izom

stilya és az S6 riboszomalis fehérje total és foszforilalt valtozata is alatamasztott.

Az utobbi idében egyre nagyobb hangsulyt fektetnek a kutatdsok a SIRT1 fehérje amugy
is szertedgazd fiziologids hatdsain kiviill a hipertréfidban jatszott szerepére.
Kutatdsunkban az emelkedett SIRT1 fehérje mennyis€g a megndvekedett
fehérjeszintézissel ¢és annak markereinek emelkedésével jart egyiitt, amit a FOXO1
katabolikus fehérje csokkent szintjére valo kozvetlen hatasa is jol mutat. Ennek
megfelelden, miszerint: 1.1. A kompenzacids hipertrofia modell alkalmazasanak hatdsara
a fehérjeszintézis markerei emelkednek €s a katabolikus utvonal markerei csokkenek a

kompenzacids csoportban a kontroll csoportéhoz képest.

ELFOGADJUK
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A SIRT1 fehérje mellett a NAMPT, ami a NAD™ bioszintézisének el@anyaga szintén
emelkedést mutatott, ami aldtamasztja a folyamatos NAD" igényt, ezaltal a SIRTI
aktivaciot a kezelés hatasara. A HoS géaztranszmitter melynek SIRT1 aktivacios hatasa
van kiilsOleg adagolva ¢és a kezelés hatasara nem emelkedett meg a vizsgalati csoportban.

Ebbdl kovetkeztetiink a SIRT1 fehérje kezelés fiiggd aktivaciodjara.

A mitokondrialis fehérjék, mint a COX4 ¢és a Cytochrome C csokkenése elsére a
mitokondriumok szdmbeli csokkenésére engedne kovetkeztetni, de a PINK1 és a SIRT3
mitofagialis fehérjében detektalt statisztikai kiilonbség hidnya arra enged minket
kovetkeztetni, hogy az izomban nem csokkent a mitokondriumok mennyisége.
Egyszerlien csak nem ndvekedett meg a meglévd mitokondriumok mennyisége, ami a
nagymértékl hipertrofiaval €s az izom amugy is gyors glikolitikus tipusaval fiigghet
Ossze. Ezek alapjan a hipotézisiinket, miszerint: 1.2. a mitokondrialis biogenezis markerei
emelkednek és a mitofagia markerek csokkennek a kompenzécios csoportban a kontroll
csoportéhoz képest a kezelés hatdsara. NEM FOGADJUK EL, mivel a mitokondrilis

markerek csokkent, mig a mitofagias marker stagnalo allapotot mutatott.

Koéztudottan az oxidativ sériilések elleni védekezésiil szolgald antioxidédnsok szintje
magasabb a lassii rostokban, mint a gyorsban. Ez feltételezhetben az emelkedett
mitokondrium szdmnak és az abbdl keletkez6 magasabb szabadgydok mennyiségnek
kOszonhetd. A plantaris izomban, ami gyors rost tipusi izom alacsonyabb NAD*
aktivitast, OGG1 ¢és Sestrin2 szintet talaltunk a kezelés hatasara. Mindharom molekula a
sejt redox potencidljara enged kovetkeztetni, amibdl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le,
hogy az izomban a modell hatasara egy redukalodott kdrnyezeti allapot allt fent. Ebbdl
kifolyolag 1.3. hipotézisiinket: a kezelés hatdsara az antioxidans markerek szintje
megemelkedik a kompenzéciés csoportban a kontroll csoportéhoz képest, NEM

FOGADJUK EL, mivel a Sestrin2, SIRT3, OGG1, NAD"* csokkenést mutatott.

Az okkluzios terhelést a 20. szadzad 2. felében mar gyakori edzésmoddszerként tartottak
szamon a vilag kiilonb6zd pontjain. Jelen vizsgalatunkban a klasszikus ellenallassal

végzettedzeést kombinaltuk az okklizios kezeléssel. Vizsgalati eredményeinkbdl kidertilt,
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hogy bizonyos gének mRNS atirédasa fokozddott a kezelt 1dbban az akut terhelés
hatasara. A fehérjeszintézis és ezaltal a hipertrofia folyamataiban szerepet jatszé gének,
mint az AKT2, Pax3, Pax7 és KU70 gének atirodasa mar két oraval a terhelést kvetden
megemelkedtek. Ezekbdl az eredményekbdl kovetkeztethetiink, hogy a fehérjeszintézis

szatellita sejttdl fiiggd és attdl fiiggetlen Gtvonala is aktivalodott.

Az elszoritds hatasara bekovetkezd NO szint emelkedés szatellita sejt aktivaciot
eredményezhet, amit jelen vizsgalatunkban is bemutattunk. Ennek ellenére a Pax7
fehérjének a szintje nem emelkedett meg a kezelés hatasara, amit a terhelés és biopszia
kozotti idotartam  rovidségébol feltételezhetliink. Hipotézis vizsgalat alapjan: 2.1.
Okkluziés terheléssel kombindlt akut rezisztencia edzés utan az izom anabolikus
markereinek a szintje megemelkedik a katabolikus markerek pedig csokkennek az
okkluziés labban a kontroll labhoz képest. Részben ELFOGADJUK, mivel az AKT2,
Pax7, Pax3, KU70 anabolikus markereknek a szintje megemelkedett, de ez nem
mondhato el a tobbi vizsgalt anabolikus markerrél. A FOXO1 génnek az expresszidja

nem mutatott csOkkenést a kezelés hatasara.

A VEGF gén expresszidja szintén emelkedést mutatott a kezelés hatdsara, amivel a
nagymértékli elszoritdsbol oxigénhidanyt szeretné a szervezet a hajszalérhalozat
megnovelésével kompenzalni. Az emelkedett VEGF és NRF1 szint mellett nem talaltunk
emelkedést a mitokondrialis biogenezis master regulatoraként szamontartott PGC1A
mRNS szintben. Feltételezésiink szerint ez a nagy intenzitasu €s emellett oxigén hidnyos
allapotbol ado6dod anaerob energia igény hatasdra nem valtozott a kezelés hatdsara.
Kovetkezd hipotézisiink szerint: 2.2.A mitokondrialis biogenezis és a kapillarizacio
markerei megemelkednek az okkliziés labban kontroll labhoz képest. Részben
ELFOGADJUK, mivel a VEGF, mint kapillarizacidés marker emelkedést mutatott, mig a
mitokondrialis biogenesis markerekben nem tortént szignifikans kiilonbség a kezelés

hatasara.

Az antioxidans hatdsi NRF1 gén atirédasa is megemelkedett, ami a nagy intenzitas
hatéséara keletkez szabadgyokok elleni védekezés meginditasara enged kovetkeztetni.
Ami alapjan hipotézisiink: 2.3. Az antioxidansok szintje emelkedik az edzés hatasara az
okkluzalt 1abban a kontroll labhoz képest. Részben ELFOGADJUK, mivel csak az mMRNS

markernél talaltunk kiilonbséget.
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Eredményeink talan legmeglepdbb pontja a csokkent miR-206 miRNS csokkenése és
annak korrelacidja az emelkedett Pax7 szinttel. Ezen mikroRNS szerepet jatszik az
anabolikus folyamatok gatldsaban, amit jelen kutatasunkban az okkluzios kezelés jol
lathatoan meggatolt. Ezt az eredményt kronikus okklizids kezelésiinkkel nem tudtunk
reprodukalni, azonban a miR-1 és miR133a szignifikans csokkenést mutattak a kezelés

hataséara (Torma és mtsai., 2021).

Jelen dolgozathoz azért valasztottuk a két kiilonb6zd modell tipust, hogy azok elényeivel
a masik hatranyait kikiiszoboljiik. A hipertrofia utvonala rendkiviil komplex és annak
hatdsai az egész szervezetre még komplexebb. Kutatdsunkkal szerettiik volna a
sporttudomany ezen specidlis teriiletének a mélyebb megértését eldsegiteni, amely
véleményem szerint sikeriilt, de ugy érzem ujabb kérdéseket vetettek fol. Korabban
emlitettem, hogy akut okkluziés vizsgalatunkat tovabb folytattuk, immaron krénikus
okkluzios edzésprogramként, melyek eredményei meglepdek voltak. Az olvaso fejében
megfordulhat a gondolat, hogy a még pontosabb eredmények eléréséhez tobbszori

mintavételezésre lett volna sziikség, de ennek az alkalmazasa mar etikailag sem elényo0s.

A fent emlitett alternativ hipertrofids modszerek kivételes lehetdségeket nyujtanak mind
a sz¢élsdséges ¢és altalanos alkalmazkoddsi megnyilvanulasok vizsgalatdhoz. A PCR
vizsgalatokkal a gének ,,szandékat”, mig a Western blot eljarassal a gének akaratdnak
,oeteljesiilését” vizsgaltuk. Az elmult évtized soran felfedezett miRNS-ek vizsgalata,

pedig még teljesebb képet mutat nekiink a szervezetben zajlé folyamatokrol.
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8. Osszefoglalas

Az izom keresztmetszet nagysaga nem csak a sport teriiletén hasznos, de az élet egyéb
teriiletein is, mint példaul a megfeleld egészség kialakitasa és fent tartdsa. Kutatasunkat
a hipertrofia illetve annak két alternativ formajanak a jobb megértésének szenteltiik. A
két modszer elonyei kiegészitették a masik hatranyait, melynek célja a teljesebb kép

elérése volt.

Allatkisérletiinkben patkanyokon végeztiink miitéti eljarast, melynek soran a hatso lab
boka iziiletében feszitd szerepet jatszo 3 izombol kettdt eltavolitottunk, amivel a
izomtomeg novekedést értiink el, melyeket kiilonb6z6 biokémiai és molekularis bioldgiai
eljarasokkal tdmasztottunk ald. A nagymértékii hipertréfia alatamasztasara az anabolikus
utvonalak és katabolikus utvonalak markereit vizsgaltuk. Az anabolikus markerekben
emelkedést talaltunk, mig ezzel Osszhangban a katabolikus markerek szintbeli

csokkenését detektaltuk.

A mitokondridlis biogenezis markereiben csokkenést talaltunk, mig a mitofagiaért felelds
fehérjének a szintjében nem talaltunk szignifikans eltérést. Az antioxidans enzimek
csokkenésébdl pedig redukélodott kornyezetet figyelhettiink meg. Vizsgalatunk soran
kitlintetett szerepet szenteltiink a SIRT1 fehérje hipertrofiaban betdltott szerepére, amit
eredményeink alapjan tovabbi alatdmasztasként értelmezhetiink. Ezen kiviil 0j

mozaikokat fedeztiink fel az izomhipertréfia komplex sejtes szabalyozasarol.

Kutatdsunk madasik része a huméan modellen végzett ellenédllassal végzett edzés
kombinalasa okkluzids modellel. Emelkedett fehérjeszintézis markereinket mar 2 oraval
a terhelés utan detektalhattuk, a kapillarizaci6 és antioxidans aktivitasért felelds gének
leirodasanak emelkedésével egyetemben. Vizsgalatunkban kitértiink a kiilonbozo
funkciojt miRNS-ekre és azok valtozdsaira. A katabolizmusban szerepet jatszo egyik
miRNS szintjében szignifikdns csokkenést talaltunk. A vizsgélt fehérjék szintbeli
valtozasait nem tudtuk detektalni feltételezhetden a terhelés utani mintavételig eltelt
idonek a rovidsége indokolhat. Kutatdsaink soran komplexebb képet kaptunk a
hipertrofiat célzo alternativ. moédszerek élettani hatdsairdl és annak bonyolult

jelzdrendszeri kapcsolatair6l és szabalyozasi mechanizmusair6l.
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9. Summary

The size of the skeletal muscle’s benefit is not limited only to the sport activities but it is
also beneficial to the other aspects of the life like the normal health and its maintenance.
Our aim of this study was to understand better that of the hypertrophy especially its 2
alternative modes. The advantages of one method can cover the disadvantage of the other

method because we want to get a more completed picture of it.

In our study we used animal model and we removed 2 of the three plantarflexors of the
hid-limb by a surgical method. After that the only remaining plantarflexor “compensated”
the deficit of the other muscles. It caused more than 40% enrichment in the mass of the
remaining muscle that we supported with molecular biological and biochemical
experiments. To support this result we examined the markers of the anabolic and the
catabolic pathways. We found elevation in the anabolic markers and depression in the
catabolic markers.

In our results we found significant decrease in the mitochondrial biogenesis markers and
we did not find any differences in the mitophagy markers. The decreased levels of the
antioxidant markers we suppose a reduced cellular milieu. In our study we pay special

attention to the SIRT1’s role in the hypertrophy that we proved in our results.

The other part of our research was a human model. We combined the effects of the blood
flow restriction with high intensity resistance training. We found elevated mRNA levels
of the markers of protein synthesis, vascularization and antioxidant protection after 2 hour
of the training. In our study we examined the alteration of the different miRNAs. We
found significant decrease in one miRNA that play role in catabolism. We did not found
any changes in the level of the measured proteins we suppose that because the short time
that spent between the training and the sample collection.

After those two study we have a better understanding about the physiology of the
alternative hypertrophy models and its complex molecular signalling pathways and it’s

regulation processes.
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