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1. Bevezetés

A kardiovaszkularis fittség, amelyet a maximalis oxigén felvétel (VO,max)
segitségével mériink, egy fontos markere az életmindségnek, mert a magas VO,max
érték szoros Osszefliggésben all az életmod fiiggd betegségek alacsony eldforduldsi
aranyaval. A magas VO;max mar az 6sembernél is fontos volt, mert a vadaszat
hatékonysagat tudta ndvelni vele, hisz az 6sember iildozte a zsakmanyallatot, és a
nagyobb aerob kapacitas jelentds elonyt jelentett szamara a tobb és mindségibb élelem
megszerzésében. Ezért feltételezziik, hogy az aerob testedzés, kiilondsen a futds fontos
lehet a homo sapiens fejlodésében.

Klinikailag az aerob kapacitas, amely vagy a VO;max vagy kifaradasig tartd
futdszalagos teszt segitségével mérhetd, igen erds mutatdja a haldlozasnak és az egyes
betegségek tulélésének. Szamos tanulmany kimutatta, hogy a rendszeres alloképességi
edzés novekvd VO;max-hoz vezet és ndveli a kisérleti allatok és emberek atlag
¢lettartamat. Azonban a VO;max nem az egyetlen jelzdje a megndvekedett aerob
teljesitménynek, a vazizomzat alkalmazkodisa az alloképességi edzéshez szintén
fontosnak tlinik. A vazizomzat mitokondridlis hal6zatanak mindsége és mennyisége, a
mitokondrialis biogenezis és az oxidativ enzimek aktivitasa is limitalé faktora lehet az
alloképességi teljesitménynek.

Ikrekkel és csaladokkal végzett kutatdsok alatdmasztjak, hogy az aerob
edzhetdség nagymértékben fligg a genetikatol, 6rokolheto.

Szelektiven tenyésztett patkany modell segitségével tanulményoztdk az ,,nem
edzhet6” (LRT) és az ,,edzheté” (HRT) allatokban az 6rokolheté tulajdonsagokat. A
szelekcid az elért maximalis futdsi tavolsagban bekovetkezd valtozasok értékelésén
alapult, amelyet kimeriilésig tartd futdszalagos teszt segitségével mértek. Edzetlen
allapotban az LRT és HRT allatoknak hasonlod volt az alloképességi kapacitasuk. A
vizsgalat alatt az éllatok 8 héten keresztiil heti 3 alkalommal edzettek, ahol a kezdeti
futési intenzitds 10 m/min volt és a maximum 21 m/min. Elmondhato, hogy a 8 hetes
kozepes intenzitasu alloképességi edzés atlagban 84 + 20 m fejlédést hozott a futasi
kapacitasban. Azonban az egyéni valtozasok igen széles hatdrok koézott mozogtak az
edzésre adott alkalmazkodasban, + 754 m fejlédéstdl a — 438 m csokkenésig (2,7-szeres

eltérés) a futési tdvolsagban.



A HRT allatok 4tlagosan 200 métert fejlédtek a futasi tavolsagban, mig az LRT-
nek nevezett allatok nem javultak, és atlagosan 65 méterrel csokkent a futasi
kapacitasuk az adott kdzepes intenzitasu edzés soran.

Lessard ¢és munkatarsai tanulmanyukban kimutattdk, hogy a vazizomzat
mitokondrialis kapacitdsa hasonld volt az LRT és HRT éllatok kozott nem edzett
allapotban ¢és az LRT allatok kozepes intenzitast alloképességi edzés hatdsara normalis
novekedést mutattak a mitokondridlis denzitas €s funkcio tekintetében. Ennek ellenére
edzés hatasara a vazizomban szignifikans kiilonbséget mértek az angiogenezisben ¢€s a
transforming growth factor B jelz6 molekuldban. Tovabba vizsgéaltdk a vazizom
génexpresszidjat, amely soran ugyanaz a terhelés az LRT és HRT allatokban eltérd
transzkripcids valaszt eredményezett. Az eltérden expresszalt gének leginkabb a
génexpresszid biologiai funkcidjdhoz tartoztak, mint a fejlodés, sejtciklus szabalyozas,
sejtes novekedés, proliferacié és a mozgas.

A fent emlitett bizonyitékokra tAmaszkodva a vazizomzat részben felelds lehet a
testedzéshez valo eltérd alkalmazkodashoz, amely a disszertaciomban megfogalmazott

feltételezések vizsgalatahoz vezettek.



2. Célkitizések

A doktori disszertaciomban targyalt vizsgalat célja az volt, hogy vélaszt kapjunk
az eltéré edzhetdséggel rendelkezd patkanyok esetében alloképességi edzés hatasara a
mitokondrialis biogenezisben bekdvetkezd kiillonbségekre vazizomban.

Az edzhetdség nemcsak az élsportban, hanem a rekreacios tevékenységek soran
is kiemelt jelentdséggel bir, melynek hatterében a genetika meghatarozo szerepet tolt
be, ezért fontos annak tanulményozasa, hogy az eltéré genetikaval rendelkezd egyének
esetében melyek lehetnek azok a mitokondridlis biogenezissel is Gsszefliggd faktorok,

amelyek az edzhetdséget befolyasolhatjak.
Jelen vizsgalatot a kovetkezo feltételezések tesztelésre terveztiik:
1. Az altalunk alkalmazott 12 hetes futoszalagos terhelés utan az LRT és HRT
csoportokat vizsgalva jelentds eltérés lesz mérhetd az allatok maximalis oxigén

felvétele és futési teljesitménye kozott a kontroll és az edz6 csoportokat illeten.

2. Az edzés altal bekdvetkezett valtozasok a redox egyenstlyban szerepet jatszanak

az edzésre adott eltéro valaszokban.

3. Az adenozin-monofoszfat-aktivalta protein kinaz (AMPK) jelent6s hatassal bir a

vazizomzatban az edzésre.

4. A mitokondriélis biogenezisben szerepet jatszo faktorok magyarazzak az LRT ¢€s

HRT allatok eltéré edzhetdsegét.



3. Modszerek

Allatok és edzés protokoll

Genetikailag heterogén patkany populaciébol (N/NIH torzs, n=152) szarmazo,
végeztiik vizsgalatainkat. Az ,,edzésnek ellenallo” (low response trainers — LRT, n=13)
és ,,edzhet6”/,,edzésre reagald” (high response trainers — HRT, n=14) vonalat Lauren
Gerard Koch és Steven L Britton dolgozta Ki.

Az LRT és HRT allatok 12 honaposak voltak a kisérlet megkezdésekor, amikor
is mindegyik csoporton beliil véletlenszeri médon kontroll és edzd alcsoportot
alakitottunk ki: kontroll LRT (control LRT — LRTC, n=6), edz6 LRT (exercised LRT —
LRTE, n=7), kontroll HRT (control HRT — HRTC, n=6) és edz6 HRT (exercised HRT —
HRTE, n=8).

Az allatoknak 12 — 12 6ras vilagos — sotét megvilagitasi periddust biztositottunk
szobahdmérséklet mellett (22+1 °C), amelynek soran normal méretii ketrecben tartottuk
Oket, ketrecenként két allattal, ahol ad libitum fértek hozza a taplalékhoz és vizhez. A
kisérletet a helyi etikai bizottsag jovahagyasaval végeztiik, és betartottuk az
allatkisérletekre vonatkozé eldirasokat (The Guiding Principles for Care and Use of
Animals, EU), melyek a Helsinki Egyezményen (1964) alapulnak.

A 12 hétig tartd edzés elsé hetében a kontroll és edzd csoport allatait
megismertettiik, hozzéaszoktattuk egy hat, kiilonallé savval rendelkez6 motor hajtotta
futoszalaghoz, amelyet a Tektronik Kft. egyedi megrendelés alapjan készitett a
Sporttudomanyi Kutatod Intézet szdmara. A futdszalaghoz valo adaptalodas elsd 5 napja
soran az allatok 10 percet futottak a futdszalag 5°-os meredeksége mellett, mikdzben az
egyes alkalmak soran a sebességet fokozatosan noveltiik 8 m/percrdl 23 m/percre.

A szoktatas, €s a késObbiek soran is, masokhoz hasonloan jartunk el azokkal az
allatokkal, amelyek nem voltak hajlanddak futni, ill. lecstisztak a szalagrol.

A teljes edzés 12 hétig tartott az edzd allatok szdmara. Heti 6t alkalommal 30
percet futottak 12 héten keresztiil. A sebességet a csoport atlag maximalis
oxigénfelvételéhez (VO,max) tartozdé 70%-nak megfelelden allitottuk be, és igy
fokozatosan emeltiik 15 m/percrél 25 m/percre. Mindkét csoport VO,max-at kéthetente
mértiik egy specidlisan a patkdnyok szdmara kifejlesztett, zart rendszer(i

spiroergometrias késziilék segitségével (Columbus Instruments, Columbus, OH). A



maximalis oxigénfelvétel mérésének napjan az allatok egyéb futdszalagos terhelésben
mar nem részesiiltek.

Célunk az alloképességi edzés hatasainak a vizsgalata volt, amihez a 70%-0s
maximalis oxigénfelvételhez tartozd intenzitast irodalmi adatok és sajat vizsgalataink
alapjan vélasztottuk.

A VO,max mérése a korabbi kutatasaink soran alkalmazott protokollt kovette.
Az els6 10 perc soran a futdészalag nem ment, annak érdekében, hogy az allat
megnyugodjon, ¢és igy meghatarozhassuk a nyugalmi VO, értékét. A 10. perctél 10
m/perces sebességgel inditottuk a futdészalagot, amit 3 percenként tovabbi 5 m/perccel
emeltiink egészen az éallat kifulladasaig. A mérés sordn harom szempontot vettliink
figyelembe a VO,max meghatarozasanal: 1) nem tortént valtozas a VO,-ben, amikor
noveltiik a sebességet, 2) az allat nem tudott fennmaradni a futészalagon, ¢és 3) a
respiracios kvociens (RQ=VC,/V0O,)>1. A VO,max mérést befejezettnek tekintettiik, a
vizsgalatot ledllitottuk és nem ismételtiik meg, ha a felsorolt szempontok koziil legalabb
egy megvaldsult. A teszt el6tt mértiik az allatok teststilyat és a futasi tdvolsagot is.

Az allatokat az edzés protokoll befejezése utan két nappal dekapitaltuk, hogy
elkeriiljiik az utols6 edzésbdl eredd akut metabolikus hatasokat. A gastrocnemius izmot
kortltekintéen eltavolitottuk az allatbol, lemértik a tomegét, folyékony nitrogénbe

helyeztiik, majd tovabbi felhasznélasig — 80 °C-on taroltuk.

Laboratoriumban hasznalt modszerek

A fehérjék kiilonbozé hatadsokra torténd lehetséges mennyiségi valtozasait
western blot technikaval mértiik. Az elézdleg — 80 °C-on tarolt, fagyott gastrocnemius
izomszovet homogenizalasa politronnal tortént NP-40-et tartalmazo lizis pufferben.

A  homogenat fehérjetartalmat a homogenizaldo pufferben felhasznalt
detergenseknek megfeleléen Bradford modszeren alapuld Bio-Rad Protein Assay Kittel
(Bio-Rad #600-005) végeztiik. A western blottok soran az azonos fehérje koncentraciora
higitott mintakbol (5,4 mg/ml) 10 — 30 pl mennyiséget 8 — 12% toménységl (v/v)
poliakrilamid gélen futtattunk és szeparaltunk. Ezutan a fehérjéket szintén elektromos
aram segitségével PVDF membranra transzferaltuk. A transzfer utan a membrant 5%-0s

zsirmentes tejporos TBS-T vagy 1%-0s BSA oldatban blokkoltuk 4 °C-on. Blokkolas



utan egy egész éjszakan at 4 °C-on, a kimutatni kivant fehérje ellen termeltetett
specialis antitestet tartalmazo oldattal kezeltiik a membrant. A mosas utan masodlagos
antitesttel blokkoltuk a membrant. A blokkds utdn ismét mostuk a membrant. Ezt
kovetéen a membrant HRP-vel reagadld szubsztrat oldatba helyeztiik 5 percre. A
kemilumineszcencids reagens hatdsdra keletkezd fényreakciot rontgen filmen
rogzitettiik. A fehérje csikok intenzitasat imagel szoftverrel végeztiik és a-tubulinhoz
normalizaltuk, ami belsé kontrollként szolgal.

Az oxidalt fehérjék mennyiségi valtozdsanak meghatarozasahoz Oxyblot Kittet
(Chemicon/Millipore, S7150) hasznaltunk a gyari leirasnak megfeleléen. A mintakat
DNPH-val kezeltiik, majd szobahémérsékleten 15 percig inkubaltuk neutralizald
pufferrel (Chemicon/Millipore). Az igy modositott fehérjéket western blot technika
segitségével, ill. a kit leirdsanak megfeleléen mértiik.

A citrat szintetdz (CS) a citromsav-ciklus elsd reakciojat katalizalo
folyamatszabalyoz6 enzim, amely mérést Shepherd és Garland leirasa alapjan végeztiik
atlatsz6 mikrolemezre. A reagensek mintaval vald Osszemérése utan, az optikai
denzitast ELISA leolvasoval (Thermo Labsystems Multiskan EX) 405 nm-en olvastuk le
a 0., 1., 2. és 3. percben, majd az aktivitast pmol/min/mg fehérje mennyiségben
hataroztuk meg.

Az izomszévet NAD'/NADH ardnydnak meghatirozisakor a NAD'/NADH
Quantification Kit (Bio Vision, K337-100) gyari protokolljat kovettikk, amihez 20 mg
szovetet hasznaltunk fel. Az utmutatonak megfeleléen elséként a minta NADH
mennyiségét hatdroztuk meg, majd a mintaban 1évd NAD*-ot. A NAD" mennyiséget a
NADt-NADH kiilonbségébdl becsiiltilk, miutan a NADt mennyiségét 450 nm-€s
hullamhosszon ELISA leolvasoval (Thermo Labsystems Multiskan EX) detektaltuk az 5
oras folyamat soran 30 percenként.

A teljes ROS mennyiségének meghatarozasara H,;DCFDA-t (Invitrogen-
Molecular Probes #D399) hasznaltuk. A fluoreszcens intenzitas valtozast 30 percen
keresztiil 5 percenként mértiilk 485 nm-es excitdcids €és 538 nm-es emisszios
hullamhossz hasznalataval (Fluoroskan Ascent FL). A fluoreszcens intenzitast a

fehérjetartalommal normalizaltuk és relativ unit / mg fehérjében fejeztiik ki.



A PCR vizsgalat soran az AMPKa (PRKAA1l) mRNS szintjének mérését
izomszovetb6l végeztik. Az RNS-t NucleoSpin® RNA/Protein kit segitségével
(Macherey-Nagel, Diiren, Germany) izolaltuk, a cDNS-t pedig cDNA Syhnthesis Kittel
(Bioline, #Biol-65026). Az RT-PCR mérést Rotor-Gene 6000 (Corbett Research,
Australia) késziilékkel végeztilk. A mérés soran SYBR Green (EVA-Green, Biotium,
#31000) és ImmoMix (#¥IMX-110C, Bioline) reagenseket hasznaltunk. A kovetkezd
PCR koriilményeket alkalmaztuk: 95 °C 10 perc; 95 °C 15 masodperc, 60 °C 1 perc (40

cikluson keresztiil). Az AMPKoa mRNS gén expressziojat B-actinhoz normalizaltuk.

Statisztika

Az adatok kiértékelését, a szignifikdns kiilonbségek megallapitasat
STATISTICA 11.0 programban normalitas vizsgalatot kovetden vizsgaltuk. Mivel a
valtozok jelentds része nem mutatott normal eloszlast, igy az Osszes valtozo
elemzésénél nem paraméteres, Kruskall-Wallis ANOVA-t hasznaltunk. Ezt kvetéen
post-hoc analizist végeztlink, melynek alapja a 2 mintds t-proba nem paraméteres
vizsgalata (Mann-Whitney proba). Egyes adatok esetében nem paraméteres kétmintas t-

probat is alkalmaztunk. A szignifikancia szintjét p<0,05 és p<0,01-nél hataroztuk meg.



4. Eredmények

Az éllatok teststlyat a 12 hetes edzés soran hetente mértiikk. Az ,,edzésnek
ellenallo™ és az ,,edzhetd” allatok kiindulasi testsulya azonos volt. A harmadik mérési
alkalomtol kezdve az ,edzésnek ellenalld” allatok és az ,,edzhet6” allatok edzo
csoportjanak testsulya folyamatosan csokkent. A(z) LRTE allatok testsulya a kiindulasi
értékekhez képest szignifikansan csokkent az edzés periddus végére (p<0,05) a(z)
LRTC csoporthoz képest (422,14+15,19 vs. 474,00+14,10 g), valamint hasonld
valtozast figyeltink meg a HRTE ¢és HRTC csoportoknal is (410,63+9,52 vs.
471,00+12,88 Q).

Az edzés program elkezdése eldtt a maximalis oxigénfelvétel (VO,max) hasonld
volt a négy kisérleti csoport kozott — LRTC, LRTE, HRTC és HRTE —, atlagban
~65+7,5 ml/kg/min. Az alloképességi edzés szignifikdnsan novelte a VO,max szintjét
a(z) LRTE ¢és HRTE csoportokban (p<0,05) a kontroll allatokhoz képest. Ez a
kiilonbség a harmadik mérési alkalomtdl kezdve élesen elkiiloniil az edzd és a kontroll
csoportok kozott, amely a ndvekedés az edzés protokoll utolsé hetében sokkal
erbteljesebb volt a HRTE allatok esetében (p<0,01), mint a(z) LRTE allatok esetében
(p<0,05), amit nem paraméteres kétmintas t-probaval elemeztiink.

A VO;max teszt sordn az allatok futdsi képességét is mértikk ugy, hogy
rogzitettik az allatok altal megtett tavolsagot. Hasonléan az aerob kapacitas
eredményeihez, az alloképességi edzés megkezdése eldtt itt sem volt kiillonbség a
csoportok kozott, és a futdsi tdvolsdg folyamatosan és szignifikdnsan nétt az edzo
allatok korében a kontroll csoport tagjaihoz képest. Ezen feliil szignifikdns kiilonbséget
figyelhettiink meg a(z) LRTE és HRTE csoportok kozott. A HRTE allatok tobb mint 20
%-kal nagyobb futasi tavolsagot tettek meg az utols6 mérési alkalom soran, mint a(z)
LRTE csoport allatai.

A vazizomzat mitokondrium szamat a COX-4 fehérje szintjével mértiik, amely
soran szignifikansan kiilonbséget mértiink a(z) LRTC és a(z) LRTE, valamint a HRTC
¢s HRTE csoportok kozott.

A citrat szintetaz (CS) enzim aktivitasat, ahogy azt mar korabban emlitettiik, a
sértetlen mitokondrium szam megméréséhez hasznaltuk. A CS aktivitashoz hasonloan a
COX-4 esetében is szignifikans kiilonbséget mértiink az ,,edzésnek ellenalld” és az

»edzhet¢” allatok kontroll és edzd csoportja kozott. Annyi kiilonbséget itt



felfedezhetiink, hogy az ,edzésnek ellenall6” kontroll és edzd csoport kozott itt
ellentétes iranya a folyamat, hiszen szignifikdns csokkenés tortént. Ezenkiviil a(z)
LRTE ¢és HRTE csoportok kozott is szignifikdns kiilonbséget mértiink, az edzo
»edzhetd” allatok nagyobb mértékben reagaltak az edzésre, mint az ,,edzésnek ellenallo”
edz6 allatok. Ellentétben a COX-4-gyel, a CS esetében csak a HRTE allatoknal mértiink
szignifikdns kiilonbséget a HRTC vs. HRTE ¢és LRTE vs. HRTE (p<0,05)
osszehasonlitasban. Erdekesség, hogy a CS aktivitas szignifikansan alacsonyabb volt az
edz6 LRT, mint a kontroll LRT allatokban.

A reaktiv oxigén gyokok legnagyobb része a mitokondrialis 1égzési folyamat
mellékterméke, amelynek szintjét a Hy;DCFDA eljaras segitségével mértiik.
Szignifikdnsan alacsonyabb szintet mértiink a HRT allatok kontroll csoportjaban a(z)
LRT éllatok kontroll csoportjdhoz képest (14 % volt a kiilonbség a HRTC és LRTC
csoportok kozott). Az edzés hatasara novekvd tendenciat figyelhetiink meg a ROS
szintjében a(z) LRT és HRT csoportoknal.

A ROS szint véltozasaval ellentétes kapcsolatot talaltunk a NAD'/NADH
aranynal, — amely a redox egyensuly meghatarozasara szolgal — mert itt csak a HRTE és
LRTE csoportok kozott tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni. A HRTC
csoportban a NAD*/NADH arany magasabb volt, mint a(z) LRTC csoportban.

A sejtekben ¢€s szovetekben 1évo fehérjéket ért oxidativ stresszt, amelyet edzés is
kivalthat, altaldban a reaktiv karbonil szarmazékok mennyiségével becsiilhetjiik
Adataink alapjan szignifikans kiilonbséget mértiink a HRTE és a HRTC éllatok kozott,
mig a(z) LRTE csoportban nem tapasztaltunk semmiféle valtozast az ,,edzésnek
ellenallo” kontroll csoporthoz képest.

A sériilt fehérjék lebontasaban kozremiikodé enzimek koziil a proteaszoma az
egyik f6 fehérje bontd enzim. Edzés hatasara a proteaszoma (PSMAG) altalunk mért R2-
es alegységének mennyisége edzés hatasara mind a(z) LRT, mind a HRT csoportokban
1s szignifikdnsan nott.

Mig a citoszolban a proteszoma felelds a sériilt fehérjék lebontasaért, addig a
Lon proteaz a mitokondriumban végzi ugyanezt a feladatot. Edzés hatasara csak a HRT
csoportban mértiink szignifikans kiilonbséget, az LRT csoportban nem tortént valtozas.

Tovabba szignifikans a kiilonbség a(z) LRTE ¢és HRTE csoportok kézott.



A HSP78 egy mitokondridlis chaperone, amely a mitokondriumban a sériilt
fehérjéket jeloli meg a lebontd enzimek szdmara. A HSP78 szintjében nem tortént
valtozas a négy kisérleti csoporton beliil.

Az AMPKao aktivitds fontos visszajelzdje a vazizom edzéshez valo
novekedést figyelhetiink meg a HRTC csoportban a(z) LRTC, ill. a HRTE csoporthoz
képest. A vazizomban taldlhat6 AMPKa fehérje mennyisége mellett megmértiik az
AMPKa mRNS szintjét is, de itt nem talaltunk kiilonbséget az egyes csoportok kozott.

A SIRT1 fehérje érzékeny markere a metabolikus valtozasoknak. Kontroll
csoportok kozott nem mértiink kiilonbséget (LRTC vs. HRTC), de edzés hatasara
mindkét kisérleti csoportban (LRTE és HRTE) szignifikans kiilonbséget, ndovekedést
mértiink a szintjében.

A mitokondrialis biogenezis egyik fontos eleme a PGC1-a, amelyrdl tudott,
hogy edzés hatasara né a szintje. Ennek ellenére ndvekedést csak a HRTE csoportban
mértiink, a(z) LRTC ¢és a(z) LRTE csoport kdz6tt nem valtozott a PGC1-a szintje.

A PGCl-a szabélyozza a mitokondridlis biogenezisben résztvevd TFAM ¢s
NRF-1 fehérjéket. A(z) NRF-1 fehérje szintjének valtozasa a PGCl-la szintjéhez
hasonl6 mintdzatot mutatott. A(z) NRF-1 edzés hatasara csak a HRTE csoportban
mutatott szignifikans kiilonbséget, ndvekedést, mig a(z) LRTC és a(z) LRTE csoportok
kozott nem talaltunk kiilonbséget.

A TFAM fehérje szintje szignifikansan alacsonyabb volt a(z) LRTE csoportban,
mint a(z) LRTC csoportban. A HRT allatok esetében a testedzés pedig ndvelte ezen
fehérje mennyiségét.

A mitokondriumok mindéségi kontrolljanak szabalyozasaért részben fizios és
fuzios folyamatok felelnek. A mitokondriumban a fizids folyamatokért részben a Fisl
felelds, melynek szintje a HRTC allatokban szignifikansan alacsonyabb volt a(z) LRTC
allatokhoz képest. Edzés hatasara mindkét csoportban (LRT és HRT) novekvo
tendenciat figyelhetiink meg a Kontroll csoporthoz képest, bar szignifikans kiilonbséget
nem sikertilt kimutatnunk.

A mitokondrium fazios folyamataért felel6s fehérje, az Mfnl szintje ellentétesen

valtozott a Fisl-hez képest. Kontroll koriilmények kozott nem volt kiilonbség, mig
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edzés hatasara szignifikdnsan csokkent a tartalma mindkét edzé (LRTE ¢és HRTE)
csoportban.
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5. Kovetkeztetések

Az edzhetéség a profi sport szintjén 6ridsi jelentdséggel bir, de a mindennapi
egészség érdekében végzett rendszeres testedzés soran is kiemelt szerepe van, hisz egy
amatOr sportold is mindig fejlédni akar. Az edzhetdség egy igen Osszetett dolog, amely
széles hatarok kozott mozog, tobbek kozott a genetika is befolyasolja. Ezért nagy
kihivas egy olyan figyelemre mélt6 mechanizmust meghatarozni, amely hozzajarulhat
az ugyanarra az edzés ingerre adott eltérd reakcidok alaposabb megismeréséhez, ill.
ahhoz, hogy megértsik az edzhetdség hatterében zajlo folyamatokat. Jelen
disszertacioban lehetdséglink volt edzhetéség alapjan szelektiven tenyésztett
patkanyokon elfogulatlanul vizsgalni az edzhetéséget, az alloképességi edzés hatasat a

mitokondrialis biogenezisre vazizomzatban.

A 12 hetes futészalagos edzés megkezdése el6tt a(z) LRT és HRT allatok
VO,max értékei és futdsi tavolsaga kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget,
amely azt sugallja, hogy az edzhet6ség nem fiigg teljes mértékben a kiinduldsi VO,max
értékektdl. Alloképességi edzésre adott sokkal nagyobb mértékii valasz figyelheté meg
a futasi tavolsagban a(z) LRT és HRT allatok kozott, mint a VO,max-nal, amely a
VO;max értékekben bekdvetkezd valtozasok korlatolt edzhetdségét jelzik. Ezt a
megallapitast szamos humdan tanulmany is aldtdmasztja, miszerint a magas-intenzitasu
aerob teljesitmény nincs kapcsolatban a maximalis oxigénszallito kapacitassal, valamint
a kiindulési aerob kapacitds sem pozitivan sem negativan nincs Osszefiiggésben a
testedzés altal kivaltott maximalis aerob teljesitménnyel. Természetesen az aerob
kapacitason kiviil sok mas tényez0 is hozzajarulhat a jobb futoteljesitményhez, amelyek
magyarazatul szolgalhatnak a HRT allatok jelentésebb eredményeihez a futasi
tavolsagot illeten a 12 hetes terhelés végére.

A mitokondridlis halozat kiemelkedd jelentdséggel bir a testedzés altal kivaltott
metabolikus valtozasokkal szembeni megkiizdés folyamataban. Holloszy allatkisérleten
alapul6 uttor6 munkéja kimutatta, hogy a rendszeres testedzés ndveli a mitokondrialis
enzimek aktivitasat és a mitokondrium tartalmat is. Holloszy felfedezését human
vizsgélatok is alatdmasztjak.

Ahogy azt az eredményeknél lathatjuk a ROS kiindulasi szintje szignifikansan
alacsonyabb volt a(z) HRT allatokban, mint a(z) LRT allatokban. A ROS nemcsak
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izomsejten beliili, hanem izomsejten kiviili forrdsokbdl is termelddhet. Megerdltetd
terhelés izomsériilést eredményezhet, amely a neutrofilok ¢és makrofagok
aktivalodasahoz vezethet az interferon-y, interleukin-1 és tumor nekrozis faktorokon
keresztiil. Ezek az immunsejtek nagymértékben termelnek ROS-t, amelyek a neutrofil
védelmi vonal kozponti elemei. Vizsgéalatunkban a két kontroll csoport allatainal
talaltuk a ROS kiindulasi szintjében a kiillonbséget, amely allatok a kéthetente esedékes
futészalagos VO,max mérésen kiviil semmilyen terhelésnek nem voltak Kkitéve.
Ezenfeliil az allatok dekapitalasa is 2 nappal az utols6é edzés befejezése utan tortént,
hogy elkeriiljiik az akut metabolikus hatasokat. Ennek ellenére lehetséges, hogy a(z)
LRT allatok kontroll csoportjaban ezért detektaltunk magasabb ROS szintet. Mivel
vizsgalatunk soran az interferon-vy, interleukin és tumor nekrozis faktorokat nem mértiik,
igy nem tudjuk eredményekkel aldtdmasztani ezt a lehetdséget, igy pontos valaszt sem
tudunk adni a két kontroll csoport kozott tapasztalhatd eltérésre. A ROS szintet
H,DCFDA segitségével mértiik, amely nem mutatott kiilonbséget a HRTE és LRTE
csoport kozott.

Emellett a ROS szamos jelzd folyamatban vesz részt, a redox homeosztazis
fenntartasaban is, ami szorosan kapcsolodik a sejtszinti anyagcseréhez. Jelen
vizsgalatunkban ellentétes iranyt a ROS szintje és a NAD'/NADH arany az ,,edzésre
reagald” allatok kontroll és edzd csoportja kozott (HRTC és HRTE csoport), amely
kontrollalt redox homeosztazist feltételez. Azonban ezt a kapcsolatot nem talaltuk az
»edzésnek ellenalld” (LRT) csoportok kozott. Masrészrol, a COX-4 szintjében sem
mutattunk ki szignifikans eltérést a két kontroll csoport k6zott, ami azt sugallja, hogy a
redox egyensulyban bekovetkezd lehetséges eltérések nem befolyasoljak szignifikansan
a mitokondrialis biogenezist. COX-4 esetében szignifikdns ndvekedést csak a(z) LRTC
¢s LRTE, valamint a HRTC és HRTE csoportok kozott mértiink, amely eredménytink
0sszecseng Short €s munkatéarsai megfigyelésével, akik 16 hetes aerob edzés hataséara az
altalunk is vizsgalt markerek hasonl6 valtozasat irtak le. A citrat szintetaz és a citokrom
¢ oxidaz aktivitas nétt, de a COX-4 mRNS szintje, valamint a PGC-1la, NRF-1 és
TFAM szintje is.

Disszertaciomban szignifikansan magasabb szintet figyeltiink meg a karbonilalt
fehérjék szintjében a HRTE patkanyok csoportjaban az HRTC csoporthoz képest, mig

a(z) LRT éllatok esetében ilyen valtozast nem tapasztaltunk. A fehérje karbonilaci6 a
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fehérje oxidacio egyik tipusa, amelyet a ROS eldsegit, ha né a ROS szintje, akkor n6 a
karbonilalt fehérje szintje is. A karbonilalt fehérjéket a fehérjék oxidativ karosodasanak
markereként hasznaljuk, azonban a mérsékelt foku karbonilacio 0sszefiiggésben lehet a
fehérje turnover folyamataval. Igy a fehérje karbonilacio jelzi, hogy a sériilt fehérjék
lebontasra keriiljenek javitasra, mert a karbonilacid egy visszafordithatatlan/
javithatatlan modosulas. A fehérje degradacio szintjét a proteaszoma R2-es
alegységének és a LonP fehérjének a segitségével mértiik, amely housekeeping
fehérjékrol tudjuk, hogy a rendszeres testedzés ndvelni tudja a szintjiiket. Ez egy fontos
folyamat, mert a fehérjék oxidativ modosuldsai a fehérjék funkcidvesztését
eredményezik. A(z) LRT és HRT csoportok kozotti kiilonbség hianya a proteaszoma
indukcioban azt jelezheti, hogy ez a citoszolban talalhato fehérje fiiggetlen lehet az
edzhet6ségtdl. Azonban nem ez tortént a mitokondriumban lebomlé oxidalt fehérjékkel,
mivel a LonP csak a HRTE csoportban nétt a(z) LRTE és HRTC csoportokhoz képest.
A Lon proteaz enzim szintje a HRTC csoportban alacsonyabb szinthez kozelit, mint a(z)
LRTC csoportban (p=0.22). Azonban, egy korabbi vizsgalatunk eredményeit
figyelembe véve tudjuk, hogy az Oregedés gatolja a Lon protedzt a vazizomban, és
ennek hatdsat a testedzés mérsékelni képes, az alloképességi teljesitmény novelni. Ezért

nem jelenthetjiik ki, hogy a Lon protedz fehérje szerepet jatszik az edzhetdségben.

Az AMPK-r6l érdemes tudni, hogy a terhelés intenzitdsanak megfeleléen
aktivalodik, amely aktivalodast mar a maximalis aerob kapacitds ~ 60 %-anal is
megfigyeltek, mig masok alacsony intenzitasnal az AMPK aktivitas hosszantarto,
elnygjtott hatasat talaltdk. Az AMPK egy fontos jelz6 molekuldja az alloképességi
edzésnek, és az AMPK AICAR-ral valo stimulalasaval novekvd aerob teljesitményr6l
lehet beszamolni. A nem edzdé kontroll allatok csoportjai koziil a HRT csoportban
szignifikdnsan nagyobb AMPK aktivitast mértiink, mint a(z) LRT csoportban, amely
igy a HRT allatok szamdra nagyobb érzékenységet mutat a metabolikus valtozasok
érzekelése felé. Ebbol adodoan nem jelenthetjiik ki egyértelmiien, hogy az AMPKa
aktivitassal jard6 magasabb szint kedvezébb metabolikus alapot jelent a jobb aerob
edzhetdség szamara. Az AMPKa mRNS szintjében nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget a csoportok kozott, de a(z) mRNS és a fehérje szint kdzotti eltérés nem
igazdn meglepd, a(z) mRNS lebomlasa, a nem megfeleld transzkripcid, a(z) miRNS

szabalyozdsa vagy a megvaltozott fehérje lebontds kovetkeztében. Lessard és
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munkatarsai egy tanulméanyukban arrol szdmolnak be, hogy akut edzés hatdsdra az
AMPK megfelelden aktivalodott a(z) LRT és HRT allatokban, és nem valdszinti, hogy
kapcsolatban all az edzés ingerre adott eltérd alkalmazkodéssal . Az edzésre csokkend
AMPK aktivitas a(z) LRT csoportban a citrat szintetaz csokkenéssel egyiitt azt sugallja,
hogy a mitokondriummal &sszefiiggd faktorok fontosak lehetnek az edzhetdség soran.
Valoban, az AMPK béta alegységének csokkenése a véazizomzatban csokkent edzés
toleranciat eredményez anélkiil, hogy jelent6s valtozas kovetkezne be a mitokondrium
tartalomban vagy a cukor anyagcserében.

Edzés hatasara novekvo SIRT1 szintet mértiink az ,,edzésnek ellenalld” és az
»edzésre reagald” csoportokban, amely alapjan feltételezhetjiik, hogy a(z) LRT és HRT
allatok edzhetésége kozotti kiilonbség fiiggetlen a SIRT1 szinttél. Erdekes, hogy a
PGC1l-a tartalom csak a HRTE csoportban nétt. Jelenleg megoszlanak a vélemények
arrol, hogy a SIRT1 szerepet jatszik-e a PGCl-a aktivacidjaban. Néhany tanulmany,
beleértve Holloszy kutatocsoportjat is, azt feltételezik, hogy a PGCl-a deacetilacioja
gatolja a SIRT1 aktivitast és a mitokondrialis biogenezist, mig mas cikkek a SIRT1 altal

deacetilalt PGC1-a aktivitasrol szamolnak be.

A mitokondridlis biogenezist a PGCl-o, NRF-1 ¢és TFAM fehérjék
szabalyozzak. Ahogy azt korabban emlitettiik, a PGC1-o edzés hatasara ndtt a HRTE
csoportban a HRTC-hez képest, de nem nétt a(z) LRTE csoportban a(z) LRTC-hez
képest. A TFAM szintje edzésre csokkent az ,,edzésnek ellenallo” LRT allatoknal, és
nétt az ,.edzésre reagald” HRT csoportban. A TFAM kapcsolatban van a magasabb
aerob alloképességgel, amit mi is nagyobbnak mértiink a HRTE csoportban. A TFAM
ellentétesen valtozik edzés hatdsara a(z) LRT csoportban a HRT csoporthoz képest,
amely alapjan ez a fehérje limitalo faktor lehet az edzhetdségben. Ezen kiviil a Lon
protedz szintje péarhuzamosan véltozott a TFAM szintjével. A Lon protedz
kozremlikodik a fehérjék stabilitdsdban, replikdcidjdban, transzkripcidjaban és
protein és az akonitaz fehérjék lebontasaban. Tovabba az NRF-1 a PGC1l-a-hoz
hasonléan valtozott; az NRF-1 edzés hatasara indukalodott a HRT csoportban, de a(z)
LRT csoportban nem. Igy a PGC1-o 4ltal szabalyozott elemek csak az edzésre fogékony
allatok csoportjaban nottek.
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Eredményeink alapjan a vazizom vizsgalatahoz megfogalmazott hipotézisekre a

kovetkezd valaszokat adhatjuk:

1. Az éltalunk alkalmazott 12 hetes futdszalagos terhelés utdn az LRT ¢és HRT
csoportokat vizsgalva jelentds eltérés lesz mérhetd az allatok maximalis oxigén
felvétele és futasi teljesitménye kozott a kontroll €s az edz6 csoportokat illetéen. A
kontroll csoportokhoz képest mind a(z) LRTE, mind a HRTE csoportokban
szignifikans novekedést mértiink a maximalis oxigén felvétel és a futasi
teljesitmény esetében. Eppen ezért jelentds eltérést nem figyeltink meg a
maximalis oxigén felvételnél, igy ez a rész NEM IGAZolodott be, mig a futasi
tavolsagnal IGAZ a hipotézisiink, hiszen a két edzé csoport kozott jelentds volt a

kiilonbség.

2. Az edzés altal bekovetkezett valtozasok a redox egyensulyban szerepet jatszanak az
edzésre adott eltérd valaszokban. NEM IGAZ, mert nem talaltunk egyértelmii
oxidativ marker(eke)t, amely(ek) megmagyarazna(k) az eltér6 edzhetdséget. Bar
a ROS szintjében szignifikans volt a kiilonbség a(z) LRT és HRT allatok

kontroll csoportja kozott.

3. Az adenozin-monofoszfat-aktivalta protein kinaz (AMPK) jelentds hatassal bir a
vazizomzatban az edzésre. |IGAZ, mert a HRTC és. LRTC allatok kozott
szignifikansan nagyobb volt az AMPK aktivitas szintje, amely nagyobb
potencialt jelent a metabolikus valtozasok érzékelése felé. Ezenkiviil a csokkeno
tendenciat mutato AMPK és szignifikansan csokkent citrat szintetaz aktivitas

a(z) LRTE allatokban szintén ezt a megfigyelést erositi.

4. A mitokondrialis biogenezisben szerepet jatszd faktorok magyarazzak az LRT és
HRT éllatok eltér6 edzhetdségét. IGAZ, mert a vizsgalt mitokondrialis
biogenezisben szerepet jatszo PGC-1a, NRF-1 és TFAM fehérjék edzés hatasara

szignifikansan néttek a HRT csoportban, mig a(z) LRT csoportban nem.
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Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy az edzhetéségnek nagy jelentésége van a
mindennapi, rekredcios sporttevékenységet végzoknél és az elit sportoloknal egyarant.
Edzhet6ség alapjan szelektiven tenyésztett patkanyokkal (,,edzésnek ellenalldo — low
response trainers (LRT) és ,,edzhet6”/,,edzésre reagald” — high response trainers (HRT))
végeztiik kutatasunkat annak érdekében, hogy az alloképességi edzés hatasat vizsgaljuk
a mitokondrialis biogenezisre. Az allatok 3 honapon keresztiil, a hét 5 napjan 30 perces
futészalagos terhelésen vettek részt, ahol a sebességet a VO;max-uk 70%-nak
megfelelden allitottunk be. Ahogy azt vartuk, edzés hatdsara szignifikans kiilonbséget
mértiink a futasi tdvolsagban a(z) LRT és HRT allatok kozott. Azonban a VO,max, a
COX-4, a redox homeosztazist biztositdé markerek (reaktiv oxigén gyokok (ROS)),
silent-informator-regulator 1 (SIRT1), NAD*/NADH arany, proteaszoma (R2 alegység),
¢s a mitokondrialis haldzat fenntartasaért felelos mitochondrial fission protein (Fisl) és
mitochondrial fusion protein (Mfnl) vizsgalata utan kijelenthetjiik, hogy ezek a
markerek nem befolyasoljak egyértelmiien az eltéré edzhetdséget a(z) LRT és HRT
csoportban. Masrészrdl, eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az AMP-
acitvated protein kinase alpha (AMPKa) alap aktivitdsdban talalhato kiilonbség, és az
alloképességi edzés kivaltotta valtozas a citrat szintetaz, karbonilélt fehérje, peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator-lo. (PGCl1-a), nuclear respiratory
factor (NRF1), mitochondrial transcription factor A (TFAM) és Lon proteaz szintjében
limitdlo tényezd lehet az altalunk vizsgéalt edzhetdség alapjan szelektalt patkany
populdcidban. Eredményeinkre tdmaszkodva megallapithatjuk, hogy a mitokondrialis
biogenezissel Osszefiiggd faktorok eltér6 modon alkalmazkodnak alloképességi edzés

soran az ,,edzésnek ellenalld” és az ,,edzésre reagald” patkanyokban.
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