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1. Bevezetés

A szerzot régota foglakoztatja a kérdés, hogy mi tesz valakit tehetségessé kiilonb6zo
képességek elsajatitasa, fejlesztése terén. A mindennapi életben gyakran talalkozunk
olyanokkal, akik az élet egy bizonyos teriiletén kimagaslé tehetséggel birnak: gyorsabban
futnak, magasabbra ugranak, jobb ritmusérzékik van, mint az atlagos képességii
populacionak. Ezen képessegek egy meghatarozott intervallumon beliill fejleszthetéek
ugyan, de ugy tiinik, a sav tetejét erételjesen az egyének 6roklott tulajdonsagai hatarozzak
meg. Ez a kvazi determinisztikus elképzelés akkor a legszembetlinébb, ha bizonyos
tulajdonsagok extrémitasat vizsgaljuk. JO példa ezen extrémitasokra az élsport, ahol a
sportolok szinte emberfeletti teljesitményeket tudnak produkalni. Ezek az egyének azért
képesek nem mindennapi eredményekre, mert a targyi és kornyezeti feltételeik megléte
mellett, a szervezetiiket felépitd egységek olyan ,.kod” (DNS) iranyitasaval mikodnek,
mely az emlitett teljesitmeny leadasahoz szlikséges képessegek kifejlesztését lehetévé teszi.
Az egyéni képességek felsé korlatjanak meghatarozasa igencsak komplex feladat. A
kevésbé jo adottsagokkal rendelkezok feltehetik a kérdést: meddig és milyen eszkdzokkel
lehet (sportos példanknal maradva) egészségesen fejleszteni kondicionalis képességeiket?
Tovabba, hol vannak azok a beavatkozési pontok, melyek tudatos modulalasaval jobb
eredmények érhetok el? Vizsgalataink soran az eltéré ,,tehetség”-,,hajlam” modellezésére
egy vad tipusu patkanyfajbdl tenyésztett alacsony €és magas futdkapacitasu
patkanypopulaciéval dolgoztunk.

Az utdbbi években el6térbe keriiltek az olyan epigenetikai (olyan 6roklédési forma, ami
nem a bazis szekvencia véaltozasban realizalodik) vizsgalatok, melyek eredményei azt
sugalljak, hogy az életvitel és a kornyezeti koriilmények hatdssal vannak a kromatin
allomany hiszton komponensének modifikaciojara is. Ez 6nmagaban még nem tlinik olyan
nagy jelent6ségiinek, am ezek a valtozasok befolyasolhatjak bizonyos gének expressziojat -
mi tdbb, tovabborokithetbek az utédok szamara is. Az 06roklott tulajdonsagok, az
anyagcsere folyamatok halozata, a génexpresszidés folyamatok és a fehérje funkcidk

egymasra gyakorolt hatdsai a legegyszeriibb ¢é16 szervezeteket is igen bonyolult struktarava
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teszik. A komplex rendszernek egy kis szeletét képezik a sportban és a fizikai
teljesitoképesség kialakitasaban kiemelked6 szerepet jatszo, az oxigénhez felhasznaldshoz
kothetd, energianyerd anyagcsere folyamatok. Az aerob anyagcsere kdzponti jelentéségii
sejtorganelluma a mitokondrium, melynek funkcionalis és kvantitativ vizsgalata az
epigentiai valtozasokkal kar6ltve kdzelebb vihet benniinket a fizikai teljesitOképesség, az

oregedési folyamatok vagy akar komplex patomechanizmusi betegségek megértéséhez is.

Fejlodése soran szamos hatas éri az é16 szervezetet. Ezek kdzil az ember talan a fizikai
aktivitdsat és a taplalkozasat tudja a leghatékonyabban befolyasolni (rendszeres
sport/fizikai aktivitds, egeszseges, mértekletes taplalkozas). Szamos tanulmany szamol be
arrol, hogy ezen tényezOk tudnak a legtobbet tenni az egészség megbrzéséért. A fizikai
aktivitasnak egeszségre gyakorolt pozitiv tulajdonsagairdl mar sok tanulmany beszamolt
(1,2).

Robert Boyle (1627-1691) koranak egyik legnagyobb kutatdja, az Angol Kiralyi
Termeszettudomanyos Tarsasag (Royal Society) egykori elndke, aktiv éveinek csicsan
papirra vetett egy 24 pontbdl allé listat, mely a tudomanyos megismerés szerinte
legfontosabb célkitiizéseit tartalmazta. Ezen a listan az elsé és legfontosabb feladatként:
»AzZ élettartam meghosszabbitasa” szerepelt. A Boyle 6ta eltelt évszazadok folyaman
rengeteg ismeretanyagot halmozott fel az emberiség, de jelenlegi ismereteink szerint kevés

olyan eljaréas létezik, mellyel hatékonyan novelheté az élettartam.

Definicio szerint két fogalmat érdemes megkilonbéztetni: Az atlagos élettartamot, mely
egy populacioban atlagosan, az egyedek sziiletést6l a pusztulasukig eltelt idétartamot jelli
és maximalis élettartamot, ami viszont a populacioban az egyed teoretikus maximumat adja

meg. Szigortan az utébbi a populéacidban valaha megfigyelt legoregebb egyed élettartama.

Nagy remenyekkel kecsegtet a kaloria visszafogads, melyrél szamos kutatocsoport
bebizonyitotta, hogy bizonyos fajoknal maximalis élettartam novelé hatasa van. Ezen
megfigyelések mellett szamtalan betegség megel6zésében mutattak ki pozitiv hatast (3-5).

A kaloria visszafogas es az alloképességi edzés fontos jelatviteli Utvonalakat aktival,
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melyek bizonyos esetekben hasonldsdgot mutatnak. A szervezet e két modszerrel torténd
perkondicionélasa alkalmas lehet egyfeldl a fizikai teljesitoképesség novelésére, masfeldl a
metabolikus betegségek megelézésére. Jelenleg kevés informécid all rendelkezesre azzal
kapcsolatban, hogy vajon kiilonb6z6é futasi képességli vagy aerob kapacitasti egyedek,
hogyan reagalnak az emlitett kezelésekre, illetve gyengébb képességek esetén a problémak

milyen mechanizmusok ,,sériilésében” keresendok.

Tanulmanyunkban agyi- (hippokampusz), vaz izom- (m. gastrocnemius) és hereszéveten
vizsgaltuk a taplalkozasi megszoritas (dietary restriction DR lasd kés6bb) epigenetikai
vetlletét és ezen szovetek anyagcsere funkcidjara és mitokondrialis biogenezisére
gyakorolt hatasat. Kutatasunk érdekességét adja, hogy a kezeléseket két eltéré fenotipussal
rendelkez6 alpopulacion demonstraljuk, igy kapva differencialtabb képet arrol, hogy az
altalunk alkalmazott diétas megszoritas és edzés milyen kilonbségeket, illetve egyezéseket
mutat az eltér6 csoportokban. A kiilonb6z6 adottsagu egyedek sokszor igen markans
kilonbségeket mutatnak, még akkor is, ha a kezelési feltételeket uniformizaljuk. Ezen
megfigyelések a sportszakemberek szamara is fontosak lehetnek, hiszen ilyenkor kertlnek

el6térbe az egyénre szabott edzésformak, tplalkozasi protokollok.

A kovetkezOkben a futasi képességeikben eltéré allatcsoportokon demonstraljuk a
taplalkozas ¢és az alloképességi edzés fontossagat, eldtérbe helyezve a populaciok
sejtélettani adaptaciojat. A disszertacioban bemutatjuk, hogy az eltér6 képességek
fejlesztése nem csak az edzésre adott adapticidban keresendd, hanem szdmos mas
kornyezeti feltetel mellett a téplalkozasi szokdsok is nagy jelentdséggel birhatnak.
Ramutatunk arra, hogy az eltér6 futokapacitasu egyedek specialis hippokampalis,
vazizomzati és him reprodukcios rendszerei kilonbségeket mutatnak mind az oxidativ

anyagcsere, mind neuralis faktorok szintjén.
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2. lIrodalmi attekintés

2.1. A genetika és az aerob teljesitmeny kapcsolata

Az aerobkapacitas vagy a futokapacitas tdgabb értelemben sport teljesitmény genetikai
vizsgalata sok nehézséggel jar. Ezen jellegek szdmos gén egyiittes miikodésének
eredmeényeképpen alakulnak ki (episztazis hatés), illetve egyes gének tobb jellegre is
hatassal vannak (pleiotropia). Mindezek mellett az alloképességi edzés vagy a taplalkozas,

mint kornyezeti hatas szintén fontos tényez6 a kifejlett egyed fenotipusanak kialakitasaban

(6).

Rengeteg beszamold sziletett, mely az aerob kapacitast a fenotipus szintjén taglalja.
Ezek szerint a maximalis oxigénfelvétel meghatarozo tényezoi az acrob enzimek katalitikus
kapacitasa, az izom mitokondrium stiriisége, hajszalér-, kapillaris ellatottsag, a hematokrit,
a perctérfogat és a tiidé O2 difftizios kapacitasa (7,8). Ezen tényezék megfigyelésével a
fiziologidban jartas kutato becsilni tudja az oxigénfelvételt és az ezzel szoros kapcsolatban
allo alloképességi teljesitményt. A genetika hattér vizsgalatandl a helyzet napjainkban
viszont még korantsem egyértelmii. Meglepden ritkdk az olyan leirasok, melyek a

maximalis oxigenfelvétel genetikai ered6jét taglaljak.

A kiemelked6 sportteljesitmény genetikai hatterének meghatarozasara iranyuld
vizsgalatok nem mutatnak egyértelmii eredményeket (9). Léteznek ugyan olyan genek,
melyek Kimutathatéan jelent6séggel birnak a sport teljesitmény kialakitasaban (ACE 1/D,
ACTN3 R577X), am kapcsolatuk eréssége nem elég ahhoz, hogy egyértelmt prediktiv
markerként hasznalhatoak legyenek. Bray recenzidjaban (10) dsszesen 239 gént mutat be,
melyek a ,fitnesz és teljesitmény térképen szerepelnek”, ezek kdzil 214 autoszomalis, 7 az
X kromoszoman talalhatd, tovabbi 18 pedig mitokondrialis eredetii szekvencia. Mar az els6
ranézésre sokkal egyszerlibben kezelhetd testmagassadgra is igen bonyolult gén
konstellaciok hatnak. Az allél variansok, polimorfizmusok és azok egymasra gyakorolt
hatasa sok esetben megneheziti a mennyiségi ¢s mindségi jellegek tanulmanyozasat illetve

ok-okozati kapcsolatok felderitését. Genom szintii asszociacios vizsgalatok (Genom-wide
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association studies, GWA) kimutattdk, hogy tébb mint 600 génvarians hozhat6
Osszefliggésbe a testmagassaggal, am ezek variancidja csak kis mértékben magyarazza a
fenotipusban megjelend varianciat (11,12). Timmson és munkatarsai az aerob testedzés
génexpreszios molekularis keretrendszerének felderitésére tettek kisérletet. Bioinformatikai
modszerekkel és microarray vizsgalatokkal kdzel 100 gén expreszidjanak kilonbségét
figyelték meg (13).

A genetikai hattér mellett a kornyezeti feltételeknek is oriasi szerepik van a kifejlett
egyedek fenotipusénak kialakitdsaban. Nagy elemszdmu klinikai vizsgalatokbdl kidertlt,
hogy az alacsony edzés kapacitas, a terhelhet6ség és az ezzel szoros kapcsolatot mutatd
aerob kapacitas, jobban el6rejelzi a korai morbiditast, illetve mortalitast, mint akar a
kettestipusu diabétesz vagy a magas vérnyomas. A klinikai vizsgalatok eredményei illetve
Ilya Prigogine non-equlibrium termodinamikai nézetei (14) vezették Koch és Britton
szerzOparost az Aerob Hipotézis megfogalmazasahoz (15). EIméletiik szerint az oxigén
metabolizmusaban megfigyelhetd eltérések és az ehhez kothetd oxidativ mechanizmusok,
illetve a szabalyozasi rendszerek hatékonysaga tesz kilonbséget a komplex, ,,kéros” és
,,egészséges” allapotok kialakulasa kézott (15-17) .

Az aerob hipotézis igazolasara egy genetikailag heterogén patkany populaciobdl
alacsony és magas futOkapacitasu allatok tobb generacion keresztiil torténd szelektalasa
kezd6dott meg (18). A magas (High Capacity Runner, HCR) és alacsony (Low Capacity
Runner, LCR) futkapacitasu csalddokon rotacios tenyésztes alkalmaztak, ezzel elkerllve a
beltenyészet kialakulasat és elésegitve a szelekcios szempont jobb érvényesulését (egy
heterogén populaciéban nagyobb az allél diverzitas, a beltenyésztesi egyitthatd
generacionként kevesebb, mint 1%). A futasi kapacitas mar a 11. generaciénal is kozel
350%-0s elérést mutatott (19). Az alloképesség csokkenése mellett, a cukor anyagcsere
zavarai, inzulin rezisztencia, zsiranyagcsere zavarok, tovdbba a kardiorespiratorikus
rendszer problémai is dusulni kezdtek az LCR populacioban. Ezekkel 6sszefliggésben

pedig az LCR allatok varhato élettartama is csokkent (15).
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Az allatok szelektiv tenyésztése egy olyan egyedilall6 modell megalkotasahoz vezetett,
ahol egy genetikailag heterogén populécion lehetett vizsgalni, hogy a komplex 6roklott
tényezok milyen kapcsolatban allnak az olyan kornyezeti hatasokkal, mint amilyen az

alloképességi edzes vagy a kaloria visszafogas és a diétas megszoritasok.

2.2. Alloképességi terhelés és a him reprodukcids rendszer

Napjaikig szdmos kutatasi eredmény halmozddott fel arrol, hogy a mozgasszegény
életmod negativ hatassal van a tesztikularis funkciokra (20,21). Az allokepességi edzes
esetében Ugy tiinik a mozgas mennyiség és intenzitas is befolyasold tényezoként jelenhet
meg. Wheeler korai vizsgalatai arrél szdmol be, hogy azon hosszutavfutok, akik legalabb
64 km-t futnak hetente alacsonyabb tesztoszteron szinttel rendelkeznek, mint a hasonlo
tulajdonsagu, de nem edz6 kontrolcsoport tagjai (22). Hasonld eredményeket talaltak,
Ayers és mtsai. (23), akik a nyolcvanas évek kozepén kimutattak, hogy a hosszi tavu
alloképessegi edzés csokkenti a tesztoszteron termelést. Az alacsonyabb nyugalmi
tesztoszteron szint pedig, a spermatogenezis csokkenésével (24) vagy alacsonyabb

spermium motilitassal (25) is jarhat.

Az Outer dense fiber protein 1 (Odf-1) fehérje, egy az érett spermiumok farki részében
helyet foglalo strukturfehérje, melynek fontos szerepe van a spermiumok mobilitasaban
(26). Az Odf-1 és a spermium specifikus izoenzim, a laktat dehidrogenaz C (LDHC)
mennyiségi meghatarozésa indikatora lehet a spermatogenezis mértékenek. E két fehérje
szoveti koncentracidjukbol kovetkeztetni tudunk a reprodukcids szervrendszer miikodési
hatékonysagara (27). Az LDHC expresszio a meiozis meginduldsa utan aktivalodik (28).
LDHC-proteint elészor a preleptotén spermatocitakban lehet kimutatni, de a
spermatiddkban és a spermatozoakban is nagy mennyiségben van jelen (29). F6 szerepe a
szOvet specifikus energiatermelésben, az anaerob glikolizis folyamataban van.
Kfulcsfontossagu szerepét példazza, hogy az LDHC genetikai ablacioja infertilitassal jart
egerekben (29). Az a him termeéketlensegben egy maésik szerepet jatsz6 folyamat az

oxidativ stressz, melyrdl tobb kutatdé csoport is leirta, hogy Osszefliggésbe hozhato az
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alacsonyabb testis funkciokkal (30). A szabadgyok termelddést a him reprodukcids szerv
esetében sokszor kapcsolatban all a mitokondrialis respiracioval (31,32). A himivarsejtek
sajatossaga, hogy a kifejlett spermiumok mitokondrialis allomanya a spermium nyaki része
utani, kozEépsé kompartmentben lokalizalodik, am ezek a sejtorganellumok nem jutnak be a
megtermékenyitett petesejtbe ezzel eldsegitve az utdd mitokondralis genomjanak
homoplazmiajat. Viszont feltételezhetéen a spermiumok mitokondridlis statusza
befolyasolhatja a megtermékenyité képességiik hatékonysagat. Estiinkben a hippokampusz
és a vazizom mellet erdekes lehet megvizsgalni a divergens aerob-futd kapacitasu allatok
reprodukcids szervrendszerének alloképességi edzésre adott adaptacidjat is a mitokondralis
biogenezis markerek tikrében.

Jelenlegi tuddsunk szerint még senki nem vizsgalta, eltérd aerob képességii
allatmodellen a testedzés hatdsat a spermatogenezis markerekre és az ezzel talan
kapcsolatban allé tesztikularis mitokondrialis biogenezis jelatviteli utvonalat. A fentebb
emlitett aerob kapacitds apjaban két komponensbdl tevodik Ossze: elsd a velesziiletett
képességek, melyek barmilyen edzés nélkil kialakulnak, masodik az un. adaptéacios aerob
kapacitas, mely testedzés hatasara néni tud, de példaul dohanyzas hatarara az expozicid
soran csOkkenhet is. Feltételezhetd, hogy a testedzés és az obezitasra vald hajlam (mely az
alacsony futokapacitasti csoportra jellemz6 (33) befolyasolja a him reprodukcios rendszer
anyagcseréjét is, ezzel kihatva a spermatogenezis folyamatara. Az alloképessegi edzésre
adott pozitiv alkalmazkodas feltételezhetd, am az allatcsoportok eltérd terhelhetdségi

szintje miatt az adaptacioban is kilénbsegekre lehet szamitani.

2.3.A kaloria visszafogéas

Az ember (de szinte az Osszes €16 organizmus) evolucios fejlédése soran szelekcios
tényezoként jelent meg, hogy minél hatékonyabban legyen képes felhasznalni a
rendelkezésre all6  taplalékot. A tapanyagok raktarozasi mechanizmusai s
kulcsfontossaguak voltak a tulélés szempontjabol. Az évezredek soran olyan gének

fejlodtek ki és oroklédtek tovabb, melyek az optimélis energiatarolast promotaltak (34).
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Elédeink mindennapi életében valosziniileg ritkan fordult elé a konzisztens
tapanyagbevitel. Normalisnak szamitott az akar tobb napig is tartd éhezeses periodus (34).
Az okor és a kdzépkor embere is igencsak ki volt szolgaltatva a kdrnyezeti valtozasoknak,
mely a taplalékszerzés lehetéségeire is hatast gyakorolt. Az ipari forradalom o6ta a fejlett
orszagokban az egy fére jutd taplalékbevitel mind mennyiségi, mind mindségi értelemben
ndvekedésnek indult (35). A véarhatd élettartam is emelkedni kezdett, ez magyardzhatd
egyfeldl a kielégit taplaltsagi allapotokkal, masfelél az olyan forradalmi felfedezések
kihasznéalasaval, mint amilyen az antibiotikum vagy az aktiv/passziv immunizalas. Kezdtek
megjelenni olyan betegségek, melyek azel6tt orvosi ritkasdgnak szamitottak (metabolikus
betegségek, infarktusok, daganatos megbetegedések). A kaloria bevitel emelkedésével
csokkent a napi munkavégzés mennyisége. Az energetikai Vvaltozasok evolucios
szempontbol nagyon rovid id6 alatt torténtek. A genetikai architektarak olyan kérnyezethez
alkalmazkodtak, melyre a nem perzisztens- vagy az alacsonyabb kaldria bevitel volt
jellemzo, igy valoszinli az anyagcsere betegségek megjelenése 6sszefliggésbe van azzal,

hogy 6seink nem a jelenlegi diétas kornyezethez adaptalodtak.

A legtobb ember érthetd igénye a hosszu élet, am manapsag célszerli hozzatenni: a ,,jo
¢letmindségben eltoltott” hosszi élet. Az orvostechnika vivményai és a korszerii
gyogyszeres kezelesek ugyanis sok esetben hatékonyan tudjak kezelni a kialakulo
betegsegeket, am a kezelt paciensek ¢életmindsége nem feltétleniil magas foku és messze all
az optimalistol. Egyre inkabb keriilnek el6térbe olyan technikak, melyek divatos szoval
élve ,holisztikusan”, a szervezet egészére fejtik ki pozitiv hatdsukat. A fizikai aktivitason
és a vegyes, mértékletes: ,egészséges” étrenden Kivul kevés technikanak van ilyen
»univerzalis” hatdsa. Szamos olyan vegyllet és molekula létezik (pl.: vorésbor: resveratrol
(36,37), ginzeng: ginsenosidok (38), fokhagyma kéntartalmu vegytletei (39), stb.), melyek
kedvez6 élettani hatassal birnak és esetleg segitenck egyes betegségek megel6zésében,
kezelésében, de kevés az olyan, melyrél tudoményos igényli munkdkban leirtdk, hogy

képes az élettartamot ndvelni.

A kaldria visszafogassal (CR), mint prevencios eszkdzzel viszonylag régéta foglalkozik

a tudomany. El6szor az 1930-as években figyelték meg, hogy azon allatok, melyek a
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maximalis fertilitashoz sziikséges kalériamennyiség csokkentett hanyadat kaptak, akar
40%-kal is hosszabb ideig éltek (40). A CR azért keriilt a kutaték figyelemének
kdzéppontjdba, mert szamos tanulmény szamolt be arrél, hogy ennek a kezelésnek
élettartam-noveld hatdsa van a torzsfan egymastdl nagyon tavol elhelyezkedé fajok
esetében is. Elettartam-novekedést figyeltek meg kutyaknal (41), ragcsaloknal (egér,
patkany, horcsog) (42) ecetmuslicaknal (43,44) , Caenorhabditis elegansnal (fonalféreg)
(45), kerekes férgeknél (46,47), kiilonboz6 pokfajoknal (48), halfajoknal (49,50)
bakterium-, gomba-torzseknél (51-53). A CR-re reagald fajok valtozatossagabol gy tiinik,
hatdsa filogenetikailag konzervalodott az élovilagban. A kedvezé hatasok egyrészrél
magyarazhatoak azzal, hogy az anyagcseréhez kothetd, illetve a kor el6rehaladtaval
megjelend betegségek gyakorisaga az alkalmazas sordn mintha csokkenne. Masfel6l a CR
soran ,lassulé anyagcserével” egyidejileg, el6térbe keriilnek az an. ,repair”
mechanizmusok. Léteznek viszont olyan megfigyelések is, melyek nem tamogatjdk a CR
élettartam-novelé képességét. Cooper és munkatarsai példaul rovidebb élettartamot
tapasztaltak hazi légy (Musca domestica) modell hasznalatanal (54). Tovabba egyes
ragcsalo vonalak tekintetében is kérdéses a CR hatékonysaga (55). Ennek ellenére sokkal

tobb az olyan informéacio, mely a CR pozitiv hatasar6l szamol be.

A mai civilizicids betegségek eléretorésével érdemes elgondolkodni, hogy vajon a
taplalékhianyra berendezkedett szervezet tultaplalasa mennyiben okolhaté az egészségi
allapotban megjelend a problémakért. Az utobbi években a szakmai irdsok tanulséga szerint
ez igen is relevans probléma. Hazankban és a vilag mas fejlett orszagaiban is komoly
gondot okoz a keringési, metabolikus és daganatos betegsegek egyre nagyobb aranyu
megjelenése a lakossagban, és ez sok esetben dsszefliggésbe hozhaté a taplalkozassal,
tultaplaltsaggal (56-58). A tovébbiakban a CR és méas experimentélis taplalkozasi
protokollok specidlis hatasait fogjuk ismertetni, fontosabb tulajdonségaikat kiemelni, és

bemutatjuk a CR Kivitelezése folyaman felmertil6 kérdéseket is.
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2.3.1. Diétas megszoritasok és a kaldériamegvonas

A kaldriamegvonas szodsszetétel konnyen értelmezhetonek tlinik: vegylink egy kisérleti
modellallatot, mérjik meg, mennyi taplalékot fogyaszt ad libitum, majd mersékeljik a
kindlatot egy altalunk meghatarozott mennyiséggel. Ez a szakirodalmi ajanlasok szerint 10-

60%-nyi mennyiséget jelent.

A fentiek ismeretében célszerti az étkezési protokollok kozott mégis kuldnbseéget tenni.
A CR Kklasszikusan az ad libitum szazalékos megvonédsa az aranyok megtartdsaval. A
szakirodalomban ,,Dietary Restriction”-nek, diétds megszoritdsnak (DR-nek) nevezik az
olyan kezelési modokat, melyek beavatkoznak ugyan az ad libitum kinalatba, de nem a
klasszikus mddon. Ezek koze tartozik a fehérje megvonas (protein restriction: PrR), egyes
aminosavaké, szénhidrat megvonas (ChR) és a zsirok megvonasa (FR). A DR kategdriaba
tartoznak még, olyan kivitelezési formak melyeknél a taplalékkinalat idébeli elosztast vagy
Osszetételét modositjak. Ennek egyes formai is a CR-hez hasonlé pozitiv tulajdonsagokkal
birnak (59-61). Idetartozik, a mar emlitett id6beli elosztast modositd, az irodalomban
leggyakrabban szerepld intermittald koplalds (intermittent fasting: IF), melynek egyik
forméja a minden masnapi taplalék megvonas (every other day fasting: EODF). Az EODF
esetében mérhet6 kaloria bevitel hosszatavon megegyezik egy 20-30%-0s napi CR-rel,

mely mérsékelt kaldria visszafogasnak felel meg (62).

Az intermittdlo koplalds (IF) elényei kozott megemlithetjuk a  kdnnyebb
kivitelezhetOséget €és ezen tulajdonsag nem csak a kutatd energia befektetésének
(lustasaganak) kedvez. A pozitivumok kozé tartozik, hogy ez a kezelés igen “¢letszer(i”,
hiszen természetes korilmények kozott gyakran valtogatjak egymast az éhezéses-boséges
idoszakok, sokkal inkabb, mint egy el6re meghatarozott taplalékmennyiség egyenletes
adagolasa (bar ez vitatott téma). Itt hivjuk fel a figyelmet arra a megfigyelésre, miszerint a
vizsgalt allatok nem feltétlendl osztjak be a kapott taplalékot. CR soran a rendelkezésiikre
allo taplalék elfogyasztdsa utan el6fordulhatnak éhezéses periodusok, hasonldéan az EODF
taplalékmegvonasi fazisdhoz. Az EODF Kivitelezes részben képes kezelni azt a problémét

is, mely az allatok témegvéltozasabdl, illetve, hosszabb vizsgalatok esetén az allatok
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korabol adodik. A fiatal allatok energiaigénye fejlédésiik folyaman nd, majd a koruk
elérehaladtaval csokkeni, kezd. A klasszikus Kivitelezésnél, a felkinalt adagok
mennyiségét, az el6bb emlitett tomeg- és életkorvaltozasokhoz kellene igazitani a
megbizhato eredmény érdekében (63). Ez komoly Kkivitelezési gondokat okoz, melyeket

nehéz orvosolni.

2.3.2. A kaloriamegvonas kérdesei

A CR-vizsgalatanal leggyakrabban hasznalt emlés modellek Muridae csaladba tartozé
fajok, példaul Rattus norvegicus vagy Mus musculus. Ezeknél az &llatoknal lényeges
(ahogy mas allati szervezeteknél is), hogy a posztnatalis idészak mely fazisaban
alkalmazzak a kaloriamegvonast, hiszen a fiatalkorban fellépé energia- és tdpanyaghiany
veszélyeket rejthet magaban. Errél szamol be Harrison vizsgalata is, melyben C57BL/6J
egereknél alkalmaztak kaloria visszafogést kozvetlenul az elvélasztas utdn. Esetlikben
élettartam-csokkenésrél lehetett beszamolni, s6t azt is feltételezték, hogy a CR genetikai
allomanytol fliggden fejti ki hatasat (64,65). A tul koran alkalmazott CR mas szempontbol
sem javallott. A fiatal allatokon alkalmazott CR nehezen kezelhetd, -hiszen mint az el6z6
szegmensben utaltunk ra-, az egyed fejlédése soran jelent6s teststlygyarapodas figyelhetd
meg, igy a tdpanyag/taplalék igény is fokozatosan nd. Ezt a szempontot figyelembe véve
igen csak nehéz olyan kaldria megvonason alapul6 protokollt kivitelezni, mely elényds egy

fiatal alany szamara (66).

Fontos szempont a taplalék micro és macro tapanyag osszetétele, hiszen elvarhat6 lenne
csupan a kaloria tartalma OsszetevOk megvonasa. Az asvanyi anyagok és vitaminok stb.
esetleges hianya igy nem okozhat problémat. Figyelmet érdemelnek azok a megallapitasok
is, melyek szerint a kalorierg csoportba tartozo6 fehérje, zsir vagy szénhidrat (Carbohidrate,

Ch) izolalt megvondsa is jarhat elonyokkel.
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Mari és munkatarsai kozleményikben arrol szdmoltak be, hogy drosophilaban a kaloria
bevitel fehérje tatalmu komponensének csokkentése (PrCR) jobban novelte az élettartamot,
mint a hasonlé mértékii szénhidrat (Ch) kaloria megvonas (67). A felkinalt kaldria fehérje-
illetve szénhidrat 6sszetétele, megoszlasa befolyasolni képes a CR Kivitelezési formak
eredményét. Nem elég csupan a taplalék kaloriatartalméaval foglalkozni. Ezt demonstralta
Pamplona és Barja munkaja is, melyben kozel 20%-os élettartam névekedésrél irnak PrCR
hatasara patkanyoknal (68). Erdekes megfigyelés, hogy emberen kivitelezett ChCR nem
eredményez kilonosebb valtozast sem az inzulinszerii novekedési faktor 1 (IGF1), sem a
kotéfehérjéjének (IGFBP) vér szintje tekintetében (69). Szamos allatfajnal viszont a CR
IGF-1 szint csdkkenéssel jar és ez Osszefliggésbe hozhatd élettartam ndvekedéssel. A
novekedési faktorok fontossagara egy masik tanulmany is ramutat, Suh és munkatarsai 100
év feletti human alanyok IGF-receptorat vizsgaltak (70). Eredményeik szerint ezen
személyek estében gyakori a receptor mutacidja, mely a jelatvitel alacsonyabb
hatékonysdgaval jar egyitt. Az IGF-szint csokkenésével lassulnak az anabolikus
folyamatok (igy példaul az izomtomeg-gyarapodas is) és csokken egyes daganatok

kialakulasanak kockazata.

Az ismeretanyag boviilésével kideriilt, nemcsak a fehérjék per se, hanem a fehérjék
épitékovei, az aminosavak is szerepet jatszhatnak a CR-vizsgalatok soran megfigyelt
élettartam novekedésében. Ebben a tekintetben a legfontosabbnak tartott két aminosav a
triptofan és a metionin. Metionin megvonas esetén is tapasztalhatd élettartam ndvekedés
még akkor is, ha a totdl kaloria bevitel valtozatlan (71). Mindezek mellett, metionin
szegény étrend eseten szamos olyan fiziologias értéket mértek az allatok dregedese soran,

melyek inkabb a fiatalabb fenotipusra jellemzdéek (vércukor, inzulin-szenzitivitas) (72,73).

2.3.3. A kaloria visszafogas huméan és emberszabasu vonatkozasai

A kaldria visszafogas figyelemreméltd hatésainak lattn a szkeptikus kutatoban

megfogalmazodhat az a kérdés, hogy vajon az ,.egyszeriibb” szervezeteken tul (mint
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amilyenek a gombak, férgek, rovarok, ragcsdlok) a féemlésok szervezetére is hasonlo
gélettartam-noveld hatdsa van-e a CR-nek? Az emberi, fOemlds szervezetet sokszor
bonyolultabb/eltéré szabalyozasi rendszerek iranyitjdk, mint a zarojelben szerepld
¢élolényekét, igy feltételezhetden tapanyag-enegiaigényik is eltéré lehet. 2009-ben jelent
meg egy oOsszefoglald a Science folydiratban, mely 20 éven at tartd longitudinalis
vizsgalatok eredményeit taglalta (74). A kozlemény arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a
mérsékelt CR (minusz 30% ad libitum) késlelteti vagy egyes esetekben meg is szlinteti az
Oregedessel kapcsolatos betegségek patogenezisét rhesus majmoknal, ezzel javitva tulélési
esélyiiket, valamint - talan ett6l nem teljesen fliggetlenul — maximalis élettartamukat is
képes novelni. Mas szerzok is foglalkoznak humén vonatkozasd témékkal, &m emberek
esetében a CR pozitiv hatadsa korantsem egyértelmi (75-78). Ami biztos, hogy a kronikus
tultaplaltsag minden keétseéget kizardan ndveli szdmos betegség kockazatat és az ehhez

kothetd megnovekedett mortalitést.

Mégis van néhany beszdmold, melyek human alanyok kozremiikodésével végzett
vizsgalatokon, megfigyeléseken alapul. A legfigyelemreméltobb ezek kozil a Biosphere 1
és a Biosphere 2 projekt. Ezen vizsgalatok elézményei az 1950-es években elvégzett, az Gn.
Minnesota-vizsgalatok voltak, melyrél Keys és munkatarsai tobb lapban is beszamoltak
(79,80). Azéta tudjuk, hogy a hosszantarté koplalast kovetden az anyagcsere lelassul, a

szervezet oxigenfelvétele csokken.

A bioszféra 2 projekt keretein beliil 8 vizsgélati alany élt 2 éven keresztiil egy 12750 m?-
alapteriiletti Uveg- és acélépitményben Tuscon (USA, Arizona) mellett. Az épitmény
belseje es kornyezet kozott nem volt anyagaramlésra lehetdség, igy a résztvevok a
napsugarzason kivil csak az épitményen beliili er6forrasokra tamaszkodhattak (ideértve az
oxigént is). A Kivitelezés leirdsaval, eredményeivel tobb cikk is foglakozik (81-83). A CR
szempontjabol a projekt leglényegesebb karakterisztikaja, hogy a vizsgélat kezdetén
kiderult: a csoport kevesebb taplalékot tud termelni, mint amit a vizsgalat el6tt megjosoltak.
(Kezdetben a kutatdas nem a Minnesota-vizsgalatok célkitiizését akarta megvalositani).
Ennek kovetkezményeképpen a Biosphere 2 projekt egy egyedulalld taplalékhianyt

produkald kezelessé valt, amely lehetdvé tette a hosszu ideig fennallé energiakorlatozas

24



hatasainak leirdsat (82). A vizsgalat vegén 50 élettani valtozast irtak le, melyek foként a
hematoldgiai, hormonalis és sejt-biokémiai paraméterek eltéréseit mutattak. Az értékek

pedig tobbé-kevésbé kovették a ragcsalok és a majmok CR-vizsgalataiban mért trendeket.

Egy maésik jelenség, melyre a szakirodalom utalni szokott huméan vonatkozésban, az
Okinava ,effektus”. Okinava egy japan sziget, a Rjukju-szigetek része a Kelet-kinai
tengeren. Az Okinavan ¢él6 emberek kozott talalhatdo a legtobb 100 éven feluli (az dn.
centenarianok). A sziget lakosainak étrendjét az izolaltsag miatt évszazadokig az alacsony
kaldria bevitel jellemezte, és ehhez alacsony glikémias terhelés is tarsult. A tradiciondlis
étrendet folytatok taplalékbevitele Okinawan 30 szazaléka volt csupan a Japan atlagnak. Ki
kell emelni, hogy étrendjiikben gyakran fordulnak elé halbdl késziilt ételek €s magas
asvanyi anyag tartalmi zoldségek (pl.: jamgyokér, kesertidinnye, hinarféleségek). Az
okinavai ember 6sszkaldria bevitele cirka 1780 kcal volt a 2060 kcal-as nagy szigeteki
atlaggal szemben (84). Szakértok tobbek kozott az alacsony kaloria bevitellel magyardzzak
az itteniek hosszu élettartamat, melynek folyaméan ritkdk a korhoz kotott betegsegek. A
helyzet azonban sajnos valtozoban van a szigeteken. Az utdbbi évtizedekben Okinawan is
csokkend tendenciat mutat a varhato élettartam, melyet néhanyan a ,,nyugati étrend”, illetve

a XX. szazadig ritka migracios folyamatok megjelenésével hoznak dsszefliggésbe (85-87).
2.3.4. Kaldria visszafogas hatasa a tanulasra és az anyagcserére

Erdekldésiinket a CR/DR irant, a fentebb leirtakon tdl, azon eredmények keltették fel,
melyek a CR vazizomra és idegrendszerre gyakorolt hatasarol irnak. A CR képes volt
dokumentalt (88-91), a CR/DR hasonl6 hatasardl kevesebb vizsgélat sziletett, és a pontos
hatdsmechanizmusa sem feltart. Feltételezések szerint a diétds megszoritasok és a kaloria
visszafogas a tapanyag hianyaval prekondicionalja az agyi strukturakat, igy az agysejtek
késébb jobban viselnek el stressz allapotokat (62). A metabolikus és oxidativ stressz
allapotok pedig sokszor mitokondrialis funkciokhoz kotheték (92-94). A tanulds és tartos

memoria kialakitdsdban kozponti szerepet jatszik az (an. hosszu tava potenciécid
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(szakirodalomban long-term potentiation: LTP). A CR sikeresen csokkentette a szinaptikus

kapcsolatok megerdsodésében szerepet jatszé LTP romlast patkany hippokampuszban (95).

1993-ban publikaltak olyan megfigyeléseket, melyek szerint kdzépkoru allatok jobban
teljesitenek a sugaras Utvesztd tesztben (allatok tanulasi képességét vizsgald teszt) és jobb
motoros koordinacioval rendelkeznek, ha kaloria visszafogasban részesiilnek (96). A
tanulasban fontos szerepet jatszanak a neurotrophinok, ezek kozul is az utébbi években az
agyi eredeti novekedési faktor (brain-derived neurotrophic factor, BDNF) kerilt a
kdzéppontba. A kitlintetett figyelmet tobbek kdzott azért érdemelte ki, mert Hall és mtsai.
erds pozitiv korrelaciot fedeztek fel a hippokampusz BDNF szintje és a tanulési képességek
kozott, patkanyoknal (97). Szamunkra ez azért érdekes, mert az agy BDNF szintje ugy

ttnik, nem flggetlen a taplalkozasi szokasoktol (98).

Human vonatkozdsban a CR hatdsa a kognitiv képességekre, az élettartamhoz
hasonloan, nem olyan egyértelmii. Emberen kivitelezett CR-vizsgalatok ritkak, és mint mar
fentebb utaltunk ra, Kivitelezésik etikai problémakba iitkézik. Mégis néhany szerzé a
mérsékelt energia bevitelt 6sszefliggésbe hozza olyan idegrendszeri megbetegedések
csokkent gyakorisagaval, mint amilyen az Alzheimer-betegség es a Parkinson-kor (99,100).

A memoria formalas tébb szempontbol is az agy specialis részeihez kotheto.
Kiemelkedd jelent6séggel bir a hippokampusz, mely a limbikus rendszer részét képezi. A
hippokampusz a medio temporalis lebenyben a kortex alatt helyezkedik el. Anatdémiai
kdnyvek hippokampusz proper néven kilonitik el a gyrus dentatus és a cornu ammonis
régidkat. A hippokampusz afferens impulzusokat kap enthorinalis kéreg (EC) (Br28, Br34)
régioibdl. Az EC masodik rétegébdl futnak axonok a gyrus dentatus (GD) granularis
sejtjeihez. A GD-tol az angol irodalomban un. ,,mossy fiber”-eken keresztil jut az impulzus
az amon szarv CA3-as régidjaban talalhato piramissejtekhez, majd innen a Schaffer féle
kollateralisokon terjed a CAl-es régio sejtjeihez. Végul a kort a subicum es az EC mély
rétegei zarjak. Indulnak még az EC harmadik rétegébdl is impulzusok, melyek megkerilve
a CA3-as sejteket egybdl a CAl részen afferentdlnak. Az elébb emlitett harmas

atkapcsolast Per Esersen 1971-es munkéja Gta triszinaptikus haldzatként ismerjik (101).
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Erdemes még megemliteni a hippokampalis kosérsejteket melyek GABA-erg aktivitasukkal
visszatéré gatlas hurkokon keresztll moduldljak a piramissejt aktivitast, foként a CA3
régiokban (102).

A human alanyokhoz szokott szakemberben felmeril a kérdés, hogy vajon milyen
maodon lehet mérni a memdriat illetve a tanulasi képességet ragcsalok esetén. Szamos
eljarast dolgoztak ki annak megfeleléen, hogy a kutatds a kognitiv funkciok mely
aspektusait célozzak. Ezek kozé tartoznak a labirintus tesztek: sugaras utveszté, Morris vizi
utvesztd, melyek a térbeli tajékozodéast célozzak (103), targyfelismerési tesztek, melyek a
percepcios képessegre fokuszéalnak (104). Az aktiv-passziv elharitasi tesztek egy bizonyos
inger elkerulést vagy éppen elényben részesitést vizsgaljak és az eredményekbdl az allat
elhéritési tesztet alkalmaztuk, mellyel az allatok kdzép-rovidtava memoriaja becsiilheto.
Valasztasunk azért esett erre az eljarasra, mert a hippokampalis régié meghatarozo szerepet

tolt be az emlitett memoria kivitelezésében.
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2.4. Molekularis és biokémiai hattér
2.4.1. Agyi eredetii novekedési faktor

A BDNF (brain-derived neurotrophic factor) az idegsejtek differencialédasaban és
tulélésében kulcsfontossagn szerepet betolté molekula. Az 1950-es években fedezték fel az
elsé neurotrofikus molekulat, az NGF-et (106), majd késébb 1981-ben a csoport masodik
tagjat, a BDNF-et. Eldszor sertés-idegsejteken mutattdk ki neuroprotektiv hatasat (107).
Nemsokara az is kiderilt, hogy a BDNF szisztémas hianya (vagy epileptogenikus
allapotokban pont a megndvekedett expresszidja (108)) komoly idegrendszeri
degeneraciokat tud okozni, ebbdl kovetkezOen szintjének abnormalis valtozadsa szamos

betegseg, neurologiai elvaltozas hatterében allhat (109).

Az idegrendszer sejtallomanyanak donté tobbsége a prenatélis iddszakban képzddik. Am
az utobbi 20 év eredményei arra mutatnak ra, hogy a ,,feln6tt” agy bizonyos részein idegsejt
gyarapodast lehet megfigyelni. Elészor a hippokampusz zona subventricularis részében
(SVZ) és a gyrus dentatusban mutattak ki neurogenezist (110), majd kés6ébb a
szaglogumoban (111) is. A neurogenezis folyamata ugy tiinik, szoros kapcsolatban all a
BDNF-szint emelkedéssel (112-114). A tudomanyteriiletet egyre nagyobb népszeriliség
kezdte Ovezni, ahogy tovadbbi agyi régidban is (striatum, septum, thalamus és a
hypothalamus) idegsejt gyarapodast mutattak ki BDNF hatéasara (115).

A TrkB Tropomiozin receptor kindz B, mas néven tirozin receptor kindaz B egy protein
kindz receptor, melynek potencialis ligandja a BDNF. Erdekesség, hogy a BDNF
prekurzora a proBDNF (32 kDa: 1.4bra), egy un. p75NTR (neurotropin receptor p75)
receptorhoz tud kapcsolddni, mely a tumor nekrozis faktor receptor szupercsalad tagja
(116). A proBDNF a Golgi apparatusban modifikalddik és igy alakul ki az ,érett” BDNF
(14 kDa) molekula. Ez a molekulaforma az inersticialis térbe jutva képes ingerelni a TrkB-
receptort mas sejtek, vagy a sejt sajat membranjanak felszinén. Alapvet6en két fajta teljes
lancu TrkB receptor izoform létezik (117,118), ezekrdl feltételezik, hogy aktivalodasuk
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elésegiti a sejtdifferencialodast, -talélést, a neuritek ndvekedését, és fokozza a szinaptikus
plaszticitast (108,119-121).
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1. abra

A patkdny BDNF molekula aminosav szekvencidja és 3D szerkezete

(Szekvencia:http://www.uniprot.org/uniprot/P23363,  Struktura: Robinson  RC,,
Radziejewski C. és mtsai. Biochemistry (1995) —alapjan (122): http://www.rcsb.org/)

A patkdny genomban nyolc kiilonb6z6 promoter régiot lehet elkiiloniteni a BDNF gén
esetében (I-VIII exon). Osszesen 18 féle génatirat képzédhet az alternativ splicing
mechanizmus ¢és az eltér6 poliadenilacios helyek miatt. Figyelemreméltban mind a 18
transzkriptumokrol ugyanaz a BDNF (preproBDNF) forditodik. Itt fontos megemliteni,
hogy a szakirodalomban a promoter régiok nomenklaturaja eltérhet, hiszen Aid 2007-es
munkaja Ota (123) régebbi publikaciokban szerepld III. régio felel meg a IV. régionak,
illetve a régi 1V. a VI-nak és a régi V-6s promoter pedig a IX. régiot jeloli (a BDNF gen

struktaraja eddigi ismereteink szerint Hong és mtsai. altal k6zo6lt informacidk (124) alapjan
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a 2. abrén lathat6). Ezen véltoztatasokat mindenképpen figyelembe kell venni a 2007-nél

régebbi szakirodalom olvasasanal.

~16kb ~14kh ~11kb

Osszesen 18

féle
génproduktum

2. abra

A BDNF gén struktiraja.

Hong J. 2008-as kozleménye alapjan (110). Pirossal az altalunk vizsgélt promoter

szakaszt jeldljuk. . IX.- es doboz jeldli a ,,k6z6s™ kodold exont.

A BDNF gén kifejez6dése az idegrendszeren kiviili szoveteken korlatozott, ugyanis a
BDNF gén tartalmaz egy an. neuron ’restrictive silencing element 1’- (RE1) kot6helyet,
melyhez egy REL silencing (RE csendesitd) transzkripcios faktor (REST) tud kapcsolodni,
és gatolni a gén atirddast (125). A véazizom és az agy szekrécios funkcidjaval foglalkozo
vizsgalatok arra utalnak, hogy a BDNF szerepet jatszhat az izomszovet regeneraciojaban,
hiszen csokkent szintje megvaltoztatja myogenezist és regeneraciét egerekben (126). A
mechanizmus hattere azonban nem tisztazott. Pedersen és Febbraio kivalo 6sszegzese arrdl
ir, hogy a BDNF az IL-6-tal (inter leukin 6) kartltve nemcsak az izom hipertrofiaban
jatszik szerepet, hanem az AMPK-medialt (Adenozin monomphosphate aktivalt protein

kinaz) zsirsav oxidaciéban is (127,128).
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Szamos eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a BDNF kozrejatszik olyan
betegségek kialakulasédban, mint az Alzheimer kor, depresszid, epilepszia vagy kiilonboz6
addikcios korképek. Példanak okaért kimutattak, hogy ha a human pre-pro BDNF 66-odik
pozicidju valin aminosav metioninra modosul, nagymértékben megné a skizofrénia
pervalencidja az érintett egyénekben (129). Az emlitett nukleotid polimorfizmus
valésziniileg a BDNF szallitasat és szekréciojat korlatozza, ezért hajlamosit ez a mutéacid
skizoid elvaltozasokra (130). Az egeszséges, de a mutacioval rendelkezé személyek
csokkent epizodikus memdriaval rendelkeztek és magneses rezonancia adatok szerint

hippokampalis neuron integritasuk kevésbé fejlett.

Fontos tény, hogy a BDNF szabalyzasban dontd szerepet jatszanak az életvitel
kiilonb6z6 OsszetevOi, azon beliill is kulondsen a fizikai aktivitds (131). Az utdbbi
évtizedekben a tudomanyos és ismeretterjeszté irodalomban egyre gyakrabban
taladlkozhatunk az ,edzett agy” kifejezéssel. A rendszeres testedzésnek a legtobb, a kor
elérehaladtaval megjelend betegség prevencidjaban van kiemelt szerepe. A vazizom és a
kardiovaszkularis rendszer funkcidjanak megOrzése hatassal van az idegrendszer
egészségére is. Prakash (132) attekinté munkajabol tudhatjuk, hogy a rendszeres fizikai
aktivitds képes csOkkenteni a kor eldrehaladtdval megjelend kognitiv hanyatlast,
degenerativ betegsegek megjelenését, illetve csokkenti a mortalitast is. Az altalunk hasznalt
alacsony futokapacitasu allatokat rovidebb élettartam jellemzi, igy esetikben a fizikai
aktivitds nem elhanyagolhato jelentdségli. Néhany publikdcid a taplalkozashoz kothetd
ismert és az 0j anorexigén transzkripcios folyamatok er6sodését feltételezi a BDNF feherje
jelenlétében (133,134). Park beszamoldja szerint a magas kaloriatartalmua, zsirdds diéta
csokkenti a neurogenezis markerek megjelenését a hippokampusz gyrus dentatus
régidjaban (135), mi tobb a magas zsirtartalmu diétat folytaté csoport BDNF szintje is
alacsonyabb volt a kontroll csoportnal. A kaloria fogyasztds mérseklés és a kognitiv
teljesitmény nodvekedés Osszefliggésérdl is taldlunk informéciot, ezek szerint 30%-0S
kaldria mérséklés javitotta a verbalis memoriat id6s6d6 human alanyoknal (136). A talzott
energia bevitel miatt kialakulé obezitas pedig neuroinflammaéciét (137-139), hippokampalis
diszfunkcidkat (140) okozhat, melyek mind hozzajarulnak a memoria és egyeb agyi
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funkcidk hanyatlaséhoz. Az emlitett neurionflammécids-neurodegenerativ folyamatok
hatterében pedig mitokondrialis diszfunkciok allhatnak (141-143). (Részletesen a 2.3.4.
pontban) Vizsgalatunkban az alacsony futdkapacitasi allatok elhizasra hajlamosabbak,

(144) igy esetukben a kaldria visszafogas alkalmazésa prevencios eszkdzként meriilhet fel.

2.4.2. A cAMP érzékeny elemet kito protein

A c-AMP Responsive Element Bindig protein (CREB) egy 1987-ben azonositott 43 kDa
molekulasulyu fehérje (145), melyet a szomatosztatin gén transzkripcidjaban betoltott
szerepével dsszefliggesben fedeztek fel. Azdta kidertlt, hogy a CREB egy a leucin cipzér

domént tartalmazd fehérjecsalad fontos képviseldje.

A ciklikus AMP az idegsejteken beliil masodlagos hirvivé anyagként el6fordulo
molekula. A cAMP egy sereg, a sejt kdrnyezetében létrejott valtozas eredményeképpen
szintetizalodhat, féként G proteinek és protein kinazok aktivacidjanak ereddjeként. A
CAMP pedig tovabbi kinazokat aktival (pl. Protein kindz A). A CREB szabalyozésa igen
Osszetett, tobb mint 300 kulonfele stimulusrol deritették ki, hogy képes aktivalni ezt a
molekulat (146). Ezen fehérjék a génatirds regulacidban toltik be szerepiket. A CREB
specidlis, un. cAMP response elements/CAMP érzékeny (CRE) DNS régiokhoz tud k6tédni
(3. &bra).

Lonze a CREB molekula harom izoformjardl szamol be (147) (CREB-A, CREB-B,
htCREB), ezek mind tartalmaznak egy uniform bZIP (bazikus leucin zipzar) régiot. Az
emlitett bZIP, egy bazikus cipzar domain, mely a DNS kapcsolodasat segiti eld. A
leucinban gazdag domain egy masik CREB molekulaval torténé homo-, illetve mas leucin
zipzarral rendelkezd fehérjékkel torténd heterodimer kialakitasat teszi lehetévé. A CREB-
ek tartalmaznak még egy glutaminban gazdag Q1 és Q2 régi6t. Ez a teriilet felelds a bazalis
transzkripcidés folyamatok kialakitasaért (transzkripcios faktorokkal és az RNS-

polimerazzal valo kapcsolodas). Végil megtaldlhatd benniik a KID (kinase-inducible
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domain) elnevezésli aminosav lanc, mely specifikus protein kindzokra érzékeny(147-149).
A CREB protein kinazokkal all kapcsolatban, melyek a CREB-et foszforilalva (0CREB)
lokalis transzkripcids folyamatokat aktival. A foszforilaciés mechanizmus, az idegrendszert
ért extracelluralis stimulaciora reagal (147). Fontos még megemliteni, hogy az idegsejten
kivili Ca?* ionok beéramlasa fesziiltség- vagy ligand-fiiggé csatorndkon keresztiil is
szlikséges a CREB aktivalodasahoz (150). Ennek lehet kulcsfontossdgu szerepe a mar
fentebb emlitett LTP kialakitasaban.
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3. adbra

A CREB dimer-DNS kapcsolat

A képen a CREB molekula 285-339. aminosav lanca lathat6 kapcsoldédva a CRE
palindrom konszenzus szekvenciaval. Lila molekula a DNS kettds hélixet jeloli, a piros és
kék a CREB monomereket. FoOlotte a teljes molekula, doménekkel. (Struktura: Schumacher
M., Goodman R., Brennan R., J Biol Chem. (2000) — alapjan (151): RCSB Protein Data
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Bank alapjan, ref.: 1DH3, Display Options/Style: Ball és Stick, Color: Subunit, Surface:
None)

A szakirodalom a CREB-et sokszor hozza 6sszefliggésbe a ,,szinaptikus plaszticitassal”,
mely igencsak ,divatos” kifejezés a memdria és az idegsejt/idegrendszer fizioldgia
leirdsanal. Maga a sz60sszetétel nagyjabol annyit jelent, hogy az idegrendszer kiilonboz6
kornyezeti helyzetek/elvarasok valtozasanak mennyire képes megfelelni. Természetesen
mindezen valtozas az idegrendszer halozat szintjén értendé és az idegsejtek kozotti
szinaptikus kapcsolatok er6sodésének vagy gyengiilésének dinamikajara utal. Ez komplex
folyamat, mely magédban foglalhatja a szinapszisok Kkiépulését, az idegsejtek
elektrofiziologiai mukodését, s6t akar az O idegsejtek differentalodasat is. A CREB
fehérjék tobb szaz gén expresszidjat befolyasolhatjak (148). Ugy tiinik, a DR el8segiti a
CREB foszforilaciojat (152), és szerepet jatszik a BDNF gén miikodésében is. TObbek
kozott a IV exon promoter régidjaban is talaltak CRE kotShelyet (152-154). Viszont a
CREB-BDNF informaciéaramlas forditottja is megvaldsulhat, hiszen a BDNF regulalja
szamos géntermék transzkripciojat, melyek ugyan csak a CREB aktivalédasahoz kothetdek

(155).

2.4.3. A mitokondrium szerepe az energiatermelésben, mitokondrialis biogenezis

A mitokondrium az eukariota sejtekre jellemzO sejtalkotd, melynek Iétfontossag
szerepe van az oxidativ anyagcsere lebonyolitasaban. A mitokondriumban jatszodnak olyan
alapvetd energianyeré folyamatok, mint a zsirsav oxidacié vagy a citromsav ciklus,
melynek fontos komponense a szukcinat dehidrogendz A enzim (SDHA). Az SDHA enzim
a szukcinat-fumarat atalakulast katalizalo, az elektrontranszport lancban is szerepet vallalo
szukcinat-ubikinon oxidoreduktaz komplex tagja (komplex I1) (156). Ez az enzim komplex
a mitokondriumok bels6 membranjaba integralva helyezkedik el a citokréom c-oxidazzal
(COX) egyiitt, mely ugyancsak a transzport lanc tagja (komplex V). A szbvetek citokrom
c-oxidaz 4-es (COX4) alegység-, illetve az SDHA fehérje koncentracioja az oxidativ
kapacitas egyik fontos indikatora, tovabba alkalmas mitokondrium mennyiség becslésére

(157). A mitokondriumok mennyiségi valtozasa és funkcionalis stabilitasa kulcsfontossagu
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tényez6 a sejtek energiastatuszanak kialakitdsa szempontjabol, mely pozitiv kapcsolatot
mutat az oxigénfelvétellel és az ehhez tarsul6 aerob teljesitménnyel (158).

A mitokondridlis biogenezis soran (j mitokondriumok keletkeznek, mennyiségik
emelkedését szdmos jelatviteli folyamat indukalja. A mitokondriumok képesek osztodni és
fuzionalni, ezzel fenntartva funkcionalis és strukturalis stabilitasukat (159). Majdnem
minden eukaridta sejtben megtalalhatoak és tobbek kozott osztodd képességuk utal
endoszimbiotikus eredetikre (160). A de novo mitokondrialis biogenezis kulcsfontossagu
molekulaja a peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor gamma koaktivator-1-alfa (PGC-1),
melyet az irodalom a mitokondriélis biogenezis ,,mester szabalyoz6” molekulajaként tart
szamon (161-166).

A PGC-1 alfa egy transzkripcios cofaktor fehérje, melyet a mitokondrialis biogenezissel
és az oxidativ anyagcsere funkcidk szabalyozasaval tarsitanak. A PGC-1 alfa expresszios
szintje elsdsorban azokban a szovetekben magas, melyek mitokondriumban gazdagok és
melyeket aktiv oxidativ metabolizmus jellemez (1-es tipust vazizom rost-, szivizom-,
majszovet) (127). Eredetileg a PGC-1 alfdt az adaptiv termogenezissel foglalkozé
csoportok irtak le. Eldszor a barnazsirszovet alacsony hdmérsékleti koriilményekre adott
kibocsajtas szabalyozasaban (138). A figyelem kdzéppontjaba akkor keriilt, amikor olyan
folyodiratok, mint a The Cell elkezdtek cikkezni annak lehetdségérdl, hogy az aktivalt PGC-
1 alfaval esetleg kontrollalhatd az obezitas (139). Egyre gyakrabban jelentek meg olyan
leirasok a PGC-1-alfarol, melyek szerint a mitokondrialis biogenezis indukalasaban van
kulcsfontossagu szerepe (131,139,140).

Az NRF-1 (nuclear respiratory factor 1) és a mitokondriélis biogenezis kapcsolatéarol
elészor Scarpulla és mtsai. szamoltak be (141). Kimutattak, hogy az NRF-1 a
indukal transzkripciot. Az mtTFA pedig a mitokondrialis DNS (mtDNS) megkett6z6désért
felel6s. Az NRF-1 fontos lancszem a nuklearis és a mitokondrialis gének expresszidjanak

kontrollalasdban. Az NRF-1 az mtTFA mellett néhany olyan gén atirédasahoz is kotheto,
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melyek a respiracios folyamatokban, tovdbba a hem alegység szintéziseben toltenek be
meghatarozo szerepet.

A PGC-1 alfa és a NRF-1 kapcsolatarol Wu kodzlemenyében olvashatunk (139), itt a
PGC-1 er6sen stimulalja az NRF-1 gén expressziojat. Bebizonyitottadk, hogy a PGC-1 co-
aktivatorként van jelen az NRF-1 altal kozvetitett transzripciés mechanizmusnal, a fehérjék
mennyiségének mérésével pedig kovetkeztetni lehet a mitokondrium képzodés
dinamikajara (142).

A mitokondriélis biogenezist egyik kivalté ingere a sejten belili ATP szint csokkenes,
mely az esetek tébbségeben oxigénhiannyal parosul (161). Ilyen kdrnyezet alakul ki edzés
hatadsara (izomban), illetve szisztémas hipoxias korulmények kozott (pl. magaslati
kdrnyezetben). Az AMP/ATP arany ebben az esetekben az AMP iranyaba tolédik el. A
magas AMP szint aktivalja az adenozin-monofoszfat-aktivalt protein-kinazt (AMPK), mely
Jager kozleménye alapjan (167) direkt foszforilalja és ezzel aktivalja a PGC-1 alfat. Az
AMPK szerepét O’Neill csoportja is megerdsitette (168), 6k mutattak ki, hogy AMPK béta
alegység hidnyaban csokken a de novo mitokondrium képzddés €s ez a vazizom csokkent
teljesitményben is megmutatkozik.

Az anyagcsere statusz mésik fontos indikatora a sejten bellli NAD+/NADH arédny. A
nuklearis és a citoplazmas NAD+ szintre érzékeny molekula a Sirtl (silent mating type
information regulation 2 homolog 1: NAD+ dependens deacetild&z molekula, részletek a
lentebb), melyet toébb kutatocsoport is dsszefliggésbe hozott a mitokondrium fejlédéssel.
Tekintve, hogy a NAD+ szint emelkedése sokszor az energiahianyos folyamatokkal
hozhatd kapcsolatba és a publikdciok a PGC1 alfa aktivaciojat irjak le Sirtl hatdsara
(169,170), ésszerlinek tiinik a feltételezés, am meg kell emliteni, hogy specialis esetek vitak
targyat kepezik (171).

A Sirtuinok torténete a Saccharomyces cerevisiae silent information regulator 2 (Sir2)
enzimjének felfedezésével indult, mely Sirtl homolog NAD+- fiiggé deacetilaz enzim ¢és a

hiszton fehérjékre mutat nagy specifitast. A Sir2 aktivitasat hoztdk Gsszefliggésbe (172-
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175) a CR altal indukalt élettartam ndvekedésével. Sir2 homologok jelenlétét szamos fajban
kimutattak, ezek kozé tartozik a Drosophila melanogaster (ecetmuslica), Caenorhabditis
elegans (fonalféreg), ragcsalok, mi tobb, az emberben is megtalalhatd. Eddigi tudasunk
szerint emberben hét Sir2 homolog kiilonboztethetd meg (Sirtl-7), ezen szirtuinok hasonlo
domenekkel rendelkeznek, de maés subcellurélis szinteken lokaliz&lhatdéak. Evolucios
szempontbol azért jelentds a Sir2, mert eddigi ismereteink szerint csoportjanak olyan
képviseldje, melynek homoldgjai az idék folyaman az emberben is konzervalodtak. Fontos
megemliteni, a szirtuinok hianyoznak olyan ¢él161ényekb6l, mint amilyenek a fonalférgek
vagy a novények (176). Ez felveti a kérdést, hogy a szirtuinok vajon, mint redundans
molekulak vannak-e jelen a szervezetekben, melyek feladata egyéb fehérjestrukturakhoz
hasonld. Emlésok esetében nem tinik valdsziniinek, hiszen azok az egerek, melyek
szervezetébdl hianyzik a SIRT1 gén, alacsony testsullyal sziiletnek, és csak ritkan €lnek a
korai posztnatalis idészakon tul (177). A Sirtl deficitet metabolikus abnormalitasok kisérik,
ezek kozil a sziv és éerrendszeri funkcidk romlasa (178), illetve a csokkent lokomotoros
aktivitas a legpotensebbek (178-181). Az irodalomban a legtébbet idézett szirtuin a Sirtl,
mely vizsgalatok szerint talnyomo tébbségben a nukleuszban talalhaté (182,183), &m a

citoplazmaban is kimutathato. (184)

Mint mar emlitésre keriilt, a Sirtl aktivitasahoz elengedhetetlentil sziikséges a NAD+,
(173,185,186), melyet a fehérje, mint koszubsztrat hasznal. Az energianyeré folyamatok
soran (beta oxidacio, glikolizis, citratkér) NAD+ redukci6 torténik és NADH keletkezik.
Az emlitett folyamat energiabdség esetén a NADH irdanyaba tolodik el. Energiahianyos
allapotban a NAD+ szint ndvekedhet, ha az elektron transzport lanc NADH-t oxidal.
Utanpotlas hianydban a NAD+/NADH arany NAD+ iranyba tolddik, mely a Sirtl
aktivalédasat indukalhat. Rodgers és mtsai. (187) kdzleménye alapjan hosszabb éhezés utan
50%-kal novekedett a hepatocitdk NAD+ tartalma, mely fokozta a Sirtl aktivitast. (4. 4bra)
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4. abra

A szirtuinok altal katalizalt reakcid

Anthony A. Sauve, Cynthia Wolberger Annu. Rev. Biochem. (2006) alapjan (188)

A Sirtl sejten beliili szintjét kiilonb6z6 metabolikus stressz faktorok befolyasoljak, ezek
kozé tartozik az oxidativ stressz, edzés és a kaloria visszafogds. Cohen és mtsai. szamos
szovetféleségben (agy, vese, madj, zsirszdvet, vazizom) Sirtl-szint ndvekedést talaltak
kaldria visszafogas hatasara (189). Esetiikben az ad libitum taplalék mennyiség 60%-a
eredményezte a fehérje mennyiségének novekedését. Mas szerz6 a NAD+ koncentracio
emelkedését irta le CR hatasara, mely Sirtl aktivaciét okozott a fehérjeszint emelkedése
nélkil (190). A Sirtl overexpresszidja pozitiv metabolikus valtozast eredményezett
egereken. llyenek voltak a csokkent zsirkészlet, a mérsékelt koleszterin és glik6z szérum
koncentracio (191,192). Osszességében az allatok ellenalldbbak voltak az elhizassal és

kevésbé alakult ki naluk glikoz intolerancia.

A kaloria visszafogas fenotipusai kdzé tarozik a megndvekedett motoros aktivitas, mely
SIRT1 knock out (KO) egerekben eltiinik. A CR-re jellemz6é fenotipus kialakitasaban
feltételezhetGen szerepe van a Sirtl-nek (193). Li és mtsai. arrél szamoltak be, hogy a CR

hatasra megfigyelhet6 élettartam novekedés eltiinik SIRT1 KO allatoknal (194). A kaldria
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visszafogas mellett szamos mas metabolikus stressz allapot is hatassal van a Sirtl
aktivitasra/szintre (195-197). Sirtl targetek kozé tartoznak DNS sérilésre érzékeny
fehérjek: a Ku70, a FOXL2, a NBS1 (198,199) és a FOXO csalad tagjai (FOXO1,-3,-4),
melyek az apoptozis és a sejtciklus vezerlésében vesznek részt. Célpontja még az NF-kB,
mely a tumorszupresszor p53 fehérjével van kapcsolatban (196). Szamunkra érdekes
aspektus, hogy a Sirtl képes lehet deacetildlni a PGC1-alfat, (200) ezzel elésegitve a

mitokondriumok gyarapodasat, a folyamat még azonban nem teljesen tisztazott.

2.4.4. BDNF és a mitokondrialis funkcidk kapcsolata

A ndvekedési faktorokrol régota tudjuk, hogy szerepet jatszanak az oxidativ anyagcsere
szabalyzasaban, azon belil is a mitokondrialis anyagcsere folyamatokban. A neurotrofinok
egzakt hatasarol azonban kevés ismeretanyag all rendelkezésiinkre. Merkham és
munkatarsai egéragy-mitokondriumok oxigénelektrodos vizsgalatdndl kimutattdk (201),
hogy azok a sejtek, melyeket BDNF-el kezeltek, tobb oxigént vesznek fel, mint a kezeletlen
populacio. Ugyanez a kutatdcsoport egy korabbi, 2004-es kdzlemenyében patkanyokon
vizsgalta a mitokondrialis oxidacio hatékonysagat (202). Ekkor fedezték fel, hogy a BDNF
az agyra specifikus aktivitast mutat, hiszen majszoveten nem novelte a komplex 1
(respiratorikus enzim) aktivitasat. Ezek utan jogosan merilt fel a kérdés, hogy vajon a
BDNF hat-e valamilyen modon a mitokondrialis biogenezisre.

Szamos olyan idegrendszeri betegseg van, mely 0Osszefiiggésbe hozhatdé a
mitokondriumok miikodési zavaraval, és az ezzel egylitt jar6 reaktiv oxigéngyokok (ROS)
felszaporodasaval. Sokszor ezekhez a korképekhez a BDNF-szint csokkenése is tarsul.
Testedzés hatdsara izomszovetben fokozodik a PGC-1 alfa szintje és mitokondrialis
biogenezis figyelheté meg(162,203). Az izomhoz hasonld helyzetet feltételez Wareski
2009-es munkajdban (204) neuronok esetében is. Ezt a nézetet tamogatja szdmos riport,
melyek a fizikai aktivitas hatdsdra memoria és egyeb kognitiv funkcidk javulasardl irnak,

0sszekapcsolva mindezt a BDNF-szint emelkedéssel(90,91,205). Sajnos a PGC-1 alfa
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idegrendszeri szerepérdl viszonylag kevés informacio talalhaté az irodalomban, azonban az
idegsejtek ROS elleni védekezésében, ugy tlinik, kulcsfontossagu szerepet tolt be a PGC-1
alfa, hiszen szintjének emelkedése sikeresen mérsékelte az idegsejt kulturak pusztulasat, a
sejtek sajat antioxidans enzimjein keresztil (SOD-2, GPx1)(206). Ezek utan talan nem
meglepd, hogy PGC-1 alfa knock out egereknél k&rosul a BDNF-hez kotott dendritfejlodés
(207). Fontos megemliteni, hogy ebben az esetben a TrkB-receptor expresszidja érintetlen

marad!

A téplalkozés, CR/DR hatasa a mitokondrialis funkcidkra a testedzéssel ellentétben nem
magatol értet6dd. 2005-ben a Science folyoiratban megjelent egy beszamold, mely szerint a
CR tamogatni képes a mitokondrialis biogenezist (208). Ezt a felfedezést mi mas
kutatocsoportokkal egyetemben furcsa eredménynek talaltuk. Hancock példaul 30%-o0s CR
hatdsara sem agyban sem vazizomban, de még sziv és zsirszovetben sem tudott kimutatni
mitokondrialis fehérje vagy mRNS emelkedést (209). Felmertlhet a kérdés, vajon hogyan
viszonyulnak ehhez a kérdéshez a kronikus illetve akut diétas kezelések, illetve nem
kozvetett eredményekkel allunk-e szemben: vegylk peldaul azt a megfigyelést, miszerint a

taplalékuktdl megvont allatok tébbet mozognak (210).

2.4.5. Az RAC-alfa szerin / treonin protein-kinaz (Akt) és a myostatin-follistatin
tengely.

A sejtek fejlodését, osztodasat, fehérje anabolizmusat jelentésen befolydsold rendszer a
PI3K/Akt/mTOR jelatviteli lanc. A folyamatok extracelluléris aktivadldo molekulaja az
inzulin és az egyéb novekedési faktorok (IGF1, MGF, de a BDNF is.), melyek membran
receptorukhoz kapcsolddva inditjak be a jelatvitel mechanizmust. Ez, a foként
foszfokinazokbdl allé ,,biogépezet” precizen koordinalja a sejt anyagcseréjének iranyat (5.
abra).
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5. édbra
Az anabolikus/katabolikus és az extacellularis ingerek osszefoglalé dbraja

Chen és mtsai., Li és mtsai. tovabba Fernandez-Marcos és mtsai. (179,180,186)
publikacidinak anyaga alapjan készitett, sajat 6sszefoglalé abra. A sejten kivili hormonalis
ingereket az Akt fehérje kozremiikodésével lezajlo mechanizmusok integraljak. Az AMPK a
sejten beliili ,,energia hianyra” érzékeny fehérje, mig az mTOR komplex(ek)et a ,,tapanyag

boséget” aktivalja az Akt fehérje kézremiikodésével.
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Az Akt foszforilacié a glikoz transzport folyamatokra, és ezzel egyidejiileg az inzulin
érzékenységre is hat (211). Az Akt targetek kozé tartozik egy 160 kDa molekulatomegi
fehérje (AS160 vagy TBC1D1), mely a GLUT4 inzulindependens gliikkdz transzporter
aktivalodasat okozza, melynek hatasara a GLUT4 a kiilsé sejtmembran felszinére

helyez6dik, és lehet6vé teszi a glikdz bearamlés a sejtbe.

A myostatin fontos regulatora foként a vazizomszOvet gyarapodasanak. Myostatin
hatasara az Akt jelatviteli mechanizmus gatlés ala keril (212) és az izom fehérjeszintézis is
csokkent mértékii. A myostatin fehérjéhez nagy affinitassal kotédik a follistatin, mely a
myostatin bioavibilitdsat csokkentve neutralizalja a myostatint (213), ezzel elésegitve az
anabolikus folyamatok elGtérbe keriilését. A myostatin hiany illetve a follistatin t0l
produkcidé fokozott vazizom gyarapodéssal jar. Erre népszerti példa a belga kék (Belgian
Blue) marha, mely a vonal tenyésztése soran a myostatint kddolé szekvencia funkcidja

sériilt és az allatok széls6ségesen nagy izomtomeggel rendelkeznek (214).

Erdekes, hogy a merdben ellentétes anyagcsere valtozasokat indukalé AMPK (AMP-
activated protein kinase, AMP-aktivalt protein kindz, az energia hianyos folyamatokat
érzékel6 ,,mester regulator” fehérje (215) a GLUT4 transzlokacié esetében az Akt-
aktivitdsdhoz  hasonl0  transzlokacios folyamatokat indukdl (GTP-4z gétlasa

foszforilacioval) (216).

2.4.6. Epigenetika

Az epigenetika egy nemrég kialakult tudomanyag. Maga a sz6 a genetikai kodon kivdili,
a genetikai kodon fellli szabalyozésra utal. Crick 1970-ben fogalmazta meg a molekuléris
bioldgia centralis dogmajat, melyben kifejti, hogy a sejten belll az informécié aramlésa a
DNS, RNS, fehérje iranyt koveti (217). (Erdekes a ,dogma” szoéhasznalat, hiszen

tudomanyos kontextusban ritkan hasznalnak teologiai tartalommal biré szavakat, plane nem
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olyat, mely megkérdéjelezhetetlenséggel kapcsolatos.) Crick tétele lényegében igaz is
lenne, ha nem kdotné ki, hogy mas iranyba informaci6adramlas nem valdsulhat meg. A
koradbban ,,junk”/ ,,szemét” régioknak titulalt szakaszok mara komoly jelentéséggel birnak a
génszabalyzas szempontjabdl. A (human) DNS allomany korilbelil 1%-a kodol csak
fehérjéket, az 0Osszes tobbi ,junk” nagy mennyiségben tartalmaz génszakaszok
transzkripcidjat szabalyoz6 szekvencidkat (masoknak a kromatin szerkezet kialakitasaban
van dont6 szerepiik). A kérdés, vajon mi kontrollalja magukat a szabalyozé szakaszokat?
Vajon a genetikai kod integraltan tartalmazza az informaciot a kiilonboz6 sejtek
differencialodasanak és anyagcsere valtozasanak iranyardl? Ez nem valOszini. Kiderult
ugyanis, hogy ha 0&ssejteket eltér6 kornyezetbe helyeznek, azok sejten kiviili milid
fliggvenyében fognak differencialédni (218). Egy-egy ugyanazon genetikai kdddal
rendelkez6 Gssejt tenyészet a kornyezeti tényezOk hatasara alakul mas €s mas szOveti
struktirara jellemz6 sejtcsoportta. A genetikai kod ezek szerint gy foghat6 fel, mint egy
konyv, melynek eltéré olvasataiként jelennek meg a kiilonbozé szoveti sejtek. Fontos
kiemelni, hogy a kddolvasast a kornyezet tudja szabalyozni, s a genetikai kddolvasas a

sejtdifferencialodas utan sem fuggetlen a kdrnyezeti valtozasoktol.

Az életmdd és egyéb szervezetet ért hatasok szamos mddosulast okozhatnak a DNS-
nukleoszoma szerkezetében. Ezek kozul a leginkdbb kutatottak a DNS metilacio, hiszton -
acetilacio -metilacio, -ubiquitinacid, -foszforilacié és a szumoilacid. Beszamolnak arrdl is,
hogy a rendszeres fizikai aktivits és a taplalkozas hatassal lehet az epigenetikara (219-
222).

Az epigenetikai vizsgalatok ujabban nagy figyelemnek 6rvendd teriilete az epigenetikai
heritabilitds, mely azzal a lehetdséggel foglalkozik, hogy a sziildket ért hatasok ,,DNS-
szintll lenyomata”, milyen mértékben jelenik meg az utddokon. Elsésorban azt kutatja,
hogy vajon a sziilok ¢életvitele milyen valtozasokat okoz a kromatin allomanyon és ez
milyen mértékben 6roklodik, illetve 6roklodik-e egyaltalan? Erre eklatans példa a sarga,
aguti egerek esete (223). Ezek az egerek obezek, szamos metabolikus rendellenesség
jellemzi Oket, és rovid életiik soran keringési rendellenességek mutatkoznak rajtuk. Ha

viszont ezek a ragcsalok a gesztacios idoszak alatt modositott étrendet kapnak (folsav, B12
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vitamin, kolin szuplementéaci6), akkor az utédok részben védetté valnak a késébbi

metabolikus elvaltozasokkal szemben.

A hiszton fehérjék a DNS struktdra kialakitasaban résztvevé proteinek. A DNS anti-
parallel dupla hélix szerkezetii molekula, felépitésében 4 féle szerves bazis és egy pentdz-
foszforsav gerinc vesz részt. A DNS a foszfat csoport miatt negativ toltéssel rendelkezik. A
hiszton fehérjék nagy mennyiségben tartalmaznak lizin és arginin aminosavakat, ezek a
struktarat pozitiv toltéssel ruhdzzak fel. Ebbol kovetkezik, hogy a negativ toltésii DNS
elektrosztatikusan tud kotédni a pozitiv toltésii hiszton oktamerhez. Tulajdonképpen a DNS
»hisztonokra csévézve” foglal helyet. A hiszton fehérjék egy 8 alegységbdl allo oktamert
alkotnak, és ez a struktdra adja a kromatin fehérje ,,alapzatat”. Az oktamer kialakitasaban 4
tipusu hiszton vesz részt: a H2A, a H2B, a H3 és a H4 (illetve az egyes tipusoknak léteznek
lokusz specifikus izoformjai is). A kromatin allomény tartalmaz még egy hiszton H1-

elnevezésii proteint, mely a nukleoszomak tovabbi egyméashoz kapcsolodaséért, a kromatin

allomany ,,stiritéséért” felelds (foként a heterokromatin allomanyban).

BRTHOTARK STGGKAPRKQ LATKAARKSA PSTGGVKKPH RYRPGTVALR
RR YLK LIRKLFFQR REIAQDFK TDLRFQSAAI GALQEASEAY

LVGLFEDTNL CAIHAKRVTI MPKDIQLARR IRGERA

6. abra

A hiszton H3 fehérjemolekula és a K14 acetilacidja

A Lizin 14 aminosav acetilacioja és a fehérje- aminosav szekvenciaja patkanyban

(http://www.uniprot.org/uniprot/P84245 adatbank)
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Tanulményok kimutattak, hogy a hisztonokat felépit6 lizin molekula acetilacidja illetve
deacetilacidja befolyasolni képes génexpresszios folyamatokat (224-226). Kilondsen
érdekes a hiszton H3, mivel ennek N termindlis végén egy ,farok szerti struktara”
helyezkedik el (,,kilég a nukleoszomabol™), és az ezen a région elhelyezkedé aminosavak
szamos enzim célpontjai (6. &bra). Erdekes lenne tudni, vajon az esetleges hiszton
acetilaciok a BDNF promoter régidjaban befolyasoljak-e a gen expressziojat. A hisztonok
acetilacioja ugyanis a pozitiv toltest ,,lefedi” a molekulan. Az elmélet szerint, ahol a hiszton
fehérje acetialodik, ott a DNS-hiszton kapcsolat, atalakul egy lazabb szerkezetté. Err6l a
lazabb szerkezetrél pedig nagyobb foku génatirodas mutathatdo ki (227-230), jobban
hozzaférnek a transzkripcids faktorok.
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3. Célkitiizések

Vizsgalataink soran célul tiztik ki, hogy futasi képességeik alapjan szelektiven
tenyésztett patkanyon hatarozzuk meg a diétds megszoritds és a testedzés hatasara
bekovetkezd az epigenetikai és mitokondridlis valtozasokat. Az éllatok feldolgozasa utén,
alapvetéen két szovet tipusra koncentraltunk: idegszdvetre (hippokampusz), és a
vazizomszovetre (m. gastrocnemius). Kivancsiak voltuk, hogy az eltérd fenotipusnak,
adottsagoknak, melyek tobbek kozott a futdsi képességekben manifesztalédnak, milyen
epigenetikai, illetve mitokondrialis vonzatuk lehet. Az allatok két populéciojat az alacsony

futokapacitasu (LCR) és magas futokapacitasu populaciok (HCR) képezték.

Az epigenetika targykorét a kromatin allomany BDNF specifikus, hiszton H3 fehérjét
felépit6 14. aminosav (lizin) acetilacioja felél kozelitettik meg. A mitokondrialis
biogenezissel foglakozd kutatasainkban pedig a Sirtl, PGC-1 alfa és az ezekkel kapcsolatba

hozhatd, a sejt energetikai statuszara érzékeny struktdrakat vizsgaltuk.

A farmakol6giai gyakorlatban a készitmények hatasmechanizmusar6l régéta ismert,
hogy egy populéacidoban a legtobb egyeden megfigyelhetd hatas a ,target” hatasnak felel
meg. (Ez vérnyomascsokkentd gyodgyszer esetén példaul, a vérnyomds csokkentését
jelenti). Azokat nevezik ,,responder” csoportnak, akiken a ,,target” valtozas figyelheté meg,
¢s Ok alkotjak a populédcio tobbségét. Egy masik kisebb csoport a populacion beliil a
~honresponder” csoport, melyek a kezelés hatasara nem mutatnak valtozast. Altalaban a
legkisebb elemszdmmal rendelkez6 a ,revers-responder’csoport, akik a vart hatassal
ellentétes valtozasokat produkalnak (vérnyomascsokkentd példanknal maradva esetiikben a
vérnyomas nd). Az altalunk hasznalt allatmodellben egy populaciéo mesterségesen szelektalt
sz¢lsOségesen gyenge ¢s kiemelkedd teljesitményti egyedei szerepelnek. Feltételezésiink
szerint a populacio két szélén elhelyezkedd patkanycsoportok eltéré modon reagéalhatnak az
altalunk alkalmazott diétds megszoritdsokra és az edzéshatasra. Az irodalmi adatokbol
kiderult, hogy a kdrnyezeti feltételek és hatdsok képesek igen nagymértékben befolyasolni

a genetikai kod olvasatat. Feltételezzik, hogy mind a DR, mind az edzéshatas élettanilag
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pozitiv hatdsokat fog indukalni mind a két vizsgalt vonalban. A hatds mértéke azonban
varakozasunk szerint elmarad az LCR csoportban a HCR mintakéhoz viszonyitva.

Kisérleteink harom csoportra oszthatoak:

1) A DR hatését vizsgaltuk szelektiven tenyésztett patkdnyokon. A kezelés utan
vizsgaltuk memoriajukat illetve a BDNF epigenetikai kontrolljat (hiszton acetilacio)
tovabba mitokondrialis biogenezist (PGC-1, NRF jelatviteli atvonal) a hippokampusz

mintakban.

2) A DR és alloképességi edzés hatasat vizsgaltuk szelektiven tenyesztett patkanyok
gastrocnemius izmaiban. A hippokampuszhoz hasonléan mértiik a mitokondrialis

biogenezis-, illetve metabolikus markerek (AMPK, Akt, follisztatin) mennyisegeét.

3) Az alloképesseégi edzést edzés hatasat vizsgaltuk a csoportok spermatogenezis

markereire, a herék mitokondrialis biogenezisére, illetve oxidativ stressz markereire.

Hipotéziseinket a kdvetkezéképpen fogalmazhatjuk meg.

A. A hippokampusz vizsgalatanal feltételeztik, hogy:

a. A vizsgalt csoportokban kimutathatd a memoria képesség és a BDNF szint
kapcsolata.

b. A diétas megszoritas fokozza a BDNF termelést és javitja a memoria képességet
mind a két allatcsoportban és ehhez epigenetikai, hiszton acetilacios modosulas tarsul.

c. Az alkalmazott DR kezelésnek nincs szamottev6 hatasa hippokampalis
mitokondrialis biogenezisre.

B. A gastrocnemius izom és terhelésélettani paraméterek vizsgalatanal
feltételezzik, hogy:

a. A vizsgalt allatcsoportokban az alloképessegi edzés igen, viszont az alkalmazott

taplalkozasi protokoll nem indukal mitokondrialis biogenezist a gastrocnemius izomban.
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b. Az LCR allatok gyengébb teljesitménye mitokondrialis és metabolikus adaptacid
hiannyal magyarézhato.

c. Az alkalmazott alloképessegi edzés és az alkalmazott taplalkozasi protokoll javitja a
kezelt csoportok életkilatasait.

d. A terhelés élettani valtozasok nagyobb mértékiiek lesznek a HCR csoportokban,
mint az LCR allatoknal.

C) A him reprodukcids szerv vizsgalatanal feltételeztik, hogy:

a. Az alloképességi terhelés pozitivan befolyasolja az edzd csoportok spermatogenezis
markereit.

b. Az alloképességi edzés, hatassal van a here szdveti mitokondrialis bogenezisre és

oxidativ stresszmarkeire.
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4. Anyag és modszer

4.1. Vizsgélati llatok

Futasi képességeik alapjan szelektiven tenyésztett 13 hetes him Wistar patkanyokat
hasznaltunk. A szelekci6 az Egyesiilt Allamokban tortént (University of Michigan, Ann
Arbor, USA) a kovetkezéképpen: 186 egyedszaml N:NIH patkdny csoportot (231)
futopadon futtatni kezdtek novekvé terheléssel (sebességnovekedés). Az allatok kozil
szelektaltdk azon egyedeket (10%), melyek a legrosszabb, illetve a legkiemelked6bb
teljesitményt nyujtottak a futasi idé tekintetében. Azon allatokat melyek a legjobban
teljesitettek, paroztattak hasonld teljesitményii tarsaikkal, illetve a rosszul teljesitoket a
rosszul teljesitékkel. Igy formalva magas (High Capacity Runner: HCR) és alacsony (Low
Capacity Runner: LCR) futdkapacitdsi vonalat (7-8. abra). Az Allatok szelekcids
protokolljat Koch és Britton 2001-es munkaja részletezi (18). A LCR allatok rovidebb
élettartammal és az oxidativ stresszel szemben alacsonyabb ellendlldo képességgel
rendelkeztek (15,33,37). Koch 2011-es irasabdl tudhatjuk, hogy a LCR vonal hajlamos
kardiovaszkuléris betegségekre, és olyan metabolikus szindroméra jellemzd tlinetek
alakulnak ki benniik, mint a visceralis zsirfelhnalmozddas, magas vérnyomas, diszlipidémia
és nem utolsé sorban inzulin rezisztencia (1.tablazat). A tapasztalt killonbségek a vonalak
10. generécidjaban kezdenek élesen elkilonulni. Vizsgalatainkban ezen allatok 22.

crer

Semmelweis Egyetem Sporttudomanyi Kutatointézetebe (Budapest, Magyarorszag).

Erdekes tény, hogy Wikgren és munkatarsai kimutattak, hogy HCR &llatok bizonyos
kognitiv képessége follilmalja az LCR allatokét. Az allatok fent emlitett tulajdonsagai miatt
igen jo alanyul szolgalnak a DR hatésainak vizsgalatara, mivel az eredmenyek differencialt
kovetkeztetésekre lehetnek alkalmasak. Vizsgalataink soran alavetettik magunkat a ,,The
Guiding Principles for Care és Use of Animals”, EU el6irasainak és a Semmelweis
Egyetem Etikai Bizottsdganak jovahagyasaval folytattuk a kutatast.
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Vizsgalatunkat N=36 &lattal végeztik.

Az els6 DR Kkisérletében mind a két vonalbol 6 kontroll illetve 6 kezelt allat
hippokampaus mintait hasznaltuk:. HCR-C, HCR-DR, LCR-C, LCR-DR. A tesztisz
esetében a HCR-C, HCR-T, LCR-C, LCR-T allatok mintait.

A gastrocnemiust érint6 kisérletben ugyancsak n=6 elemszammal mind a két vonalbol
kontroll C, DR, és edz6: T csoportok izmait vizsgéltuk: HCR-C, HCR-DR, HCR-T, LCR-
C, LCR-DR, LCR-T.
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7. abra

A vizsgalati allatok futokapacitdsa és érrendszeri jellemzdi (19)

A: avizsgalatban hasznalt allatok futokapacitasanak valtozasa generacionként.
B: a csoportok atlagos vérnyomasértékei. C: a csoportok izolalt artérias valasza.
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1. tablazat

A vizsgalati allatok l1ényegesebb tulajdonségai (12,13)

LCR allatok ‘ HCR allatok
Ab ovo keveset tudnak futni Ab ovo sokat tudnak futni
Fogékonyak a metabolikus J6 metabolikus funkciok
szindromara
Alacsony aerob kapacitas Magas aerob kapacitas
Enzim defektusok, anyagcserezavarok Oxidativ enzimek tulsualya
Inzulin rezisztencia Normalis inzulin érzékenység
Nagyobb testtoémeg Normalis, illetve az alatti
testtomeg
Magas atlag vérnyomas Normalis vérnyomas
Kardiovaszkularis deficit Normalis kardialis statusz
Csokkent izolalt artérias valasz Normalis izolalt artérias valasz

4.2. Edzésprotokoll

Az edzésben részesiil allatok aerob kapacitasuk 60%-anak megfeleld sebességen
edzettek specidlisan kiséllatok edzésére kifejlesztett futopadon. Az edzési protokoll els6
harom napjaban az allatokat a futopados futas koriilményeihez szoktattuk. Ezt kdvetden 3
hétig mérsékelt terheléssel, 10m/min sebesseggel 5%-0s meredekséggel edzettik az
allatokat. A maximalis oxigénfelvételt specialisan kisallatok szaméra kialakitott zart
rendszerti spiroergométerrel mértik (Columbus Inst. Columbus, Ohio). Az oxigenfelvételt

fokozatosan emelked6 intenzitas mellett mértiik, addig amig: (i) mar nem tapasztaltunk
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szdmottevo oxigénfelvétel emelkedést a sebesség ndvelésével, (ii) amig a vizsgalati llat
képtelen volt pozicidjat megtartani a futdpadon, illetve (iii) amig a légzési hanyados meg
nem haladta az 1-es értéket: (RQ = VCO,/VO; > 1). A VO,max adatok alapjan allitottuk
be az allatok terhelésének mértéket. Az edzések a hét 5 napjan 40-60 perc id6 intervallumig
tartottak, 12 héten keresztll végeztiik, a szoktatas és a csokkent terhelésii hetekkel egyiitt
0sszesen 16 hétig. Az edzés elejére 5 percig egy 5m/perc-es ,,bemelegit6” fazist iktattunk.
Az edzé csoportot mind az LCR (n=6), mind a HCR csoportbol (n=6) képeztink. A

VO,max mérés soran regisztraltuk a futasi tavolsagot is.

4.3. Taplalkozési protokoll

Vizsgalataink soran a szamos ¢l6z0 szerz6 altal alkalmazott 0(n. intermittalo
taplalékmegvonas, angol nevén every other day fasting (EODF)(66) alkalmaztunk. Ez az
eljards az enyhe 20% koruli kaloria visszafogasnak felel meg hosszl tdvon, a kezelésre a
tovabbiakban, mint dietary restriction (DR) utalunk, hiszen ez a Kivitelezési forma nem
teljesen azonos a klasszikus kaloria visszafogassal (CR). A kezelést 13 hetes korukban
kezdtilk a kovetkez6 csoportokat formalva: High Capacity Runner - Kontroll (HCR-C),
High Capacity Runner - Dietary Restricted (HCR-DR) és Low Capacity Runner- Kontroll
(LCR-C) végul Low Capacity Runner- Dietary Restricted (LCR-DR). n=6/csoport. (8. &bra)
Specialisan patkanyok taplalasara alkalmas pellet tapot adagoltunk (LT/r ragcsalétap
INNOVO kft. 2100 Go6dolls, osszetétel: 2. tablazat) az allatoknak. A viz ad libitum allt
rendelkezésre a vizsgalati allatoknak, a taplalékukat minden masnap a reggeli orékban
(CET 08:00-10:00 kozott) teljesen megvontuk 24 oréra, majd egy nap elteltével ismét ad
libitum fogyaszthattak taplalékot. A kezelés 16 hétig tartott. Az allatok testtdmegeét heti
rendszerességgel mértik 5grammos pontossaggal (Transporta karos mérleg) reggel 8:00 és

8:30 kozo6tt. Az edz6 allatok ad libidum taplalékmennyiség allt rendelkezésre.
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VAD TiPUS
Fulasi kepességek alapjan
srelekial pathanyok
AN
7/ Ny
Alacsony ﬁitékapadtés

gastrocnemiusc:)—p VvO2max, futdsitiv, gripping —» Westernblot

hippokampusz ) —» Passziv elharitas —» Waestern blot, ChIP
testis ™ —» H2DCEDA —» Westernblot
8. abra

A vizsgalt allatok csoportbeosztasa és elvégzett vizsgalatok

2. tdblazat

Az allatoknak adaqgolt tap 0sszetétele

Beltartalom Mikroelemek
Szarazanvag 86,0 % Vas 163 mg/kg
Nversfehérje 20,0 % Cink 75 mg/kg
Nverszsir 4,0 % Jod 1,3 mg'kg
Nyersrost 4.3 % Mangan 82 mg/kg
Nyershamu 7,8 %
Nitrogén mentes kivonat 49,9 % Vitami :
» itaminok
Metab. energia 11,9 MJ/kg A itsn 18 000 NE/kg
D3 vitamin 1 000 NE/kg
Aminosavak E;l:.?gl;.,n-m Tf;; $§:§
Arginin gﬁ :f Bl vitamin 18 mg/kg
LlZm‘ , s - B2 vitamin 12 mg/kg
Methionin 0,30 % B4 vitamiin 10 mg/kg
Methionin + cisztin 0,64 % B12 vitamin 0,2 mg/kg
Triptofin 0.26 ?“ Folsav 4:0 mg/kg
Threonin 0,75 % Biotin 0,02 mg/kg
Isoleucin 0,15 % Linolsav 1.9 mg/kg
Leucin 030% K linklorid 600 mg/kg
Valin 0,97 %  C-vitamin 50 meg/kg

Osszetevik
buza, kukorica, arpa, extrahalt szdjadara,

M a};rucl{-me k 2 napraforgo, biiza takarmanyliszt, tejpor,
Kalcium 1,08 % élesztd, napraforgd olaj, dsvanyi anyagok.,
Foszfor 0,86 % vitaminok

Natrium 0,21 %

A tap egyvéb jellemzdi
e Tapméret: 18 mm atmérdji pellet
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4.4. A rovidtavd memoria mérése

A passziv elhéritas teszt (passive avoidance test, PAT) egy laboratoriumi kisallatok
az allatok azon tulajdonsdgén alapul, hogy a rdgcséalok kerulik a fényes nyilt teriileteket és
inkdbb a sotétebb teriileteket részesitik elényben. A vizsgalathoz sziikséges berendezés egy
két rekeszbdl allo doboz, melyben a rekeszeket koz0s valaszfal szeparalja. A ket térrész
kozott atjaré van. Az egyik térrész jol megvilagitott feher (vilagos kamra), mig a masik
fekete és rosszul van megvilagitva (sotétkamra). A sotétkamra aljaban fémhald van
beépitve, mely fesziiltségre kapcsolhatd. Normalis esetben, ha az allatokat a fényes
kamraba helyezzik, azok atmennek a sotétkamraba (azokat az alatokat ki kell zarni a
tesztb6l, melyek nem felelnek meg ennek a kdvetelménynek, esetlinkben az 6sszes allat
megfelelt ennek a kritériumnak). Maga a vizsgalat két részbol all: egy an. akvizicids

(kondiciondld) fazisbol és egy (vagy tobb) tesztfazisbal.

Az akvizicid soran elGszor az allatot a vilagos kamraba helyezziik, miutan atment a
sOtétkamraba, ott enyhe elektromos sokk éri a labat, ezzel kialakitva a sététkamratdl valo
felelmet.

A tesztfazis soran az allatokat ismét a vilagos kamraba helyezzik, és mérjuk a
vildgosban toltott latencia idét. Amennyiben a patkany hossz( id6t tolt a vilagosban, a
normal viselkedéshez képest ,,passzivan”, Ugy kovetkeztethetlink arra, hogy megtanulta, a
sOtétkamraban negativ hatas éri. A vilagos térrészben toltétt latencia idé pozitiv korrelaciot
mutat az allatok emlékezd képességével. A tesztfazist az akvizicidos fazis masnapjan

végeztiik, azzal megegyezd idopontban.

4.5. Kapaszkodasi teszt

Az allatok erdkifejtését kapaszkodasi (az irodalomban gripping tesztkent ismert) teszttel

mertik, (232) az edzés és a DR kezelési id6szak utan minden csoportnal a feldolgozas el6tti
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3. napon. A teszttel a kronikus kezelések kumulalt hatasat kivantuk szemléltetni. A
vizsgélat soran egy cca. 40cm magas allvanyra erdsitett fém drétra helyeztiik az allatokat,
ugy, hogy csupan két eliils6 labukkal tudjak megragadni a kapaszkodasi feliiletet. Ezt
kovetéen stopperordval addig mértik az eltelt id6t, ameddig az allatok a parnazott

alatdmasztéasi felliletre nem estek.

4.6. A szovetek feldolgozésa

Az allatok testtomegiiknek megfelel6 mennyiségli pentobarbital injekciot kaptak
(45mg/kg), miutan a szer kifejtette szedato-hipnotikus hatasat, az allatokat dekapitaltuk, a
gastrocnemius izmot, a teszti és az agyat miitéti Giton eltavolitottuk, a hippokampuszt

izolaltuk. A levett szdvetet folyékony nitrogénbe helyeztiik, majd -80 °C-on taroltuk.

A mintdkat jégen 10s-on Kkeresztul kozepes fokozaton (IKA’s Ultra-Turrax
homogenizer) tartuk fel kétszeres mennyiségii PBS-ben (pH 7,4). Ezt a prehomogenétot 4
felé alikvotoltuk ChIP, qRT-PCR, Western blot és az ELISA vizsgalatokhoz. A ChIP

vizsgalatot friss szovetbdl azonnal elvégeztiik, a tébbi alikvotot -80 °C taroltuk.
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4.7. Biokémiai vizsgéalatok
4.7.1. AcH3-ChIP Kromatin immunoprecipitacios eljaras

Az eljaras azon a jelenségen alapul, melynek folyaman a nukleoszoméakban nukleinsav
szekvencidkhoz (DNS szekvencidk) hiszton fehérjék kotddnek. Ezen kapcsolatok a szdvet
feldolgozasa utan is megtarthatok, mi tobb, a lizaitumbol ki is nyerhet6k Chromatin
Immunoprecipitacié (ChlP) segitsegével (Acetyl-Histone H3 Immunoprecipitation Assay
Kit (Cat# 17-245 Upstate/Millipore)). A prehomogenathoz ChlIP lizis puffert adtunk, és a
kromatint szonikator segitségével ~1000-4000 bazispar hosszusagu nukleotid polimerekké
tortik.

Az eljarés ezutén, réviden annyibol allt, hogy formaldehidet adtunk a 100ul lizd&tumhoz
mely megkozelitéleg 30mg szovetet tartalmazott. A formaldehid 1% cc.-ben volt jelen. A
mintakat 15 percig inkubaltunk 37 C fokon. Ezutan a Formaldehid eltvolitasa végett jegen
hiitott PBS-sel mostuk, mely proteaz inhibitort tartalmazott (ImM fenil-metil-szulfonil-
fluorid). A mosés utdn 700xg -n 4 percig 4 C fokon centrifugdltuk az oldatot és
Kipipettaztuk a feltiliszot, majd ismét mostuk. A mosasok utan a fellillisz6t tizszeresére
higitottuk ChIP Dilution Pufferrel (0.01% SDS, 1.1% Triton X-100, 1.2mM EDTA,
16.7mM Tris-HCI, pH 8.1, 167mM NaCl), ehhez proteaz inhibitort adtunk (PMSF). A kész
kromatin oldatot -20 C fokon taroltuk az immunoprecipitécié elvégzéséig.

Az immunoprecipitacio el6tt egy un. pre-clear fazist is beiktattunk, hogy elkertljuk az
agaréz szemcsék aspecifikus reakcidjabol és az aspecifikus termékek reakcidjabol adodo
kolcsonhatasokat. Ezért a homogenatumhoz 75ul lazac sperma DNS / fehérje agardz
szemcset adtunk. Majd 30 percig 4 °C fokon inkubaltuk agitacio mellett. Ezt kovetéen
lecentrifugaltuk 700xg -n 1 percig és megszabadultunk a pellett6l, tovabbiakban a

Htisztitott” feltldszoval dolgoztunk.

Anti-acetyl histone H3 (AcH3) specifikus-antitestet (Catalog # 06-599,
Upstate/Millipore) adtunk 2pg feliiluszo frakcidohoz, melyet jégen mozgatva egy éjszakan at
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inkubaltunk. 1ml mintat megtartottunk antitestmentes kontrollnak (nyul szérum 1gG ) (Cat#
15006, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)). Az antigén-antitest komplex megk&téséhez
60 pl lazac sperma DNS / fehérje agaroz szemcsét adtunk az oldathoz, 4 C fokon 1 oréan
keresztill forgatva inkubaltuk. Az agar6z szemcse-ellenanyag-kromatin komplexet 1 percig

4 °C-on 700xg -n centrifugélva nyertik ki.

A komplexet 3-5 percig forgatva mostuk 4 °C-on 1 ml ’Low Salt Immune Complex
Wash Buffer’-rel (0.1% SDS, 1%Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCI, pH 8.1,
150mM NacCl), majd centrifugalas utan ‘High Salt Immune Complex Wash Buffer’-rel
(0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCI, pH 8.1, 500mM NaCl), aztan
‘LiCl Immune Complex Wash Buffer’rel (0.25M LiCl, 1% NP40, 1% deoxycholate, 1mM
EDTA, 10mM Tris-HCI, pH 8.1); és végul 2x1ml 1X TE bufferrel (10mM Tris-HCI, 1ImM
EDTA, pH 8.0).

Ezt kdvetden a komplex eluacidja 250ul eludcios puffer hozzaadasaval tortént (1%SDS,
0.1M NaHCO03). A csoveket 15 percig forgatva inkubaltuk. VVortexelés és centifugalas utan

a feliilisz6 1j csébe keriilt.

4.7.2. DNS izolalas

A protein DNS- kotések felbontasahoz 20ul 5M NaCl oldatot hasznaltunk, 65C°-on 4
orat inkubalva. A proteinek emésztése 10ul 0,5M EDTA, 20mcl 1M Trisz-HCI (pH 6.5),
és 2mcl 10mg/ml proteinaz K hozzaadasaval tortént, 45C°-on inkubalva 1 éran keresztil. A
DNS purifikacioja fenol/kloroform extrakcioval, majd alkoholos kicsapatassal tértént. A
kicsapatas el6tt 20mceg glikogén keriilt az oldatba a DNS-hozam ndvelésének érdekében. A
DNS pelletet 70%o0s etanollal mostuk, majd levegdn szaradni hagytuk, ezt kovetden

DNaz/RN&z mentes vizben ujra feloldottuk. A DNS mintakat -20 °C taroltuk.
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4.7.3. AcH3-ChIP - BDNF-gPCR

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk, az acetilalt hisztonokbol mennyi ko6tédott a
BDNF prométer régidhoz, ChIP utdn nyert DNS extraktumot vizsgaltuk polimeraz
lancreakcioval (PCR). A PCR soran patkany specifikus BDNF exon IV promoter primer
part hasznéltunk. Vizsgalatunkban (-73 -tol +14 bp) Fw:
TCTATTTCGAGGCAGAGGAGGTATC, Rw: AATGGGAAAGTGGGTGGGAG,

primert valasztottuk hasonléan mas nivos publikaciokban hasznaltakhoz. (140, 223)

A ChlIP sorén nyert mintakat ‘quantitative real-time PCR’ (qPCR) vizsgalatnak vetettiik
ala (lasd BDNF mRNS-nél). A Ch-IP soran nyert értékeket pedig a teljes BDNF exon IV

promoter értékekkel normalizaltuk.

4.7.4.RNS izolalas

Az izolalast a Nucleospin®RNA 1l kit (Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag)
utasitasai alapjan vegeztik. Részleteiben: a -80 °C-on tarolt prehomogenatot
felolvasztottuk és 30mg szovethez hozzaadtuk ~350ul R1 puffert tovabba 3,5ul
bétamerkapto etanolt. A szdvetet a pufferben tovabb bontottuk KA®-Werke homogenizator
segitségével, 60 masodpercig, maximalis fordulatszamon. A homogenatot a gyarto altal
leirt modon kezeltiik: sziirtiik a lizatumot, megkotottiik az RNS frakciot, elemésztettiik a
mentes vizet hasznaltunk és a finom centrifugalas utan a felfogott mennyiséggel ismét

elualtuk az oszlopot 11000xg -n 1 percig.
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4.7.5. DNS-, RNS-koncentracié mérés és integritas vizsgalat

Az 1,71-1,97 abszorbancia hanyadost 260/280nm hullamhossznal, tovabba 1,79 és 1,88
kdzotti abszorbancia hanyadost 260/230nm hulldmhossznal fogadtunk el. Az RNS mintékat
-80 fokon taroltuk. Az RNS integritast etidium bromid festéssel vizsgaltuk (S18-S28-as
frakciok).

4.7.6. cDNS szintézis

A BDNF mRNS meghatarozashoz ¢lészor c¢DNS-t szintetizaltunk, TetrocDNA
Synthesis kit (Cat#BIO-65026 Bioline, Luckenwalde, Németorszag) segitsegével. A
kovetkezO reagenseket hasznaltuk: 1pg izolalt RNS, 1ul random hexamer primerek, 1 pl
(végtérfogat: 20ul). Az oldatot 10 percig 25°C fokon inkubdltuk. A primer kapcsolddas
utan egy 60 perces primer elongacid tortént 42°C- fokos hémérsékleten. A reakciot egy 5
perces 80°C fokos terminalo fazissal fejeztik be. A szintézis sordn nyert cDNS-t -20°C

fokon taroltuk.

4.7.7. BDNF mRNS ’real time quantitative PCR’ (QRT-PCR)

A BDNF mRNS detektalasahoz patkany specifikus BDNF primert hasznaltunk Fw:
CCATGAAAGAAGCAAACGT, Rw: CTCCAGCAGAAAGAGCAGA. Az altalunk
Kivitelezett PCR reakcid soran Sybr Green detekcids protokollt alkalmaztunk, EvaGreen®
festekkel (Biotium, Hayward, CA, USA). Az amplifikidcié soran egyforma mennyiségii
DNS templatot, 10mcl ,,ImmoMixTMcompleteready-to-use heat-activated 2x” reakcid
elegyet (Bioline GmbH, Luck-enwalde, Germany), 1 pl mar emlitett 20xEvaGreen festéket,
2.5 ul 10 nmol/L-os Fw-Rw mix primert (IBAGmbH, Gottingen, Németorszag) és
desztillalt vizet kevertiink dssze 20 pl végtérfogatban. Az amlifikacio kornyezeti feltételeit
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Rotor-Gene 6000 thermal cycler (Corbett Life Science/Qiagen, London, UK) teremtette
meg. Egy 10 perces 95°C fokos fazis utan 40 ciklus 10sec-es 95°C fokos, 20sec-es 60°C
fokos, és 30sec-es 72°C fokos fazist futtatunk. Az utolsé ciklus utan olvadaspont analizissel
vizsgaltuk a mérés validitasat. A megbizhatésadgot agardéz gél elektroforézissel is
ellenériztik. Ha az eletroforézis utdn a ~280 bp. tartomanyban csak egy csik volt

megfigyelhetd, az amplifikacié eredményeit elfogadtuk.

4.7.8. Osszfehérje meghatarozas és BDNF koncentracié mérés ELISA technikaval

A vizsgélathoz a prehomogenatot tovabb kezeltik. A prehomogenatot tovabb
homogenizaltuk (IKA T10 basic ULTRA-TURRAX DISPERSER 50/60Hz Németorszag)
jégen lizispuffer hozzaadasaval 1:1 aranyban (137mM NaCl, 1% NP 40, 10% glicerol,
20mM Tris 8.0 pH). A prehomogenathoz proteaz/foszfatdaz inhibitorok is keriiltek:
Aprotinin (2ug/ml), Leupeptin (S5pg/ml), PMSF (1mM), Na orthovanadat (ImM) a minta
Onemésztésének megakadalyozdsa miatt. Ezutdn a homogenéat 40 percen keresztil jégen
razéallvanyra kerult (100 rpm). Ezt kdvetéen a homogenatot centrifugaba helyeztiik, és
15000g-n lecentrifugaltuk a feliiluszot pipettdval dvatosan elkiilonitettiik a pellettél. A
feluluszot kilon eppendortba gyijtottiik, majd Osszfehérje koncentracio-meghatarozast

végeztlnk.

A mintdk fehérjetartalméat Bradford protein assay-el hataroztuk meg (BioRad Protein
Assay, Dye Reagent Concentrate). A mintakat 96 lyukas platere vittlk fol triplikdtumokban
majd Multi Scan EX (Thermo Labsystem) géppel mértilk az abszorbanciat 595nm
hullamhosszon. Az eredményeket az Ascent Software for Multiscan- szoftverrel értékeltik

“ 7z

(agy: ~10mg/ml, izom: ~9,53mg/ml)
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A BDNF koncentracié meghatarozaséhoz BDNF ELISA kit-et (E-Max ImmunoAssay
System, Promega, Madison, WI) hasznaltunk, a plateket platet Multi Scan EX géppel

olvastuk. A BDNF mennyiséget a mintak total fehérjetartalmahoz normalizaltuk.

4.7.9. Western Blot

Az azonos fehérjekoncentracié beéllitdsa utan 2x Laemmli Mintapufferhez (120mM
Tris-HCI pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol, 0,01% brémfenol kék) a diszulfid-hidak
feltardsahoz 5%-nyi béta-merkaptoetanolt pipettdztunk, majd az igy nyert oldatot a
homogenathoz pipettaztuk 1:1 aranyban és 5 percig 95C°-on melegitettik. Az igy nyert
denaturalt mintakat kés6bbi felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

A szovetmintak specifikus fehérjéinek kimutatasa és relativ koncentracidjuk

meghatarozasa Semi-Dry Western Blot technikaval tortént.

A vizsgalat elsé 1épése a mintak fehérjéinek molekulatdmeg szerinti szeparalasa, mely
SDS-poliakrilamid gél elektroforézis (SDS-PAGE) utjan toértént. A poliakrilamid gélt sajat
magunk ontottik. Az szepardlé geéleknél (1,5M Tris-HCI pH 8.8, 10% SDS, 10%
ammonium perszulfat, 0,04% TEMED) 8%, 10% és 12%-o0s akrilamid koncentréacidkat
hasznaltunk a detektalni kivant fehérje méretétdl fliggéen. A fedégél (1M Tris-HCI pH 6.8,
10% SDS, 10% ammonium perszulfat, 1,75% TEMED) minden esetben 5%-o0s akrilamid
tartalommal birt. A zsebekbe 40-90ug fehérjét vittlink fel. A késziléket futtatdé pufferrel
(10x torzsoldat: 30,39/l tris, 1449/l glicin, 109/l SDS, pH 8.3) toltottik fel, és atlagosan 60-
90 percig futattuk 150 V fesziltségen.

A fehérjék szepardldsa utdn a fehérjeket PVDF-membranra transzferaltuk (30kDa<
Millipore Immobilon-P pérus méret: 0,45um, 30kDa> Millipore Immobilon-P>? pérus
méret: 0,2 um) sem-dry transzfer egység segitségével (Cleaver Scientific, UK) , 20%-0s
metanolos transzfer puffer (3,03g/l Tris, 14,49/l glicin, 20% metanol) hasznalataval. A

membrant a transzfer elétt 1 percig metanolban aktivaltuk, a gélrdl levalasztottuk a fedo-

61



réteget és transzfer pufferbe aztattuk 1 percen keresztil. A (+) sziir6papir, membran, gél,
sziirGpapir (-) szendvics 0sszeéllitasa utan, a transzfer 30 Voltos feszultségen tortént 50-120

perc terjedelemben a detektalni kivant fehérje méretétol fiiggden.

A membrént ezutan két percig TBST-ben mostuk, majd két 6ran keresztiil blokkoltuk
5%-o0s tejpor TBST oldattal, vagy 1%-0s BSA TBST oldattal 4 C fokon. Ezt kdvetéen
elsédleges antitesttel inkubaltuk 4 °C fokon egy éjszakan keresztul (a hasznalt antitesteket a
3. tablazat-ban foglaltuk 0ssze). Az elsédleges antitest ledntése utdn 3x10 perc TBST
mosas fazis kovetkezett. Miutan mostuk a membrant nyul/kecske/egér masodlagos
tormaperoxidaz glikoproteinnel konjugalt antitesttel inkubaltuk 1,5 6ran keresztiil 4 °C-on.
A rontgenfilmen valo jel detektalas elétt a membrant reagens szubsztrattal (SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific,USA) kezeltiik, és 5 percig
fénytdl védve inkubaltuk. A rontgenfilmen az adott mintdban megjelend specifikus fehérjék
reprezentdns eredménye western blot grafikonok folott lathatok). A detektalt savok
sOtétsége aranyos a membranon jelenlévo célfehérje és ahhoz specifikusan kot6do
ellenanyag mennyiségével. Az elektroforézis soran elkilonitett fehérjékhez referenciaként
Hyper PAGE Il protein markert hasznéltunk (Bioline, USA). A jelek er6sségét
denzitometraltuk imageJ szoftver segitségével és a denzitds gorbe alatti tertlet
meghatarozasaval kvantifikaltuk. A vizsgalt fehérjék denzitds értékét normalizaltuk,

housekeeping fehérjeként alfa-tubulint és béta-aktint hasznaltunk.

4.7.10. A 2 *, 7*-diklér-dihidrofluorcein-diacetat alapti (H2DCFD) reaktiv gyokok

mennyiség becslése

A here szovetbdl torténd mérés soran 2 ', 7'-diklor-dihidrofluorcein-diacetat (H2DCFDA)
fluorescent festésen alapuld eljarast alkalmaztunk (Invitrogen-Molecular Probes #D399). A
festés képes becsilni a szoveten becslli steady state redox statuszt és informéciot ad a
szoveti oxidativ stressz mértékér6l (233). Az eljaras roviden: a festés soran a 2',7'-
dichlorofluorescein (DCF) acetat redukalt forméjat hasznaljuk (H2DCFDA), mely ebben az
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allapotadban nem fluoreszcens. A tdmény H2DCFDA-t 12,5 mM koncentracidig etanolban
higitottuk és -80 °C-on sotétben taroltuk. Az oldatot felhasznalas elétt frissen higitottuk
kalium-foszfat pufferrel 125 uM-ra. Fluoreszcens reakcidt 96 lyuku, fekete mikropléten
vegeztik. A lyukakba kalium-foszfat puffert mértink (pH 7,4) 152 mM / lyuknak
megfeleld mennyiségben. Ezutan 8 pl higitott szovet homogenizatumot és 40 pl 125 pM-0s
festéket adunk hozza a 25 puM végs6é festékkoncentracio eléréséhez. A fluoreszcencia
intenzitasanak valtozasat 6t percenként 30 percen keresztil figyeltik meg. A reakcio soran,
az oxidacio eredmenyeképpen a H2DCFDA molekula acetat csoportja lehasad. A kémiai
atalakulas kovetkeztében a deacetilalt, oxidalt forma visszanyeri fluoreszcens tulajdonségét,
mely 485/538 nm (gerjesztési/emisszids) hullamhosszon detektaltuk és kvantifikaltuk. A

detektalt mennyiséget 6sszfehérje tartalomra normalizaltuk.
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3. tablazat

Vizsgalataink soran hasznalt elsédleges antitestek

Antitest Gyarto Molekulasuly | Koncentracid Kast;éll(r)rgljus
SantaCruz
BDNF anti-BDNE 14 kDa 1:500 Sc-546
(N-20)
Santa Cruz
PGCla PGC-1 90 kDa 1:500 Sc-13067
(H-300)
Santa Cruz
NRF1 NRF1 68 kDa 1:500 Sc-33771
(H-300)
Cell Signalling
AMPKa 62 kDa 1:1000 #2532
AMPKa
Santa Cruz
a-Tubulin 55 kDa 1:5000 Sc-8035
Anti o tubulin
Santa Cruz
p-actin Actin 43 kDa 1:2000 Sc-1616
(1-19)
CREB Cell Signalling 43 kDa 1:1000 #9197
CREB
(48H2)
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Antitest Gyarto Molgkula Koncentracio Kata!ogus
suly szam
SIRT1 Santa Cruz 100-120 kDa 1:1000 Sc-15404
SIRT1
(H-300)
Cvtoch Santa Cruz
ytochrome ¢ : -
oxidase COX4 17 kDa 1:500 Sc-69359
(D-20)
Upstate
Anti-phospho-
Phospho-
CREB : -
CREB 43 kDa 1:500 #05-807
(Ser 133)
Upstate/Millipore
Acetilalt
hiszton ) 18 kDa 1:500 #06-599
H3K14 A_ntl-acetyl
histone H3
Cell Signalling
Acetilalt lizin - 1:1000 #9441
Acetylated
Lysine
SDHA Santa Mz I 70kDa 1:2000 | sc-98253
Phospho- Cell Signalling i
AMPK Thr 172 62 kDa 1:1000 #2535
Akt Cell Signalling 60 kDa 1:1000 #9272
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Phopsho-Akt Ce'giigj‘;‘é'ing 60 kDa 1:1000 #9271
Follistatin | SS9 1 35kpa 1:500 | sc-30194
LDHC Santa Cruz 35 kDa 1:2000 sc-377305
Odf-1 Santa Cruz 27 kDa 1:1000 sc-27907
P53 Santa Cruz 53 kDa 1:2000 sc-99
'Ll‘\fgga'égg’ Upstate 53 kDa 1:2000 06758
MtTFA Santa Cruz 25 kDa 1:500 sc-30963

4.8. Statisztikai analizis

A statisztikailag szignifikans kulonbségek kimutatasahoz Statistica 13 programot
hasznaltunk. A normalitas (Shapiro-Wilk test) vizsgalat elvégzése utan a normalis eloszlast
mutatd valtozdkat egy szempontos varianciaanalizissel vizsgaltuk. Azon valtozéknal,
melyek nem mutattak normalis eloszlast (kapaszkodas teszt, exon IV acetilacio, memdria
adatok), Kruskall Wallis ANOVA-t alkalmaztunk. A szignifikancia szintet p < 0,05-ben
hataroztuk meg, és ezeket jeloljuk abrainkon. A memoria-BDNF mennyiség kapcsolat
meghatarozasahoz, mivel a memoria adatok nem mutattak normalis eloszlast, Spearman-

féle rangkorreléacios egyutthatot szamoltunk.

66



5. Eredmények

5.1. Az éllatok fizioldgias és funkcionélis eredményei

Vizsgalatunk kezdetén a HCR csoport egyedeinek testtdmege szignifikansan kevesebb
volt, mint a LCR egyedeinek, ez a kilonbség a kezelés végén is megmaradt (LCR-C: 503 +
72 9,, HCR-C: 409 * 51¢g, 9. abra)

A kezelések csak a LCR csoportban okoztak testtémeg csokkenést (LCR DR 503.57+
33.51: 475.00 + 27.08, LCR T 501.25+67.00 : 485.00+66.20). A HCR allatok testtémege a
kezelések hatdsara szignifikdnsan nem véltozott, viszont a HCR kontroll csoportnal
tdmeggyarapodasa volt megfigyelheté (HCR C 409.00+51.41 : 437.00+53.46). Az LCR
kontrollnal ez elmaradt (LCR C 503.33+72.30 : 515.83+69.31).

—LCR C

#
o -+ | CR DR
. aLCRT

- = —-HCRC
e Em T T T LT
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9. abra

A kezelések hatdasdra bekovetkezd testtdmeq valtozas

A csillag a kontrollhoz viszonyitott szignifikans kilénbséget jeloli a kettéskereszt pedig a
kontroll csoportok kilonbségét jelzi a kezdeti allapotban. p <0,05 (LCR: Alacsony
futdkapacitast csoport, HCR: magas futokapacitasu csoport, C: kontroll csoport, DR:
minden masnap etetett csoport, T: edzé csoport, a pontok az atlag értekeket jelolik, a

sz@rasokat a kdnnyebb olvashatosag érdekében nem tlintettiik fel).
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Az LCR és a HCR éallatok maximalis relativ oxigénfelvétele kilonbozoétt (p<0,05). Az
LCR-C egyedeknek atlagosan 50 ml, a HCR-C patkanyoknak pedig atlagosan 80 ml. A
DR-nek vizsgalataink alapjan nincs szamottevé hatasa a VO,max-ra (10. abra). Nem igy az

alloképességi edzésnek, mely szignifikansan emelte a maximalis oxigénfelvételt mind a két

patkanyvonalban.

12 +* i L
—
E 100 .
B E—

S g 1
=
=
by 60
=
B
~
g 20

0

LCRC LCRDR LCRT HCR C HCRDR HCRT

10. dbra

A maximalis oxigén felvétel eredményei a kezelési iddszak végeztével.

Feltlintetett értekek: atlag + SE, a kettdsnyil és a csillag szignifikans kolonbséget jeloli a
kontroll csoportokhoz kepest, p <0,05 (LCR: Alacsony futokapacitasi csoport, HCR:
magas futdkapacitasu csoport, C: kontroll csoport, DR: minden masnap etetett csoport, T

alloképességi edzést végzé csoport.)

A futési képessegek (futdsi tav) a Kkisérlet kezdetén kozel 370%-os kiilonbséget
mutatkozott az LCR és a HCR vonal kozott. A HCR &llatok esetében edzés hatéséra

jelentdsen nétt a futasi tav (11. abra). A DR ugy tiinik, nem befolyasolja szamottevéen az
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allatok futasi képességeit. (Habar a LCR csoportban novekvé trend figyelhetd meg DR
hatdsara) Az edzés a LCR allatok populacidjan is sikereket ért el a futasi tavolsag és a
sebesség tekintetében, bar a tavolsdg novekedés mértéke nem kozelitette meg a HCR
egyedek fejlédését a relativ fejlédés felilmulta a HCR csoportot (HCR+163%,
LCR+220%).
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11. bra

Az allatok futasi képességének ndvekedése havonként lebontva.

Feltlintetett értékek: atlagok £ SE, a csillag szignifikans kdlonbséget jel6li a kontroll
csoporthoz képest, p <0,05 (LCR: Alacsony futokapacitasi csoport, HCR: magas
futékapacitasu csoport, C: kontroll csoport, T: dlloképességi edzést végzé csoport.)

A passziv elhédritds teszt eredményeit a 12. abra szemlélteti. Méréseink alapjan
kijelenthetjuk, hogy a HCR-DR csoport egyedei folilmualtak az dsszes tobbi csoportot a

rovidtavid memoria tekintetében. A szérasok hianya pedig arra utal, hogy ezen csoport
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egyedei a tesztben elbirt mind a 6 percet a vilagos rekeszben toltotték. Fogalmazhatnank

ugy is, hogy maximalis eredményt értek el a teszten.

350

Idé (sec)

100
50

0 A
LCR-C LCR-DR HCR-C HCR-DR

12. abra

A passziv elharitas teszt eredményei a kezelési idoszak végeztével.

Feltuntetett értékek: atlag = SE, a kettosnyil és a csillag szignifikans kiilonbséget jeloli.
p <0,05 (LCR: Alacsony futokapacitasu csoport, HCR: magas futokapacitasu csoport, C:

kontroll csoport, DR: minden masnap etetett csoport, T dlloképességi edzést végzd csoport.

A kapaszkodasi tesztben a DR és az edzes hatasara nem mutatkozott kilénbség az
erokifejtés nagysagat mérd tesztben, egyik allatcsoportban sem (13. &bra), de edzés hatasara

novekvo trend figyelhetd meg (habér az értékek szordsa igen magas).
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13. dbra

A kapaszkodasi teszt eredményei a kezelési iddszak végeztével.

Feltlintetett értékek: atlag £ SE, p <0,05 (LCR: Alacsony futokapacitasu csoport, HCR:
magas futokapacitasu, C: kontroll csoport, DR: minden masnap etetett csoport, T

alloképességi edzést végzo csoport.
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5.2. A hippokampusz minték feldolgozésa soran sziletett eredmenyek

A SIRT1 aktivitas/koncentracio sok esetben névekszik kaldria visszafogas/DR hatasara
kiilonbozd szovetekben. Eredményeink szerint ez a hiszton deacetilaz funkcioval is
rendelkez6 molekula mennyisége nem mutatott szignifikans kilonbséget a csoportok kdzott
DR hatasara (14. abra).

SIRT1 S S . ), | )

a-tubulin ﬂ 55 kDa

03
n
b
‘E 0.2
L]
s !
-]
- 0.1
5
[
o
0
LCR-C LCR-DR HCR-C HCR-DR

14. dbra

SIRT1 fehérje koncentracié hippokampusz mintabél.

Feltuntetett értekek: atlag = SE. p <0,05. (LCR: Alacsony futdkapacitasu csoport, HCR:

magas futdkapacitasu, C: kontroll csoport, DR: minden masnap etetett csoport )

A PGCL1 alfa transzkripcios co-faktor mérésénél szignifikansan emelkedett értéket
tapasztaltunk a HCR-DR csoport esetében (15. A &bra) a HCR-C csoporthoz képest. Ez a
co-aktivator, mint mér fentebb is emlitettik, kapcsolatba hozhaté a SIRT1 aktivitisaval.
Mindazonaltal a nukleéris respiratorikus faktor (NRF1) nem mutatott eltérést a csoportok
kozott (15. B abra), habar az NRF-1-et a PGC-1 alfa an. ,,down-stream” fehérjéjeként
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tartjdk szdmon. A PGC1 alfa szintje novekedett ugyan a HCR csoportban DR hatésra, am

ugy tlinik, ez a hatas nem volt elegend6 az agyban az NRF-1 jelatvitel aktivaciojahoz.
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15. dbra

PGC-1 és NRF1 mérési eredmények hippokampusz mintabdl

A: Western Blot eljarassal mért PGC-1 alfa mennyiség hippokampusz mintaban B:
Western Blot technikdval meért NRF1 mennyiség hippokampusz mintaban. Feltlintetett
értékek: atlag = SE, a kettdsnyil és a csillag szignifikans kiilonbséget jeldl. p <0,05 (LCR:
Alacsony futokapacitasu csoport, HCR: magas futdkapacitasu, C: kontroll csoport, DR:
minden mésnap etetett csoport )
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A mitokondrium mennyiség becslésére alkalmas COX4 koncentraci6 nem mutatott
kilonbséget sem a HCR-LCR populéciok, sem a DR-hatas tekintetében a patkanyok

hippokampusz mintaiban (16. abra).
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16. abra

COX4 mérési eredmények hippokampusz mintabol

Western Blot eljarassal mért COX4 tartalom, mely a mitokondrium mennyiséggel
aranyos hippokampusz mintaban. Feltiintetett értékek: atlag + SE, p <0,05. (LCR:
Alacsony futokapacitasu csoport, HCR: magas futdkapacitasu, C: kontroll csoport, DR:

minden masnap etetett csoport )
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A CREB hippokampalis foszforilacidjdban emelkedést tapasztaltunk DR-hataséra mind
a két patkanyvonalnl (17. &bra).
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17. dbra
pCREB/ CREB mérési eredmények hippokampusz mintabdl

Western Blot mérések, foszfo CREB/ CREB aranya hippokampusz mintaban. Feltiintetett
értékek: atlag = SE, a kettésnyil és a csillag szignifikdns kiilonbséget jelol. p <0,05 (LCR:
Alacsony futdkapacitasu csoport, HCR: magas futdkapacitasu csoport, C: kontroll csoport,

DR: minden mésnap etetett csoport )

Vizsgalataink szerint a DR novelni képes a BDNF szintet a magas futokapacitassal
rendelkez6 patkanyok egyedeinél. Ezt mind a Western blot (18. B abra), mind az ELISA
(18. A abra) mérési eredmények egyontetiien megerdsitik. Azt az irodalomban is sokszor
eléforduld nézetet, hogy a taplalkozasi szokasok hatassal vannak a kognitiv képességekre,
esetlinkben kiemelten a rovidtavi memoridra (passziv elharitasi teszt), igazolni tudjuk a
HCR allatok esetében. A memoria erdmenyek és a BDNF western blot denzitas értékek

esetiinkben pozitiv korrelaciot mutatnak Spearman rs= 0,52 p=0,015.
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18. dbra

BDNF fehérje mennyiséq hippokampusz mintdkban

A: ELISA mérési eredmények. B:Western Blot mérési eredmények. A feltlintetett értékek:
atlag + SE, a kettdsnyil és a csillag szignifikans kiilonbséget jelol. p <0,05 (LCR: Alacsony
futdkapacitast csoport, HCR: magas futokapacitasu csoport, C: kontroll csoport, DR:
minden mésnap etetett csoport )

Erdekes megfigyelésiink, hogy a total hiszton H3 acetilacié csak az LCR-DR allatokban
novekedett szignifikansan (19. A abra). A specifikus hiszton H3-BDNF V. promoter
kapcsolat azonban a HCR vonal egyedeinél magasabb volt masnaponkénti etetés

kovetkeztében (19. B abra). A LCR egyedeknél csak tendenciozus emelkedés figyelhetd
meg.
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19. &bra

Hiszton H3K14 acetilacios eredmények hippokampusz mintakbol

A: a teljes hiszton H3K14 acetilacié Western blot eredményei, B: a BDNF exon IV
kornyezetében mért hiszton H3K14 acetilacié chromatin immunoprecipitaciéval mérve.
Feltlintetett ertékek: atlag £ SE, a kettésnyil és a csillag szignifikans kiilonbséget jelol. p
<0,05 (LCR: Alacsony futokapacitasu csoport, HCR: magas futokapacitasu, C: kontroll
csoport, DR: minden mésnap etetett csoport )

A BDNF mRNS eredmények azonban nem kovették a ko-immunoprecipitacié trendjét.
Az mRNS esetében csak LCR-DR csoportban (hasonléan a nem specifikus hiszton H3
eredményekhez) taldltunk szignifikdnsan emelkedett szintet (20 &bra). Az agyi,
hippokampalis markerek mérési eredményeit és a memoria adatokat a 4. tablazatba
gyljtottiik 6ssze, melyben az sszegzett markerek nem utalnak szignifikanc mitokondrialis

biogenezire a hippokampalis régioban DR hatasara egyik vonalba sem.
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20. 4bra

BDNF mRNS eredmények hippokampusz mintakbol

,.Real time” kvantitaiv PCR technikaval mért BDNF mRNS mennyiség Feltuntetett
értékek: atlag + SE,. a kettsnyil és a csillag szignifikans kiilonbséget jelol. p <0,05 (LCR:
Alacsony futékapacitasu csoport, HCR: magas futdkapacitasu, C: kontroll csoport, DR:

minden masnap etetett csoport )
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4. tablazat

A diétas megszoritas és a kiilonbozo fenotipus hatasa a hippokampuszra és a memoridra

Jelolések: 0: nincs szignifikans valtozas a kontrollhoz képest; +: szignifikans ndvekedés
tapasztalhatdé a kontrollhoz képest; - szignifikans csokkenés tapasztalhatdé a kontrollhoz
képest, LCR: alacsony futokapacitasu csoport, HCR: magas futékapacitasu csoport, DR:
minden mésnap etetett-csoport.

Hippokampusz

LCR-DR HCR-DR
Rovid tdva memoria 0 +
Sirtl (WB) 0 0
PGC-1 o (WB) 0 +
NRF-1 (WB) 0 0
COX4 (WB) 0 0
BDNF (ELISA) 0 +
BDNF (WB) 0 +
ac. H3K14 (WB) + 0
BDNF mRNS (PCR) + 0
BDNF plV (PCR) 0 +
pCREB/CREB (WB) + +
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5.3. A gastrocnemius mintak feldolgozas sorén sziletett eredmények

Az izommintak feldolgozasa soran szignifikdnsan magasabb SIRT1 fehérje mennyiséget
tapasztaltunk a HCR-T allatokndl a HCR kontroll csoporthoz képest. A DR nem volt
hatassal egyik altalunk vizsgalt csoport SIRT-1 szintjére sem (21. abra). A lizin aminosav-

oldallancok acetilaltsaga csak a HCR-DR csoportban ndvekedett (22. abra).
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21. 4bra

Sirtl fehérje mennyiség patkany gastrocnemius izombal

Western blot eljarassal mért Sirtl fehérje mennyiség. Feltintetett értekek: atlag + SE, a
kettosnyil és a csillag szignifikans kiilonbséget jelol. p <0,05 (LCR: Alacsony
futdkapacitast csoport, HCR: magas futdkapacitasu, C: kontroll csoport, DR: minden

masnap etetett csoport, T: dalloképességi edzést végzo csoport)
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22. dbra

Acetilalt lizin mennyiséqg patkany gastrocnemius izombol

Western blot eljarassal mért acetilalt lizin mennyiség. Feltlintetett értékek: atlag + SE, a
kettosnyil és a csillag szignifikans kiilonbséget jelol. p <0,05 (LCR: Alacsony
futdkapacitasu csoport, HCR: magas futdkapacitast, C: kontroll csoport, DR: minden

masnap etetett csopor, T: dlloképességi edzést végzo csoport)

A PGC-1 alfa értékeket (23. A abra) és ezzel parhuzamosan az NRF-1 fehérje szinteket
(23. B abra) is a testmozgas jelentésen emelte a HCR csoportban. Ezzel szemben a LCR
csoport egyedei ebben a tekintetben csupan az NRF-1 valtozasaval reagaltak az edzés
hatdsara, am ez nem eredmeényezte az SDHA mitokondrialis fehérje mennyiség

novekedesét (24. abra).
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23. abra

PGC-1 alfa és NRF1 fehérje mennyiség patkdny gastrocnemius izombdl

A: Western blot eljarassal mért PGC-1 alfa fehérje mennyiség, B: Western blot
eljarassal mért NRF1 alfa fehérje mennyiség. Feltlintetett értékek: atlag + SE, a kettésnyil
és a csillag szignifikans kiilonbséget jeldl. p <0,05 (LCR: Alacsony futékapacitasu csoport,
HCR: magas futokapacitasu, C: kontroll csoport, DR: minden masnap etetett csoport, T:

alloképesseqi edzést végzé csoport )

A mitokondrialis biogenezis fokozddasat a PGC-1 alfa, NRF1 szintek mellett a
szukcinat dehidrogenaz A (SDHA) alegység szintjének emelkedése (24. abra) is bizonyitja
a HCR allatokban, edzés hatasara. Az NRF1 fehérje mennyisége n6 alloképességi edzésre,
am mérésiink tanubizonysaga szerit a mitokondrium-szdm becslésre alkalmas SDHA

mennyiség az LCR allatokban nem valtozik sem edzés, sem DR hatésara.
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24. 4bra

SDHA fehérje mennyiség patkany gastrocnemius izombal

Western blot eljarassal mért SDHA fehérje mennyiség. Feltuntetett értekek: atlag + SE,
a kettosnyil és a csillag szignifikans kiilonbséget jelol. p <0,05 LCR: Alacsony
futdkapacitast csoport, HCR: magas futdkapacitasu, C: kontroll csoport, DR: minden

masnap etetett csoport, T: dlloképességi edzést végzo csoport

A anabolikus folyamatokat indukald és az inzulin sejten bellli folyamatait mediald Akt
foszforilacidja robosztus emelkedést mutatott a HCR-T csoportban a kontroll csoporthoz
képest (25. abra). A LCR allatokban ezzel ellentétben nem mutathat6 ki az Akt jelatviteli
folyamatok aktivalodéasa.
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25. abra

pAkt/Akt fehérje mennyiséq aranya patkany gastrocnemius izombol

Western blot eljarassal mért pAkt/Akt fehérje mennyiség Feltlintetett értékek: atlag + SE,
a kettosnyil és a csillag szignifikans kiilonbséget jelol. p <0,05 (LCR: Alacsony
futdkapacitasu csoport, HCR: magas futdkapacitast, C: kontroll csoport, DR: minden

masnap etetett csoport, T: alloképességi edzest végzd csoport)

Az anabolikus folyamatok egy masik indikatorat, a follisztatin izomszoveten belili
koncentraciojat is mertlk (26. abra). Az LCR allatok esetében mind az allokepességi edzes,
mind a DR follisztatin szint-csokkenést indukalt. Az HCR csoportban ugyan nem
mutathat6 ki fehérjeszint-csokkenés, de az eredmények valtozasrél sem tantskodnak. igy
feltételezhetéen a HCR allatok esetében nem kotheté szamottevd kronikus katabolikus
valasz a szervezetiiket ért metabolikus stressz hatasahoz. S6t az Akt foszforilacids adatok
emelkedett szénhidrat felvételre és jobb extracellularis inger integracios képességre utalnak
(inzulin- és novekedési faktor érzékenyseg). Tovabba az AMPK fehérje ndvekedett
foszforilacidja is meger6siti az utdobbi nézetiinket (27. abra). Az AMPK AMP érzékeny

molekula, melynek foszforil&cidéja az energiahianyos allapotokra bekovetkezo, jol
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koordinalt metabolikus valaszok indikatora. A gastrocnemius izombdl mért eredmeényeket
és a fiziologias mutatokat az 5. tdblazatban foglaltuk 6ssze, melyb6l a mitokondrialis
biogenezis markerek szignifikans emelkedése olvashatd ki a HCR allatoknal. Viszont a
terhelésélettani eredményekre az alloképességi edzés mind a két csoportban pozitivan
hatott. Az LCR csopotban pedig mind két kezelés alkalmas volt a testtomeg pozitiv iranyd
kontrolalaséara.
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26. abra

Follisztatin fehérje mennyiséq patkany gastrocnemius izombal

Western blot eljardssal mért follisztatin fehérje mennyiség. Feltiintetett értékek: atlag +
SE, a kettdsnyil és a csillag szignifikdns kilonbséget jelél. p <0,05 (LCR: Alacsony
futdkapacitasu csoport, HCR: magas futdkapacitast, C: kontroll csoport, DR: minden

masnap etetett csoport, T: dlloképességi edzést végzo csoport)
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27. dbra

pAMPK/AMPK fehérje mennyiség ardnya patkdny gastrocnemius izomban

Western blot eljarassal mért pAMPK/AMPK fehérje mennyiség. Feltiintetett értekek:
atlag + SE, a kettdsnyil és a csillag szignifikans kiilonbséget jelol. p <0,05 (LCR: Alacsony
futdkapacitasu csoport, HCR: magas futdkapacitast, C: kontroll csoport, DR: minden

masnap etetett csoport, T: dlloképességi edzést végzo csoport
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5. tablazat

A diétas megszoritas, alloképességi edzés és a kiilonbozo fenotipus hatdsa a gastrocnemius

izomra és a fizioldgids mutatdkra

Jelolések: 0: nincs szignifikans valtozas kontrollhoz képest; +: szignifikans novekedés
tapasztalhaté a kontrollhoz képest; - szignifikdns csokkenés tapasztalhaté a kontrollhoz
képest, LCR: alacsony futokapacitasu csoport, HCR: magas futékapacitasu csoport, DR:

minden masnap etetett-, T: alloképességi edzésben részesult csoport

Gastrocnemius Izom

LCR-DR | LCR-T HCR-DR | HCR-T
Futéasi tav 0 + 0 +
Testtomeg - - 0 0
VO2 max 0 + 0 +
Kapaszkodas 0 0 0 0
SirTl 0 0 0 +
ac. Lizin 0 0 + 0
PGC-1 o 0 0 0 +
NRF-1 0 + 0 +
Follistatin - - 0 0
SDHA 0 0 0 +
pAMPK/AMPK 0 0 + +
pAkt/Akt 0 0 0 +
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5.4. Here szdveti mintak feldolgozas soran sziletett eredmények

A mitokondrialis biogenezis folyamatdban részvevd markerek tekintetében a SIRTI, a
PGC-la és az mtTFA fehérjék mutattak eltérést. A SIRTI1 fehérje (28A &bra)
szignifikdnsan nagyobb volt a kontrol magas futokapacitasu allatcsoportban, az edzett es a
LCR-C csoporthoz viszonyitva. A PGC-la (28B abra) ezzel szemben csak az LCR
csoportban novekedett meg szignifikdnsan. A mitokondrialis transzkripcos faktor A
(MtTFA) (28D é&bra) pedig érdekes modon csokkenést mutatott alloképességi edzés
hatasara a HCR csoportban. Az NRF-1 fehérje nem mutatott szignifikéns eltérést az egyik

csoportban sem (28C abra).
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28. abra

Mitokondridlis biogenesis markerek here szévetben a HCR és LCR allatokban.

(A) SIRT1, (B) PGCla, (C) NRF-1, (D) mtTFA fehérjék Western blot eljarassal mért
eredményei. Feltiintetett értékek: datlag + SE, a kettésnyil és a csillag szignifikdans
kulénbséget jeldl. p <0,05 (LCR: Alacsony futdkapacitasu csoport, HCR: magas

Sfutokapacitasu, C: kontroll csoport, T: alloképességi edzést vegzo csoport.
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Az steady state oxidativ stressz statusz az alacsony futokapacitasu egyedekben kedvezd
irdnyba valtozott alloképességi edzés hatdsara (29A abra). Esetiikben csokkent mértékii
oxidalt 2 ', 7'-diklor-fluoreszcein volt detektalhatd indikélva ezzel az alacsonyabb oxidativ
stressz mértékét. A javuld szoveti redox kornyezet pedig eldsegitheti a reprodukcios
funkciok javulasat. A P53 fehérje acetilaltsaga (29B abra) ndvekedett az LCR allatokban
edzés hatasara, mig a HCR allatokban alacsony szinten, valtozatlan maradt.

B
i
- < > ac.pS3 . S3kDa
< 7T PS3 N N S3kDa
p-actin SN SENENS 42 kDa
-é 0.8 - 1.2 -
= = - L e
- 209 ) -
e )
€03 i
N
0 0
LCR.C  LCR.T HCR.C LCR-C LCR.T HCR-C HCR-T

29. dbra

Oxidativ stressz és p53 acetilaci a HCR és LCR allatokban.

(A) Diklor-dihidrofluorcein-diacetat (H2DCFDA) fluorescens indikator segitsegével
becsultik a HCR és a LCR allatok hereszbveteiben a steady state ROS mennyiséget. (B)
Western blot eljarassal mért p53 antitumor fehérje acetilacidjdnak mértéke. Feltintetett
ertékek: atlag + SE, a kettosnyil és a csillag szignifikans kiilonbséget jelol. p <0,05 (LCR:
Alacsony futokapacitasu csoport, HCR: magas futdkapacitasu, C: kontroll csoport, T:
alloképesséqi edzést végzé csoport.
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A spermatogenezis markerek tekintetében, mind az Odf-1 fehérje (30A abra), mind a
LDHC fehérje (30B abra) emelkedeést mutatott a LCR csoportban alléképessegi edzés
hatasara. Raadasul mind a ket esetben az elterés a HCR-T csoporthoz képest is szignifikans
volt, igy az LCR csoportban edzés hatasara hatékonyabb reprodukciés funkcid
valészinisithetd. Ezzel parhuzamban a HCR egyedeknél az altalunk alkalmazott edzés
még, akar ronthatja is reprodukcios potenciélt, mint arra az Odf-1 eredmények utalnak
(30A abra).

A B

Odf-1 [SS S )7 kDa
B-actin A . 42 KDa

+ >

*
+——>

Relative density (unit)
Relative density (unit)

HCR-C HCR-T LCR-C HCR-C HCR-T

30. dbra

Spermatogenezis markerek a HCR és LCR &llatokban

(A) Odf-1 és (B) LDHC fehérjék, Western blot eljarassal mért eredményei. Feltlintetett
ertékek: atlag = SE, a kettosnyil és a csillag szignifikans kiilonbséget jelol. p <0,05 (LCR:
Alacsony futokapacitasu csoport, HCR: magas futdkapacitasu, C: kontroll csoport, T:

alloképessegi edzést végzo csoport.
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6. tablazat

Az alloképesséqi edzés hatasa a here szovetre a LCR és HCR csoportokban

Jelolések: 0: nincs szignifikans valtozas kontrollhoz képest; +: szignifikans novekedés
tapasztalhatdé a kontrollhoz képest; - szignifikans csokkenés tapasztalhatdé a kontrollhoz
képest, LCR: alacsony futokapacitasu csoport, HCR: magas futékapacitasu csoport, DR:
minden masnap etetett-, T: alloképességi edzésben részesilt csoport

Here szdvet
LCR-T HCR-T
Sirtl (WB) 0 -
PGC-1 o (WB) + 0
NRF-1 (WB) 0 0
mtTFA (WB 0 -
Oxidativ stressz - 0
ac. P53 (WB) + 0
Odf-1 (WB) + -
LDHC (WB) + 0
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6. Diszkusszio

6.1. A szelekcid és a diétas megszoritas hatasa a memdriara és a hippokampalis régio

BDNF szabalyozasra, mitokondriélis statuszra
6.1.1. Mit jelent az ,eltérd genetikai adottsdg” az LCR-HCR csoportoknal?

Colman és kutatocsoportja 2009-ben kozolte le a 30%-os kaldria visszafogas
eredményét emberszabasi rhesus majmokon (74). A beavatkozas szignifikansan
csokkentette a kor elérehaladtaval tapasztalhatdé agyszoveti atrofiat. Ezzel egyidejiileg
sikerlilt megtartani az allatok sziirkedllomanyi térfogatat az idegrendszeren belil. Ezek az
adatok a CR targykorében forradalmi jelentdségiliek, hiszen mindezidéig ez a leghosszabb
ido6tartamot feloleld, a taplalék mennyiségi valtozoival foglalkozo experimentalis vizsgalat
(20 éves longitudinalis vizsgalat). Valoszinli ezek az eredmények adjak a legrelevansabb
informéciot human populécidkra vonatkozoan is. Szamos mas leirés is foglakozik a CR-rel
Osszefliggésbe hozhato szisztémas és idegrendszeri pozitiv hatasokkal, &m csak kevés veszi
figyelembe a vizsgalt populaciok pedigréejét. Kivetelt képeznek természetesen az olyan
kisérletek, melyekben specialisan egy vagy tébb gén ,.knockout” vagy ,,knockin” hatasat
kutatjak. Természetes koriilmények kozott egy populéacio egyedei, mennyiségi jellegeiket
tekintve kozel normalis eloszlast mutatnak (234). Valamilyen tulajdonsagaban kiemelked6
és a szerény képességii egyedek a harang gorbe két szélén helyezkednek el, és csoportjaik
elemszama is kicsi. Leggyakoribbak az atlagos tulajdonsagu egyedek. Egy-egy enzim vagy
specialis fehérje defektusa esetén kdnnyebb azonositani azon gént vagy géneket, melyek a
tulajdonsag kialakulasaban jatszanak szerepet (bar nem minden esetben). Am sokkal
nehezebb a helyzet, ha a fenotipus olyan genetikai hatterére kérdeziink ra, mint amilyen a
futokapacitasra vagy a memoriara. Ezek a tulajdonsagok nem feltétlenil a klasszikus
mendeli genetikai szabalyok szerint 6roklédnek €s sok gén egylittes hatasa fogja kialakitani

a fenotipust (poligénes hatasok, stb.).

Az aerob kapacitds mely mérhetd egyfeldl a maximalis oxigén felvétellel, masfeldl

becsiilhetd a futasi kapacitassal, egy komplex gén-kornyezet egyiittmiikddés integraciobol
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szarmazdé tulajdonsag. Magaban foglal velesziiletett jellegeket, tovabba fizikai aktivitasra,
edzésre, - egyes estekben taplalkozési szokéasokra — stb., 1étrejott adaptacios folyamatokat.
Koch és Britton pedigré alapu vizsgalata a két patkanyvonal fenotipusaban (aerob
kapacitasdban) megjelené varianciat 40%-ban tudta magyardzni a gének kumulativ
hatasdval (235). Hipotézisiik szerint tobb lokuszon elhelyezked6 allélvariaciok egyiittes
hatasa eredményezi a HCR és az LCR allatok aerob-futokapacitasbeli kiilonbségeit. A gén
konstellaciok pedig feltehetéen a szelekcid sordn preferdlt fenotipusnak megfeleléen
fixalodnak. Az allatok tenyésztésénél az amerikai partner igyekezett kertilni a beltenyészet
kialakulasat, hiszen ebben az esetben csokken az alléldiverzitas és a fenotipus kevésbhé
tudja reprodukalni a feltételezhetéen szamos gén egylittmiikodésének eredményeként
lezajlo folyamatokat. Sajat vizsgalatunkban az LCR allatok vizsgalt élettani paraméterei
nagyobb mertékben valtoztak, mint HCR tarsaiké. Az LCR allatok testtdmege DR hatasara
a kezdeti allapot 94%-ara mérsékl6dott a HCR allatok esetén, a végérték csupan kezdeti
érték 96-%, mely nem is szignifikans eltérés. Ez els6 ranézésre nem tlinik Oriasi
differencianak, am Klinika relevancidja mar néhany szazalékos testtobmeg vesztésnek is
lehet, hozzatéve azt, hogy az LCR egyedek nagyobb Kkiindulasi testtémeggel is
rendelkeztek.

A vizsgalt allatok esetében a szakirodalomban foként izom (vaz és sziv) €s maj
szoveteket érint6 vizsgalatokat talalunk, tekintve, hogy ezen szdvetek anyagcseréje igen
intenziv és tobbnyire a kutatdcsoportok az allatok anyagcsere abnormalitésai felol kozelitik
a targykort. Az agyi struktdrak vizsgalatai viszont ritkak ebben a targykorben, eredmenyeik

igy hianypotlo jellegiiek.

6.1.2. A LCR-HCR allatok memoria statusza DR hatasara

Eredmenyeink szerint a magas futdkapacitasu allatok szignifikansan jobban teljesitettek
a passziv elharitas teszten DR hatésara, a ket szelektalt csoport kozott azonban nem volt
kimutathatd kilonbség kezeletlen allapotban. Wikgren T-utveszt6ben vizsgalta az allatok
kogniciojat (236), eredményei szerint a HCR allatok jobban teljesitetek, mint LCR tarsaik,
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am a motoros tanulasi képességek tekintetében nem adddott szamottevd kildnbség. A
viselkedés, a memoria és az agyi folyamatok fenotipusban megjelend kovetkezményei igen
komplex rendszert alkotnak, és tgy tlnik a tanulasi képességek korantsem olyan
egyértelmii kovetkeztetésekkel szolgalnak, mint a maj vagy az izomrendszer funkcionalis

adatai.

Az altalunk vizsgalt memdria funkciok, ugy tinik Osszefiiggésbe hozhatdéak a BDNF
molekulaval, (Spearman rs= 0,52 p=0,015) hiszen a BDNF mennyiség emelkedése a
memoria eredményekhez hasonld trendet mutat. Eredményeink hasonlitanak Gomez és
Pinilla megfigyeléseire (237). Az LCR allatokon viszont a diétas megszoritas hatdsara nem
jelentkezett a HCR tapasztalhatdé jobb memoria, melyre BDNF szintjuk is utalhat. A
mem0ria inprinting és a szinaptikus plaszticitas kialakitasaban kulcsfontossagu szerepet tolt
be a BDNF molekula. Hidnyaban szdmos idegrendszeri zavar jelentkezik és a vizsgélati
allatok memoriaproblémakkal kiizdenek (238,239).

6.1.3. Az LCR-HCR éllatok BDNF gén promoter kontrollja és lehetseges epigenetikai

szabalyzo folyamatok

Az altalunk vizsgalt BDNF gén szabalyzasa dsszetett. A BDNF gén ugyanis a DNS-r6l
nem teljesen analég mddon irodik at (ahogy a legtobb géntermék sem). Az eddig leirt nyolc
promoter régid kozil vizsgalatunkban a 1V-es prométer expressziojat vizsgaltuk. Ez a régio
korabbi szerzék beszamoloi alapjan kornyezeti hatasokra érzékeny, ezek kozé tartozik a

fizikai aktivitas, illetve a testedzés (240).

Az LCR allatok esetében tapasztalhatd emelkedett hiszton H3K14 acetilacio a kromatin
struktara nyitottabb, kevésbe kondenzalt formjara utal. A lazabb struktdrahoz pedig
irodalmi adatok alapjan fokozott génatirddas is tarsulhat (224-226). Esetlinkben a BDNF
IV-es promoter fokozott hiszton H3 acetilacidja csak a HCR &llatokban mutathato ki (241).
Az LCR dllatokban csak, mint tendenciarol beszélhetiink, szignifikans emelkedes nélkdl.

Az LCR allatok esetében tapasztalhat6 BDNF mRNS mennyiség ndvekedés hasonld
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irdnyba Vvaltozik, mint az 0sszacetilacios eredmények, &m a véltozatlan BDNF
fehérjemennyiség és a HCR-DR egyedek promdter V- ac-H3K14 eredményei

magyarazatra szorulnak.

A hiszton H3 a DNS nukleoszémajat alkoté hiszton oktamer tagja. A DNS spiralisan
van ,,feltekeredve” ezekre a fehérje struktirakra (oktamerenként 2 hiszton H3 van jelen). A
patkdny genom ~2,75 milliard bézispart tartalmaz, egy nukleoszéméra pedig
megkozelitéleg 150 bazispar tekeredik fel (242). Ebb6l kovetkezéen a néhany kilobazis-
hosszu BDNF promoter IV hisztonja nagyon kis mennyiségben van jelen az ¢sszes hiszton
H3-hoz képest. Az dsszhiszton acetilaltsag az egész genom integritasat jellemzi, a BDNF
promoter IV -hiszton H3 pedig a kromoszdéman belul lokalis transzkripcids kdrnyezetet. A
»lokalis” hiszton acetilaciobol tehat 6nmagaban nem, vagy csak nagyon O@vatosan
kovetkeztethetliink a ,teljes” mennyiségére (vagy forditva). Esetiinkben egyértelmiien
latszik, hogy a BDNF promoter IV-es régiojanak nyitottsdga nem feltétlendl jar egyutt

ugyanakkora dsszkromatin allomany nyitottsaggal.

A CREB transzkripcios fehérje emelkedett foszforilacioja 6sszhangban van a BDNF
promoéter IV mérési eredményekkel. A BDNF mRNS eredmények tiinnek csak

ellentmondésosnak.

A Vélasz valdsziniileg a BNDF mRNS &sszetett transzkripcios szabalyozasaban és
poszttranszkripcios mechanizmusokban keresendé. Mint mar emlitettiik, eddigi ismeretink
szerint a BDNF esetében nyolc prométer régiordl beszélhetiink. Ezekr6l Aid kdzleménye
alapjan (123) a kiil6nboz6 exon kombinaciok és poliadenilacios helyek miatt 18 féle mRNS
tud atirodni. A BDNF 252 aminosavat kodol6 ,.értelmes” szekvencidt az mRNS-ek 3’
vegen taldlhatd bazishdrmasok kddoljak (IX-jelolésti egység). Ugyanazt a kddold szekcidt
tehat mind a 18 génatirat tartalmazza és merési eredményeink szerint az altalunk vizsgalt
régiobol nem olyan aranyban keletkezik fehérje, hogy csupan azzal magyarazni tudjuk a
BNDF protein mennyiség valtozasat. Valoszinli a fehérjeszint emelkedéséhez az egyes
promoter regidbol szarmazd mRNS-ek mas-mas meértékben jarulnak hozza, mi tébb ezek
élettartama is eltérhet (243).
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A BDNF prométer 1V-r61 1998 ota tudjuk, hogy rendelkezik CRE konszenzus
szekvencidval (244). A BDNF prométer I-r61 példaul csak késébb irtak le, hogy ez a bazis

szekvencia is alkalmas a CREB fehérje kotésre (245).

Ha a BDNF fehérje képzodés szabalyozasa eddig nem tlint volna elég sokrétiinek, a
legujabb kutatasi eredmények még hozza tudnak tenni a rendszer komplexitasahoz (29.
abra). A 2006-ban Nobel-dijjal kituntetett Andrew Z. Fire és Craig C. Mello kutatéparos
nevéhez fiiz6d6 az RNS interferenciakent ismert folyamat leirdsa tovabb szinesitheti az
eddigi képet. Léteznek ugyanis olyan génatiratok, melyeket microRNS-ként (miRNS) ismer
a tudomany (masik csoport a kettés szala RNS specialis formaja az un. kis interferalo RNS
(SIRNS), mely a mikroRNS-hez nagyon hasonlé folyamatokat indukal a sejtben, am
eredetlik és hatdsmechanizmusuk alapjan kilonbdznek egymastol). Ezeknek az RNS-eknek
lényeges funkcidja a poszt-traszkripciés géncsendesités. A folyamat soran egy
génproduktummal (MRNS-¢l) a génrdl vald atirddas utan a micro- €s egyéb interferalo
RNS-ek kapcsolatba lepnek és gatoljak a riboszomalis fehérjeszintézist, vagy az mRNS
gyors lebontasat indukaljak. Esetlinkben az LCR csoportnal az ésszkromatin hiszton H3
acetilacidja fokozodott, ezzel jobb feltételeket biztositva egyes gének atirédashoz.
Lehetséges, hogy az LCR allatok emelkedett H3 Osszacetilacioja a miRNS-ek szintjén is
érvényesul, fokozodik transzkripcidjuk, és ez a BDNF mRNS-transzlacio csokkenesehez
vezet. A BDNF- mRNS esetében is kimutattak, hogy Iéteznek olyan kis, 20-30 bazisparbdl
allé RNS molekulak, melyek poszt-tanszkripcios géncsendesitésre alkalmasak. Ezek kozé
tartoznak a miRNS-124 (246) eés a miR-206 jelolésti (247,248) miRNS-ek. Az LCR allatok
érzéketlenségében a DR hatdsra talan szerepet jatszik az 0sszhiszton H3 acetilaciobol
fakadd, vélhetéen magasabb miRNS szint. A nagyobbnak mért BDNF mRNS szint pedig
egy kompenzacioés mechanizmusként foghat6 fel, melynek segitségével a LCR-DR allatok
meg tudtdk tartani bazalis BDNF szintjiket. Nézetlinket tdmogatja Mojtahedi vizsgalati
eredménye (249), melyben nehéz és konnyl fizikai aktivitasnal mérték a miRNS-124
szintjét és a BDNF fehérje koncentraciot patkany hippokampuszban. Esetiikben az alacsony
intenzitast edzés novelte a BDNF szintet, am a megterheld edzés nem. A magas intenzitasu

csoportban pedig robosztus emelkedés volt tapasztalhato a miRNS-124 eértékekben. A
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fentebbi BDNF mRNS-miRNS kapcsolatat taglald feltételezések azonban spekulativ
jellegtiek, hiszen jelen vizsgalataink nem terjedtek ki a miRNS frakciokra. A folyamat

tisztazasahoz tovabbi merések sziikségesek!

Az LCR allatok érzékenyebbek a szervezetiket ért stressz hatasokra és szabalyozasuk is
rosszabb, mint HCR tarsaiké. Vizsgalataink soran ezt mi is tapasztaltuk és nézetlinket mas
ugyanilyen patkanyokkal foglakozo kutatocsoportok is megerdsitik (15,19,33). Ezek utdn a
BDNF szint stagnalasa és az mRNS szint emelkedése talan nem is olyan meglepd
eredmény. A mechanizmus pontos megismeréséhez tovabbi vizsgalatok lennének
sziikségesek, melyek a BDNF mRNS (ek) és az interferencia elemek kapcsolatat

demonstraljak.

A BDNF g@gén szabalyozasanal még érdemes megemliteni, hogy a BDNF molekula
kiilonb6z6 promoterei €s poliadenilacios helyei egyes hipotézisek szerint az mRNS
stabilitasaban, fordithatosagaban és a sejten belil az mRNS an. szubcellularis
lokaliz&cidjaban jatszanak szerepet. EbbGl arra kovetkeztethetiink, hogy a promoter
produktumok egyrészt a bazalis BDNF szintért, ezzel a neuron taléléséért feleldsek
(permissziv hatds). Masrészt, mint példaul a IV-es aktivitds fliggé régiok, BDNF
expresszidval a szinaptikus kapcsolatok kialakitasaért, plaszticitasaért felelések (instruktiv
hatdss (250). Ugy tiinik az LCR allatok estében a DR az @sszkromatin struktira
acetilltsagara hat, mig az HCR egyedek estében inkabb lokalis acetilacio figyelheté meg a
BDNF IV promoter régidja esetében

A modellként hasznalt allatcsoportokban az eltéré fenotipusu allatok eltéré adaptaciot
mutatnak ugyanazon kezelés hatdsara, a valtozasok pedig, talan BDNF mRNS és a hiszton
acetilacios mintazatban a legszembetiindbbek. A kérdésre: pontosan, melyek azok a pontok,
ahol esetlinkben a két ragcsaldévonal genetikaja a fenotipussal allithatd parhuzamba, igen
nehéz vélaszolni. A nehézségeket egyfel6l az okozza, hogy ezeket az allatokat a
»természetben megszokotthoz" nagyon hasonld modon allitotta eld az amerikai partner.
Ezalatt azt értve, hogy nem biokémiai, sejtbiologiai modszereket alkalmaztak a tenyésztés

soran, pusztan a fenotipusra tdmaszkodtak. A sokszor hasonld fenotipusok pedig akar a
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varnal nagyobb genetikai valtozatossagot is mutathatnak (lasd test magsag, VO2max). A
modell elénye, mely a genetikai allomany diverzitasat adja egyben a hatranya is lehet, ha
konkrét, altalanosithato eltéréseket keresiink. Az allatok teljes genomjanak szekvenalasa és
Osszehasonlitd elemzése igen draga és iddigényes folyamat lenne, és mint az irodalmi
attekintésben utaltunk is r4& nem mindig valtjak be a hozzajuk fiz6tt reményeket. A kérdés
masik aspektusat pedig Ron Vale, egy a motorfehérjékrdl tartott eléadasban elhangzott
gondolata vilagitja meg briliansan: "Vegyunk egy vegyi izemet és kapjuk kézbe az izem
néhany alkatrészét, csoveket, szelepeket stb. és probaljunk kovetkeztetni ezekbdl az
elemekbdl az egész iizem mitkodésére... mindezt a Holdrol szemlélve. A bioldgia, biokémia
oriasi 1éptéki fejlodésének ellenére valahol itt tart ma a bioldgia". (251). Ennek ellenére a
bioinformatika és a szamitasi kapacitas fejlodésével valoszinii egyre jobban meg fogjuk

érteni ezen Osszetett rendszerek szabalyozasat is.

“ 7=z

Vannak bizonyitekok a BDNF szint emelkedese és a mitokondrialis biogenezis
kapcsolatara is (201,207), &m a mi esetlinkben ezt az dsszefuggést nem tudjuk igazolni. A
magyarazat egyfeldl lehet a BDNF molekula permissziv hatésa, tehat a molekula jelenléte
szlikséges, de nem elégséges a mitokondrium gyarapodas indukalasahoz. Masfel6l a DR
megszoritasok soran gyakran megfigyelt allatvonal specifikus ,,ismeretlen hattérvaltozék”
(252) is kozrejatszhatnak.

A testedzéssel egyitt jaré mitokondrium szam emelkedés kiilonb6z6é (am féleg vaz és
szivizom) szovetek esetében igen jol dokumentalt. Furcsanak hat viszont, hogy a CR/DR
hatasnal is kimutattak mitokondrialis biogenezist indukalo6 faktorok szintjének emelkedését.
(253,254) Edzéshatés esetén, normalis taplalkozasi feltételek mellett, folyamat ,,logikéja” a
kovetkez6: a testedzes fokozott kémiai energia (ATP) igényét a mitokondrium mennyiség
emelkedésével lehet kielégiteni, az emelkedéshez sziikséges ,,épitdanyag” pedig a
taplalékbol kerll a szervezetbe. Az agy esetében az energiaigény ndvekedés nem

szamottevG még testedzés alatt sem, ellentétben a sziv és vazizomszovetekkel. A
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metabolikus kdrnyezet CR/DR hatasra nem hasonlit minden elemében a fizikalisan terhelt
allapotra. CR/DResetében az ad libitum allapothoz képest ,,alapanyaghiany” alakul ki és a
rendszer elemek stabilizalasa irdnyaba lenne ,ésszeri” eltolni a folyamatokat (repair
mechanizmusok), nem pedig az 1j strukturak kialakitasa felé (egyszerii példaval €lve nem
¢épitiink 1) kalyhat, ha fogytan a tlizifa, hanem a meglévd kalyhat javitjuk meg). Ezen
feltételezést tdmogatja, az un. "diposable soma" tedria (255,256) mely szerint az
energiahidnyos allapotban a szervezet tuléléfolyamatait (longevity assurance mechanisms:
LAMs) aktivalja a késobbi sikeres genetikai informécio tovabbvitele érdekében. Igaz, nem
mindig szerencsés bioldgiai folyamokat antropomorfizalni, dam az energiaminimumra
torekvés elve minden ¢él6 és fizikai struktira sajatja, nem beszélve evollcid soran

megjelend szelekcids elonyokrol.

Méréseink szerint csupan a HCR- patkadnyok reagaltak PGC-1 alfa mennyiség
emelkedéssel DR-re a hippokampalis régidban, am mas mutatokban valtozatlan allapotokat
mértunk. Megkulonboztetett figyelmet érdemel a COX-4 fehérje, melynek szintje a
mitokondrium mennyiséggel mutat erés pozitiv kapcsolatot. Az oxidativ anyagcsere sejten
beluli centrumai a mitokondriumok. Az oxigén jelenlétében az energia dontd tobbségét az
oxidativ foszforilacié folyamataban realizélja a sejt. Az idegsejtek kulondsen érzékenyek a
vercukor szint valtozadsaira nem Vvéletlen, hogy a cukorbetegség elsé tiinetei is az
idegvégzOddések kornyékén alakulnak ki. Az LCR éallatok metabolikus kockazati
tényezOkkel rendelkeznek ¢és ez valoszini az agyi struktirdkon is érvényesiil.
Eredmenyeink alapjan a mitokondrialis biogenezis nem mutat szignifikans valtozast a
vizsgalt csoportokban, am a DR re adott epigenetikai valtozasok és ezzel 6sszefliggesbe

hozhat6 BDNF szint eltérd képet mutat.
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A hippokampalis BDNF jelatviteli folyamtok és az epigenetika 0sszefoglalasa

Az idegrendszeri aktivitas révén a Ca++ ionok idegsejtbe torténd bedramlasara (,,long
term potentiation™), illetve hormonalis/neurotranszmitter hatasra a CREB fehérje
foszforilalddhat (szerin 133), mely fokozhatja a BDNF gén expresszidjat. A felnagyitott rész
a DNS hiszton kapcsolatot demonstralja, ahol a hiszton H3 K14 acetilacidé egy nyitottabb
struktarat eredményez. A Marosi 2014-es (257) kdzleményének abrajat modositva, sajat és

irodalmi adatok alapjén feltételezett mechanizmusok 6sszefoglalésa.
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6.2. A szelekcid, az alléképességi edzés és a diétds megszoritas hatdsa az élettani

mutatokra és a vazizom mitokondridlis statuszara (B)

6.2.1. Az LCR-HCR éllatok fizikai teljesitéképességének statusza DR és alloképességi

edzés hatasara

A vézizomzat energiaigényét nagymértékben befolyésolja a fizikai aktivitas. Fejlettebb
szervezetek esetében egyik szévet sem mutat olyan nagymértékii energiaigény novekedést
mozgas hatasara, mint az izomszovet. A folyamat egyértelmi, hiszen a mozgasi energiat a
vazizom (vér esetében szivizom) allitja eld kémiai energia felhasznalasaval. A kémiai
energiat foként a mitokondriumok a termindlis oxidéacié soran termelik, elsésorban ATP
formaban. A hippokampusszal ellentétben a vazizomban van egy egyszeriien kivitelezhetd
eljaras, mely normalis egyedeknél egyértelmii mitokondrialis biogenezist okoz. Ez pedig az

alloképessegi edzés.

Figyelemre méltéan az LCR allatok edzés hatasara kdzel 220%-os fejlédést produkaltak
a HCR allatok 171%-0s (163% vs LCR-C) futdkapacitasbeli fejlédésével szemben.
Biztatoak a maximalis oxigén felvétel adatok is, itt a LCR allatok ~23%-al nagyobb
oxigénfelvetelt tudtak produkalni az edzési peridédus vegeztével a kontroll csoporthoz
viszonyitva, a HCR ~10%-aval szemben. Az LCR T csoport futdkapacitasa és maximalis
oxigén felvétele a HCR allatok kontroll csoportjahoz kozeledett. A kapaszkodési testben
egyik csoport sem produkalt fejlédést, hiszen az altalunk alkalmazott edzésprogram inkabb
az aerob allokeépesség ndvelesét célozta, mintsem a statikus er6-alloképesseg fejlesztését. A
ndvekvé trend alapjan viszont azzal spekulalhatunk, hogy egy névelt intenzitasu (90%V02
max<) edzés periodus utan akar szignifikans erégyarapodast is elvarhatunk még az LCR
allatok esetében is, tehintve, hogy magas intenzitason végzett intervall edzésekrol
kimutattak mar, hogy patkanyoknal szorito er6 novel6 hatasa van (258). A fentiek
ismeretében, habar a genetikai determinaltsag valdszintileg robosztus a két mestersegesen
szegregalt patkanycsoportban, a kdrnyezeti tényez0ok, kivaltképpen az alloképességi edzés,
segitséget tud nydjtani az ab ovo kilonbségek csokkentésében. Korabbi kutatasok

vazizomban, szivizomban és majszdvetben is beszamoltak anyagcsere rendellenességekrol,
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tobbek kozott magas koleszterin, triglicerid és gliikoz szintekrél LCR allatok estében
(33,259). A magas vércukorszinthez inzulin rezisztencia is tarult és ezzel dsszefliggésben

az inzulin jelatviteli folyamat hatékonysaga is csokkent.

6.2.2. Mitokondriélis biogenezis és anyagcsere az LCR-HCR allatok gastrocnemius

izmaiban

Mikent mar fentebb utaltunk is r4, a cukoranyagcsere és a mitokondrialis funkciok
kapcsolatba hozhatok. Vazizom-sejtkultdrakban a PGC-1 alfa overexpresszidja novelte az
inzulin érzékeny glukoz-transzporter fehérje a GLUT4 expresszidjat (260,261), &m in vivo
vizsgalatoknak ezt nem sikeriilt megerésiteni, s6t PGC-1 alfa transzgenikus modellben
GLUT4 mRNS csokkenést mutatd eredményeket is kozoltek (262). A glikoz-transzport
folyamatok és a PGCL1 alfa kapcsolatdban még nincs teljes konszenzus, am PGC-1 alfa
overexpresszid noveli az olyan glikoneogenezisben fontos szerepet jatszé gének
expressziojat, mint amilyen a foszfoenolpiruvat karboxikindz (PEPCK) és a glikdz-6-
foszfataz (G6P-ASE). Van bizonyiték arra, hogy az inzulin gatolja a PGC1 alfa aktivitast
(263), ugyanis a FOXO1 (Forkhead box protein O) transzkripcids faktor foszforilalodik az
inzulin jelatviteli mechanizmus eredményeképpen. A FOXO1 Akt altal torténd
elosegiti a fehérje lebontasat. Az idézett szerzék szerint a PGCL alfa a FOXOl-el a
transzkripcids folyamatokban valo egyiittmiik6dés révén képes aktivalni a gliikoneogenezis
gének expresszids folyamatait (264). Akadnak olyanok is, akik indirekt kapcsolatot
feltételeznek (265). Kaldria visszafogas, koplalas alatt az inzulin szint csokkenést mutat,
tovabbéa az allokepesseégi edzes, az izom kontrakcio is nagymértékben befolyasolja a gliikoz
transzport folyamatokat (266). Eredményeink szerint az LCR allatok mind a mitokondrialis
(PGC-1 alfa jelatvitel ,,érzéketlensége™), mind a cukor anyagcsere (Akt-, AMPK elmaradt
foszforilacioja) tekintetében problémékkal kizdenek. Az LCR Aallatok a metabolikus
szindréma jeleit mutatjak, melynek egyik fontos patoldgias elvaltozasa a mar emlitett

inzulin intolerancia. Erdekes tény, hogy a mitokondriélis biogenezis szabélyozésa kettes
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tipust diabéteszben szenved6 egyéneknél a normalisnal alacsonyabb hatasfoka (267). Ez és
a fentebb leirtak magyardzhatjak az LCR allatok esetében tapasztalt cellularis adaptacio
malformitasait. A kapott eredményekbdl egyértelmiien kitlinik: a HCR allatok abszolut
értelemben kiemelkedOen reagalnak a testedzésre, am relativ értelemben a két csoport
eltéréen teljesit. A HCR-T csoportban mitokondridlis biogenezist indukdlé mutatok
emelkednek. Az SDHA mitokondrialis enzim mennyiség emelkedett a HCR edz6 (T)

csoportban ebbdl pedig a mitokondrium szam novekedésre kovetkeztethetiink.

6.2.3. A Sirtl fehérje kapcsolata a mitokondriélis biogenezissel

A Sirt 1 fehérje és a PGC1- alfa kapcsolatara irodalmi adatok utalnak. Tébb vizsgalat
szerint a Sirtl képes direkt modon, deacetilalni a PGC-1 alfat, ezzel aktivalva a
transzkripcids faktort, am valdszinti az indirekt, mas anyagcsere folyamatok indukélasa
utjan gyakorolt hatas is (171,268,269). A Sirt-1 fehérje mennyisége a HCR allatoknal
novekszik edzéshatasra, melyet hasonl6 trendben kovet a PGC-1 alfa és az NRF-1 fehérje
mennyiség novekedes. A Sirt-1 deacetildz funkcidjanak emelkedésével az acetilalt lizin
eredmények is 0Osszefliggesbe hozhatdak, hiszen a metabolikus stressz hatasara nem
emelkedett az acetilacids szint a HCR-T csoportban, mig a HCR-DR csoportban névekedés
volt tapasztalhat6. Az acetilacio emelkedése pedig lehet a Sirtl szint valtozatlansaganak
oka. Az acetilacio értékelésénél érdemes figyelembe venni, hogy mas deacetilaz funkcioju

fehérjek is léteznek (hiszton deacetilazok és mas szirtuinok)(196,270).

Az edzéssel és a taplalék megvonassal 6sszefiiggésbe hozhatd energia hiany egy érdekes
aspektusa a sejten belili redox ekvivalensek koncentracidjanak valtozasa. A Sirtl funkciok
elemzesénél megkulonboztetett figyelmet érdemel a NAD+/NADH ardny. Az izomzat ATP
felhasznalasat oxigén jelenlétében a foként a citromsavciklusban keletkez6 NADH (és
FADH) oxidacioja révén (oxidativ foszforilacid) a mitokondrium fedezi. Oxigén hianyaban
viszont glikolizis anaerob iranyt vesz a laktat dehidrogenaz enzim aktivitasa revén,
melynek eredményeképpen tejsav termelddik és NADH oxidalodik. A Sirtl fehérje NAD+-
ot hasznal kofaktorként, igy szintjének emelkedése teoretikusan a Sirtl aktivalodasat vonja

103



maga utdn. A képet tovabb szinesiti a NAD+-NADH illetve Sirtl kiilonboz6 sejt
kompartmenteken beldli koncentracidja. Nyugvé izomban a NAD+ és NADH 95%-ban a
mitokondriumban talalhato (NAD+: ~3,15 mmol/kg nedves tdmeg, NADH 0,5 mmol/kg
nedves témeg (271), tovabba a citoszol és a mitokondrium NAD+/NADH aranya is komoly
elértést mutat. Citoszolban az arany ~535,7, mig a mitokondriumban ~6,3. A
mitokondriumok és a citoplazma kozti NAD+-NADH aramlast sontrendszerek teszik
lehetévé (a mitokondrialis bels6 membran atjarhatatlan a NAD+ és a NADH szamara),
ilyen a malat-aszpartat inga, a glicerin-3-foszfat inga és feltételezések szerint a laktat inga
(272), illetve a NADH- citokrom-c keresztiil torténd direkt oxidacidja (273). Ugyan
tudomasunk szerint még senki nem mérte a redox ekvivalensek aramlasanak dinamikéajat
alloképességi edzés alatt, az irodalmi adatok alapjan az josolhatd, hogy a citoszol redox
allapota fligg a sontrendszer hatékonysagatol és a mitokondrium redox statuszatol. Direkt
mérések és matabolit indikator mddszerek (MIM) eredményei szerint a nuklearis és a
citoplazméds NAD+-NADH mennyiség egyensulyban van, igy a citoszolban és a
nukleuszban (ahol a Sirtl fehérje kimutathato) stresszmentes kortilmények kozott a két
koncentracio megegyezik. A komplexitas tovabbi rétege, hogy a nuklearis kompartmentben
gyakori poli-ADP-rib6z polimeraz enzimek (PARP) szinten NAD+ ot hasznalnak
kofaktorként és a NAD+ molekulakért versengve Sirtl-el (274), a nukleuszt ért stressz

hatdsokra lokéalis NAD+ szint csokkenést okoznak.

A fizikai aktivitasra bekovetkez6 NAD+/NADH valtozasrél ellentmondasos eredmények
szerepelnek az irodalomban, melyet valdszinti a NAD+/NAHD arany labilitisa és a mérési
technikak karakterisztikaibol adodo kihivasok eredményezik. Ugy tiinik fontos szempont az
edzésintenzitds: 65% és 100% VO2max esetén totdl NAD+ csokkenés (ember) (275), 75%
VO2max esetén valtozatlan totdl NADH, NAD+ csokkenés (ember) (276), mérsékelt
uszoterhelés (40%V02max): NAD+ szintemelkedés (patkany) (277), 60% VO2max esetén
NAD+ szintemelkedés (id6s patkany).(170) 2,5 oras Uszas: NAD+ emelkedés (egér)
(278). Az adatokbol kideriil, hogy a kérdésben nincs teljes konszenzus és valosziniisithetd a

genetikai-, tplaltsagi-, edzésadaptacids- és terhelés-specifikus faktorok szerepe.
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Feltételezésiink szerint a HCR allatok edzésterhelése soran a citoplazmas redox
ekvivalensek oxidaltabb forméban voltak jelen, mint DR esetében, melyet az edzésre
bekovetkezd nagyobb hatasfokkal miikodé mitokondridlis sdntrendszerek (279) illetve az
altalunk is demonstralt ndvekvé mitokondridlis oxidativ kapacitads (mitokondrialis enzimek
emelkedése) eredményezhetett. Ez a Sirtl és més, az izomsejt energiastatuszara érzékeny
rendszerek (AMPK) aktivalodasahoz vezethetett és az edzésidészak el6rehaladtaval, mint
egy ,,feedforward” mechanizmus, indukalt tovabbi mitokondrialis biogenezist. Az LCR
allatok Sirtl, pAMPK/AMPK, PGC-1 alfa, SDHA értékeinek stagnalasa valosziniileg
izomzatuk gyengébb oxidativ kapacitésa indokolja. Pontosabb képet az edzés terhelés alatt
és utan az izom redox statusz dinamikéajat vizsgalo kutatds tudna adni, de mint méar fentebb
utaltunk ra a preciz kivitelezés technikai nehézségekbe Utkozik. A mérési eljarasok
fejlodésével késobbi kutatasok fontos megvalaszolando kérdése lehet, miként valtozik a
NAD+-NADH mennyiségi kiillonb6zé nagysagu terheltségi allapotokban és dozisfiiggd
diétas feltételek mellett.

Sirtl-szintemelkedés egyik torzsnél sem volt tapasztalhatdé DR-rel 6sszefliggésben és a
PGC-1 alfa indukalt jelatviteli at sem aktivalodott. Ez némiképp ellentmond az irodalmi
adatoknak, hiszen kozleményekben sokhelyitt utalnak a CR és a Sirtl kapcsolatara
(189,197,280). Ebben a témaban azonban nincs teljes egyeteértés. Hancock és munkatarsai
30%-0s CR hatasara nem taldltak mitokondrialis biogenezisre utalé jelet,(209) viszont a
Sirt-1 fehérje és a mitokondrium képz6dés kapcsolatarol mar évek ota cikkeznek a lapok,
(169,281,282) a kozvetlen kapcsolat azonban korantsem egyértelmi. Sajat, heréken mért

eredményeink példaul a Sirtl - PGC1-alfa utvonal kézvetett kapcsolatara utalnak (283).

A Sirt-1 aktivatorként szamon tartott resveratrolrol (vords sz616 héjaban megtalalhato
flavonoid) jelentek meg olyan informaciok, melyek szerint a vegyllet adagoléasa a kaloria
visszafogasra is jellemz6 folyamatokat tud aktivalni, (198,284) Higashida viszont arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a rezveratrol nincs hatassal a mitokondridlis biogenezisre
(171). A mechanizmus részleteir6l tehat még nincs teljes konszenzus. Az viszont tény,
hogy a tulzott tapanyagbevitel veszélyeket rejt magaban (61). Erdekes kérdés: a CR

esetében is érvényesul-e a dozishatas, hiszen a maér emlitett rezveratrol Scapagnini
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Osszefoglaldja alapjan hormetikus hatast mutat (285). Az 1987-ben Frust altal bevezetett
,Hormetikus farmakoldgia”(286) alapjan létezik egy optimalis mennyiségi sav, mely képes
kivaltani a kedvezd hatasokat, am ha elhagyjuk ezt a tartomanyt, negativ, akar toxikus
hatasokat is tapasztalhatunk. Az altalunk alkalmazott DR egy mérsékelt 20%-os kaloria
visszafogasnak felel meg, hossz(U tava alkalmazéds soran. Szamos irodalmi eredmény
tamasztja ala a mérsékelt CR aldasos hatasait is, am feltételezhetd, hogy a 20%-0s
visszafogas nem minden folyamatstruktdran és nem minden populacion fog egyforma

amplitadoju vélaszt kivaltani (252).

6.2.4. Az LCR-HCR allatok izomzatan tapasztalt valtozasok dsszefoglalasa

Az LCR és a HCR allatok vazizomzata esetében kiilénbség mutatkozik edzés hatasara a
mitokondrialis fehérjékben. Az LCR allatok a mért valtozokban nem reagalnak az edzesre
olyan mértékben, mint a HCR éallatok. Szamottevé mitokondridlis biogenezis esetiikben
nem mutathatd ki. Akkor vajon mi magyardzza mégis ezen allatok funkcio javuldsat edzés
hatasara? Kutatointézetiink korabbi vizsgalatai (36) és mas szerzok is meger6sitik, hogy
edzés hatasara megemelkedik a Mitofusin-1 (MFN-1) fehérje szintje. Ez a fehérje
mitokondrium fuziét indukalva segit megtartani a sejt energiatermeld folyamatainak
integritasat, és csokkenti a mitokondrialis DNS mutacié gyakorisagat, a funkcié romlasat
(287). A fazid sordn a sejtorganellumok tartalma egyesul, mitokondridlis fehérje nem
bomlik le szamottevd mértékben. Valoszinlileg ez is kozrejatszhat az LCR allatok

valtozatlan SDHA értékek melletti futasi kepesség- és oxigén felvétel javulasnak.

A follisztatin fehérje csokkenése katabolikus allapot kialakulasara utalhat az LCR
csoportban, mind DR, mind edzés hatasara. Ezzel egyidejiileg a f6ként az inzulin jelatviteli
folyamatokban résztvevé Akt-kindz foszforilacioja elmarad. Az anyagcsere ,,mester
regulatoraként” szamon tartott AMPK (288,289) aktivacioja sem szignifikans az LCR
csoportban. Az irodalomban szereplé, az LCR allatoknal tapasztalhato metabolikus
deficitet sajat eredményeink is aldtdmasztjak. Az Akt és az AMPK foszfrilacioja ugyanis

Osszefliggésben van a sejtek szénhidrat-anyagcsere forgalmaval (290) (29. abra). Sajnos az
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LCR allatok esetében a fejlddés csak egy sziik tartomanyban képzelhetd el. Fontos azonban
kiemelni, hogy ugyan a LCR allatok kezelés nélkiil szamos kockézati tényez6t halmoznak
fel, a kezelések hatdsdra mégis az olyan élettani paramétereik, mint amilyen az
oxigénfelvetel vagy a testtomeg relative nagyobb mértékben valtoznak (melyek
onmagukban is kockazati tényez6k), mint a HCR csoport értékei. A prevencio
szempontjabol ennek oridsi jelent6sége van, hiszen ha abszolut értékben el is maradnak a
LCR allatok eredményei a HCR csoportétol, a csoportjukon belil a kérnyezeti hatadsok
jobban csokkentik a morbiditast és mortalitas kockazatat, mint a szerencsésebb genetikajd
tarsaik esetében. Eredményeinket tehat semmiképpen sem szabad Ugy interpretalni, hogy az
LCR allatok képtelenek behozni ,,lemaradasukat”. Sokkal fontosabb azt hangsulyozni, hogy
habar a LCR csoportok egy veszélyeztetett populacio tagjaiként foghatok fel és fejlodésiik
csak egy sziikebb savban képzelhet6 el, életkilatasaikat a taplalkozasi szokasok és a

testedzés relative pozitivabban befolyasolja, mint a HCR csoport egyedeiét.

A fiziologids mutatokban, mint amilyen a maximalis oxigénfelveétel, a futasi képesség,
vagy a testtdmeg, az edzés latvanyos, az altalunk alkalmazott DR mérsékelt pozitiv
eredményeket tud elérni, mely javithatja a LCR allatok talélési esélyeit. A sejten belili
metabolikus problémakat az LCR egyedek esetében egyik eljaras sem tudja teljes
mértekben kezelni. Mégis mind a két mddszer, de kilonosképpen az alloképességi edzés
javasolhato egy nagyon gyenge képességli populacioknak is, hiszen ha robosztus fejlédés

nem is érhetd el, életkilatasaik és életmindségiik javithato.
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All6képességi
Edzés

= aktivalo hatas
kozvetett gatlas
—+ kozvetlen aktivacio/ kapcsolat

32. abra

Az alloképesséqi edzés hatdsa az HCR csoportra gastrocnemius izomban

Az alloképességi edzéshez ATP felhasznalds tarsul, mely akivalja mitokondrialis
biogenezisben kulcsfontossagi mechanizmusokat és AMPK enzimen keresztill, a sejt cukor
felvételére is pozitiv hatast gyakorol. Alloképességi edzés hatasara javulhat az Akt
jelatviteli rendszer hatasfoka (szerin 473 foszforilacio), mely hozzajarulhat a
fehérjeszintézis fokozodasahoz. (sajat dsszefoglal6 abra)
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6.3. A szelekcio és az alléképességi edzés hatasa a spermatogenezisre, az oxidativ

stressz és mitokondrialis biogenezis markerekre.
6.3.1. Mitokondridlis biogenezis a here szdveti allomanyaban

Eredményeink szerint az alloképességi edzésnek nem volt robosztus hatdsa a
mitokondrialis biogenezis markereire. A PGCla ugyan megemelkedett edzés hatasara a
LCR csoportban, de ezt nem kovette sem az NRF1, - kozvetlen PGCla ,,downstream”
target- , sem a mtTFA mitokondrium specifikus transzkripcios faktor emelkedése. Erdekes
viszont, hogy a HCR allatokban az mtTFA fehérje csokkenése volt kimutathatd, mely talan
szerepet jatszhat az elmaradt spematogenezis vélasz kialakitasaban. Jelen kutatasunk esetén
még szamos kérdés nyitva all a tesztikularis mitokondrium képzd6dés tekintetében. Mint
mar elézéekben is utaltunk ra a SIRT1 és a PGCla kozvetlen kapcsolata mara koran sem
egyértelmii, ezt jelen hereszoveti vizsgalataink is demonstraltak. Erdekes lehet a jovében
vizsgalni példaul a spermatogonalis Ossejtek mitokondrialis statuszat, funkcionalis
integritasat és biogenezisét alloképességi edzés hatasara, hiszen ezekbdl a prekurzor
sejtekbdl alakulnak majd ki az érett spermiumok (291) és fejlédésiik soran a kornyezeti

hatasok befolyasolhatjak megtermékenyitd képességiiket.

6.3.1. Oxidativ stressz, allokepességi aktivitas és spermatogenezis kapcsolata az LCR

és a HCR csoportokban

Eredményeink egyik figyelemre méltd aspektusa, hogy alloképességi edzés hatasara a
tumor szupresszor p53 fehére acetilacidja emelkedni latszik alacsony futokapacitasu allatok
esetében. Emellé pedig csokkent szOveti oxidativ stressz  és megndvekedett
spermatogenezis markerek tarsulnak. Az oxidativ stressz csokkenés, akar hatékonyabb
mitokondridlis respiraciora is utalhat (292-294), am ennek elddntése tovabbi kutatasokat
igényel a két patkdnypopulécidbol szarmazo spermiumok mitokondriumait vizsgald
eljarassal (kvantitativ: mitotracker, illetve kvalitativ: elektron atviteli hatékonysag,

membran potencial stb. vizsgalatok).
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A p53 K167 acetilacidja fontos szabalyozd mechanizmus a sejtburjanzas mérséklésében
és stlyos DNS sériilés esetén az apoptotikus folyamatok beinditasaban (295). A P53 fehérje
esetében kozel 300 poszt-transzlacios modifikaciot irtak le (296). A fehérje funkciojat
egyfeldl befolyasolja az oldallancok ,,total” acetilaltasga, masfeldl a kiilonboz6 oldallanc
specifikus, az un. , kontextus fliggd” acetilalodas. Knights és mtsai. vizsgalatukban a P53
K373 acetilcidjanak apoptozist promotalé hatdsadt mutattak ki (297). A fehérje
hasonlithato, és a P53 aktivitasa ,,kontextus fiiggd”, utalva ezzel arra, hogy kiilonbozé
(anyagcsere, sejtciklus) allapoti sejtekben ugyan az a modifikacio eltéré effektor
funkcidhoz téarsulhat (sejtciklus ledllitdsa, DNS javitas, apopto6zis). Az altalunk vizsgéalt
lizin oldallancokr6l az utobbi id6ében kideriilt, hogy az acetilacio mellett mas poszt-
tarnszlacios médosulasok is helyéul is szolgalnak. Ide tartozik a metilacio (298,299) és az
ubiquitinacio (296). A ubiquitinacio a fehérje lebontés egyik jelol6 molekulaja (300), igy az
acetilacio stabilizalhatja a P53 fehérjét és eldsegitheti a LCR allatokban a genomot ért
stressz faktorokkal szembeni kompenzéciot (appoptézis, sejtciklus ledllasat). Tekintve,
hogy az LCR allatok szamos metabolikus betegségre fogékonyabbak, esetiikben az
acetilaci6 novekedése kompenzaciés mechanizmusként értelmezhetd, a HCR éallatok P53

acetilaltsag valtozatlansaga pedig fokozott genetikai stabilitasukra utalhat.

A spermatogenezis markerek tekintetében a LCR-T csoport szignifikdns novekedést
mutatott, tovabba az oxidativ stressz is alacsonyabb mértékii volt, ezzel szemben a HCR-T
allatok spermatogenezis és oxidativ markerei nem valtoztak (LDHC, H2DCHDA) vagy
specialis esetben csokkenést tapasztaltunk (Odf-1). A here szdvetet szdmos sejtcsoport
alkotja, melyek funkcionalis eltérést mutatnak a spermatognezis soran (301), tovabba a
csiravonal osztddasa mejotikus folyamatok mentén torténik (302), melynek molekuléris
kornyezeti szabalyozasa még feltarasra var és ezeken tal valdszinilileg az edzéshatas is
szovetspecifikus mechanizmusokon keresztiil érvényesiil. A kornyezeti tényezok
fontossagat demonstralta Ryu és mtsai. elegans vizsgalatukban, ahol 12 és 24 honapos
csokkent spermatogenezisii egerek Ossejtjeit 3 honapos intervallumokkal fiatal himekbe

ultették. A sejtek funkcioi megtartottak maradtak akar 3 éven keresztil is (303).

110



Az eredmények Osszegzésével ismét elékeriil a hormézis effektus, hiszen az élettani
folyamatok t6bbségénél sem a tal alacsony, sem a tul magas stimulus nem feltétlendl
kedvez6 (304), hanem létezik, egy un. optimalis zona (33. abra). Ez igaz lehet az
alloképességi terhelésre is, mivel a fizikai inaktivitds mellet a nagyon magas fizikai

aktivitasi szintrdl is kozoltek a reprodukcids szervrendszert érintd negativ hatasokat

(305,306).

A HRC csoport egyedeirdl leirtdk, hogy szignifikdnsan magasabb a spontan horizontalis
aktivitas mérhet6 esetiikben az LRC csoporthoz viszonyitva (307), ezért, - mint azt az abran
kérdojellel (33. dbra) szemléltettik-, a HRC-C allatok napi mozgasmennyiségét nem tudjuk
egyértelmiien a ,.kevesebbet mozgd” kategoriaba sorolni. Fennall a kérdés, hogy a HCR-C
csoport a magas spermatogenezis szinten tuli, vagy még az alatti mozgéas mennyiséget
teljesitett e naponta? Ennek a kérdéskornek a vizsgalata tovabbi kisérleteket igényel, ahol

egeész napi mozgasmennyiség keriilne dsszevetésre a spermatogenezis markereivel.
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Spermatogenezis

Alléképességi
aktivitas mértéke
< < > >
Keveset mozgd Optimélis Sokat mozgo
aktivitas
33. abra

Spermatogenezis és az alloképesséqi aktivitds mértéke az LCR és a HCR csoportokban

Az é&bra a feltételezett kapcsolatot szemlélteti az alloképességi aktivitds és a
spermatogenezis mértéke kozott. A jobb oldali szinek a normal és az ahhoz viszonyitott
magasabb, illetve alacsonyabb szinteket jelzik. A csoport roviditések: LCR-C, LCR-T,
HCR-C és HCR-T pedig a csoportok feltételezett élettani allapotat jeldlik a diagramon. A
HCR-C csoport estén, a kérddjel magyarazata a szévegben olvashato.
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7. Kovetkeztetések

Eléttiink mas szerzok is beszamoltak Kkaldria visszafogashoz kothetd6 BDNF szint

emelkedésr6l. (98,308) Jelen vizsgalatunk arra mutat rd, hogy az emelkedett értékek

crer

- sz

és CREB transzkripciés faktor foszforilacidja (Ser133) tovabb erdsiti  ezen
feltételezéstinket.

A magas futokapacitasu allatok DR hatéséra szignifikansan jobb eredményt produkaltak
az altalunk alkalmazott memdriatesztben (passive avoidence). Ezen eredmények a BDNF
szintben mért névekedésekhez hasonld mintazatot mutattak. A neurotropin hipotézis szerint
az idegsejtek talélését a neurotrofinok, koztiik a BDNF is nagyban el6segitik (309), tovabba
neuronok mintegy "versengve a BDNF molekulaért™" alakitjak ki szinaptikus halézatukat.
Vizsgalatunk eredményei 1is azt sugalljdk, hogy valészintileg ehhez hasonld
mechanizmusok allhatnak a HCR allatok jobb rovidtdvi memoria képességeinek

hatterében.

Jelen taplalkozasi protokollok mellett az agyban és a vazizomban nem tudtunk kimutatni
Sirtl szint emelkedést, habar az izom esetében tendencidzus emelkedés figyelheté meg. A
fizikai aktivitas Sirtl fehérje emelkedéssel jart a HCR csoportban vazizom mintaiban. A ma
leginkabb elfogadott tedria szerint metabolikus stressz allapotokban, mint amilyen a
testedzes vagy a kaloria megvonas megvaltozik az AMP/ATP illetve a NAD+/NADH
ardny. Az eltolédas az AMP érzékeny fehérje, az AMPK aktivalédaséhoz vezet. A
felszabadul6 névekedesi faktorok pedig az Akt fehérje foszforilacidjat okozzak. Az AMPK
pozitiv hatassal van a Sirtl deacetilaz aktivitasara (melyet a NAD+ szint promotal), mely
folyamatok ereddjeként izomban a PGC-1 fehérje deacetilalédik. A deacetilalt PGC-1
pedig fokozza a mitokondrialis biogeneziben résztvevé gének transzkripciojat. Esetiinkben

csak a testedzés ilyen jellegli hatasat tudtuk egyértelmiien igazolni vazizom szdvetben. Az

113



irodalomban a kaldria visszafogds megitélése a mitokondriumok gyarapodasanak
tekintetében igen vegyes, nem egyértelmii. Tovabba olyan adatok is jelentek meg, melyek

nem tdmogatjak a Sirtl altal indukalt mitokondrialis biogenezis kdzponti szerepét.

A kérdések tisztazasahoz hasznos lenne a késébbiekben jelen vizsgalathoz hasonld
mérésekkel, sejtvonalakon torténé vizsgalatokkal, illetve bioinformatikai modszerekkel

elemezni a felhalmozott informaciot a homalyos reszletek eloszlatasa végett.

A vazizomszovet eredményeibdl egyértelmiien kitlinik az LCR csoport metabolikus
adaptaciojanak csokkent hatékonysaga. Akar az energia felhasznalas anyagcsere markereit:
Akt, AMPK akér a mitokondriélis biogenezist szemléljik: PGC-1/NRF1/SDHA, az LCR
csoport gyengén teljesit. Az LCR allatok ezen tulajdonsagai csoportjukat egy betegsegekre
fogékony ¢és abszolut értelembe véve gyenge fizikai teljesitoképességgel rendelkezd
populécidva teszi. Fontos viszont kiemelni, hogy a kornyezeti feltételek, féként az

alloképességi edzés komoly relativ fejlodést képes produkalni az emlitett populécioban.

A here szOvet mérési eredményei megerdsitik azt a nézetiinket miszerint a metabolikus
adaptacio a két futokapacitasaban divergalt torzsben eltéré karakterisztikakat mutat. A LCR
allatok esetében az edzés pozitiv iranyba valtoztatta a spermatogenezis és a szdveti
oxidacios stressz markereit. A HCR allatokban az edzés nem eredményezett szdmottevo
javulast, &m meg kell emliteni, hogy ezen egyedek nagyobb élettani stressz faktorokkal
szembeni ellenall6 képességgel birnak, melyre alacsonyabb P53 acetilacids szintjik is utal

Osszefoglalva, a kovetkezd megallapitdsokat tehetjiik a hippokampalis vizsgalathoz

felallitott hipotéziseinkrol:

a. A vizsgalt csoportokban kimutathatd a memdria képesség és a BDNF szint kapcsolata.
- IGAZ
b. A diétds megszoritas fokozza a BDNF termelést és javitja a memoria képességet mind

a két allatcsoportban és ehhez epigenetikai, hiszton acetildciés modosulas téarsul.
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- Részben IGAZ, tekintve, hogy az LCR allatokban ez a hatas nem tapasztalhato,
illetve lokalis a hiszton acetilacié ndvekedés csak a HCR allatoknal szignifikans

c. Az alkalmazott DR kezelésnek nincs szamottevé hatasa hippokampalis mitokondrialis

biogenezisre.

- IGAZ

Eredményeink alapjan az alabbi megéallapitdsokat tehetjik a gastrocnemius izom és
terhelésélettani paraméterek vizsgalathoz felallitott hipotéziseinkrol:

a. A vizsgélt allatcsoportokban az alloképességi edzés igen, viszont az alkalmazott
taplalkozasi protokoll nem indukal mitokondrialis biogenezist a gastrocnemius
izomban.

- Részben IGAZ, hiszen az LCR éallatok esetében mitokondrialis biogenezis
nem tapasztalhato.

b. Az LCR allatok gyengebb teljesitménye mitokondrialis €és metabolikus adaptacio
problémaival magyarazhato.

-IGAZ.
c. Az alkalmazott all6képességi edzés és az alkalmazott taplalkozasi protokoll javitja a

kezelt csoportok életkilatasait
-IGAZ, de ez foként az alloképességi edzésrél mondhato el.

d. A terhelés élettani valtozasok nagyobb mértékiiek lesznek a HCR csoportokban mint
az LCR allatoknal.

- Részben IGAZ , hiszen a kapaszkodasi eredmények nem kulonboztek. A futasi
képességek és a VO2max eredmények abszolut értelemben jobban fejlédtek a HCR
csoportnal, de relativ értelemben a futési képességekben a LCR csoport nagyobbat
fejlodott.
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Eredményeink alapjan, a kovetkezé dontéseket hozhatjuk meg a him reprodukcids szerv

vizsgalatdnal megfogalmazott hipotéziseinkrol:

a) Az alloképességi terhelés pozitivan befolyasolja az edz6 csoportok spermatogenezis
markereit.
Részben IGAZ. Egyértelmii pozitiv valtozast csak a LCR csoportban talaltunk.
Az altalunk alkalmazott relativ képessegeken alapulé edzeés az HCR csoportban akar

még negativan is befolyasolhatja a spermatognezeist (LDHC eredmények).

b) Az alloképességi edzés hatassal van a here szoveti mitokondrialis biogenezisre €és
oxidativ stressz markereire.
Részben IGAZ, hiszen az LCR allatok esetében kimutathat6 az oxidativ sztressz
markerek csokkenés alloképességi edzés hatasara, de egyértelmii hatést a

mitokondrialis biogenezis valtozasara nem talaltunk.

Végezetll pedig szeretnénk a sporttudomény figyelmét a genetikai vizsgélatok felé
irdnyitani. A kivalasztasban, a személyre szabott taplalkozasi es edzés formulak
kialakitasban oriasi jelent0séggel bir a genetikai hattér, illetve a kdrnyezeti hatasoknak a
genetika kod kornyezetében érvényesiilé valtozasai (DNS metilacio, hiszton acetilacio,
transzkripcidés faktorok aktivalasa, csak hogy nehany példat emlitsink). A
sporttudomanyban azonban, ennek jelentésége nem tulzottan ismert és nem is igen elismert.
A "sport genetika" tébbnyire kimerll az egyes deklarativ, predesztinativ genvariansok,
génkonstellaciok keresésében, kevés figyelmet szentelve a genetikai kod "olvasatanak
megértésre". A genetika szabalyozas sokkal tobbrétegli, mintsem azt 20-30 évvel ezeldtt
gondoltuk volna. A poszttranszkripcios, poszt-transzlacios (specidlis esetben epigenetikai)
modosulasok, illetve az utobbi években a genetikai kutatasokban kdzponti szerepet kapd
nukleinsav interferencia jelenségek fontossdganak felfedezése egyértelmiivé kell, hogy
tegye a sportszakember, -tudos szdmara is, hogy nem hagyhatja ezen 0] ismeretanyagokat
figyelmen kiviil. Akér az edzéstervezésrol, akar egy étkezési terv Osszedllitdsardl legyen
sz0 meg kell talalnia azon alkalmazési modokat, ahol a fentebb emlitett szabalyozasi

formak ismeretében, azokat megértve még hatékonyabban tudja novelni a sport
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teljesitményt, vagy az altalanos teljesitoképességet. Ha tigy tetszik "még egészségesebb
egyént tudjon nevelni”. Az egészség ugyan nehezen megfoghaté fogalom, &m minden

felelésen gondolkod6 ember érthetd igénye.
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8. Osszefoglalés

A taplalkozasi szokdsok ¢és az alloképességi edzés a legkiilonbozébb biokémiai
folyamatokra vannak hatassal. Az irodalomban kaldria visszafogasnak (CR) és diétas
megszoritasnak (DR) nevezett kezelések hatnak az élethossz valtozasra, az oxidativ stressz
folyamtokra, tovabba szamos betegseg prevalecigjat képesek csokkenteni Kkiseérleti
modellekben. Mindezek mellett a taplalkozasi szokasok a fizikai teljesitOképességre is
hatassal vannak, tovabba ugy tlinik, a kognitiv képességeket is befolyasoljak. Kutatasi
eredmények tandbizonysaga szerint a jobb révidtavd memoria eredmények a szinaptikus

plaszticitast vezérl6 neurotrofinnal, a BDNF-fel hozhatok 6sszefliggésbe.

Vizsgalataink soran arra voltunk kivancsiak, hogy a minden masnapi taplalas (DR)
milyen hatassal a van a BDNF gén expresszio epigenetikai szabalyozasara, illetve mérhet6-

e valtozas a PGC-1 alfa jelatviteli Gtvonalban.

A Kkiserlet sordan futasi kepességeik alapjan szelektiven tenyésztett patkanyokkal
dolgoztunk, nagy-(HCR) illetve alacsony (LCR) futdkapacitasi vonallal. Mind a két
vonalban egy-egy csoport DR-ben részesiilt. A Kisérletsorozat masodik felében
alloképességi terhelésnek is Kkitettilk egy-egy allatcsoportot. A hippokampusz mintak
statuszara fokuszaltunk. Vazizom esetén pedig a Sirtl/PGC-1 alfa/NRF1 és az Akt, AMPK

medialta jelatviteli Gtvonalra.

Eredményinak alapjan az DR HCR csoport szignifikdnsan jobban teljesitett a passziv
elharitas teszten, mely valosziniileg kapcsolatban all az emelkedett BDNF fehérje
mennyiséggel is. A BDNF mRNS mennyiség egybevag ugyan az dsszkromatin hiszton H3
K14 acetilacidés adatokkal, am az adatok egylttes értelmezése komplex szabalyozasi
hattérre utal (egyéb promoter régidk szerepe, nukleinsav interferencia ect.).

A BDNF génexpresszié és a mitokondrialis biogenezis gy tiinik igen Osszetett, tobb

rétegli folyamat. Az altalunk vizsgalt fenotipusok, eltérd adaptacios vélaszokat
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produkélnak. Ezen vélaszok pedig figyelemre méltéan a kromatin struktdra szintjén is

érvényesulnek.

Egyértelmii pozitiv mitokondrialis valtozasokat csak a HCR edzd egyedek gastrocnemius
izmaban mertlink, &m a gyengébb képességli tarsaik futokapacitasa relativ értelemben
jobban fejl6dott, mint szerencseés tarsaiké. A két vonal kozti kiilonbség pedig valosziniileg a
mitokondriélis (Sirtl/PGC-1 alfa/ NRF1) és sejtanyagcsere statuszt érzékel (Akt, AMPK)
folyamatok zavaraban keresendd. Figyelemreméltd tovabba, hogy a mitokondriélis
biogenezis markerek egyik vizsgélati csoportban sem mutattak egyértelmii pozitiv
eredményt a here szOvetekben alloképességi edzes hatasara. Viszont az oxidativ stressz
markerek az intervencio hatasara csokkentek, mig a P53 acetilacio novekedett az LCR
csoportban. Mindezek mellet a spermatogenezis markerei pozitivan véltoztak az LCR
csoportban (LDHC, LDHC), mig ezzel ellentétes hatas volt tapasztalhaté a HCR csoportnal
(Odf-1).

Ezek utan valoészintsithetd, hogy a taplalkozasi intervenciok, de alloképességi edzés
egyértelmiien javitja az LCR csoport ¢€lettani funkcidit és az ezzel szoros kapcsolatban allo
életkilatasait is. Osszességében pedig az eredmények hormetikus szabalyozasi
karakterisztikara utalnak, melyek ,,optimlis stimulus szintje” a stimulaci6 modjanak
fliggvenyében (diétds megszoritas, testedzés, stb.) a kiilonb6z6 populaciokon, de akar

szerveken, szervrendszereken belil is, mas hova eshet.
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9. Summary

Dietary Restriction (DR) and endurance training has long been associated with multiform
mechanisms which includes longevity, mitochondrial biogenesis, oxidative stress és disease
prevention. Beyond these eating habits és dietary interventions play a major role not only in
sport performance but they have a critical role maintaining cognitive functions. Numerous
great publications have dealt with this issue recently. It seems that the better cognitive
performance linked to dietary interventions has a strong relation with synaptic plasticity

governing neurotropin BDNF.

In our study we were interested whether running capacity as a phenotypic trait has any
impact on the epigenetic modulation of the BNDF gene expression in alerted dietary
conditions. An experimental model was created for the running capacity of rats. Low
capacity runners (LCR) és high capacity runners (HCR) were identified and one group from
each line was exposed to DR/EOF (Every Other day Feeding). In the second stage of the
study one group form each line exposed to endurance training to trigger the PGCL1 alpha
pathway in the gastrocnemius muscle. In the hippocampal region our research focused on
the histone H3 K14 acetylation pattern of the BDNF gene ~28Kb downstream to the actual
coding sequence where the 1V promoter region is located. The IV promoter is reported to
be activity dependent és it is shown to have instructive roles in BDNF expression.

According to our finding EOF not only results in better cognitive function és elevated
BDNF levels in HCR rat hippocampi, but it has the capability to modify the transcription
environment at the level of chromatin structure. The mRNA data may imply a highly
complex gene expression control in the case of BDNF. In term of mitochondrial biogenesis
an unequivocal answer only given by the HCR trained group. Here significant SirT1/PGC1
alpha/NRF1 pathway activation detected in skeletal muscle. However the LCR trained
animals sown to be more fit then the control ones and it may increase their life expectancy
With the described experimental settings our group cannot detect the activation of

mitochondriogenic pathways in the hippocampus; however a significant increase in PGC 1
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alpha levels were found at HCR/EOF group without further downstream signal

transmission.

The regulation of BDNF gene expression es the mitochondriogenic pathways is a highly
complex, multilayered mechanism as our result suggests with many. This complicated
process seems to differ substantially in population with low és high running capacity. In
case of sport és fitness it is essential to understés the individual needs whether one deal
with diet or exercise protocol. It seems that distinct groups give quite different adaptive

response even at the level of chromatin structure.
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	Fontos tény, hogy a BDNF szabályzásban döntő szerepet játszanak az életvitel különböző összetevői, azon belül is különösen a fizikai aktivitás (131). Az utóbbi évtizedekben a tudományos és ismeretterjesztő irodalomban egyre gyakrabban találkozhatunk a...
	Az állatok testtömegüknek megfelelő mennyiségű pentobarbital injekciót kaptak (45mg/kg), miután a szer kifejtette szedato-hipnotikus hatását, az állatokat dekapitáltuk, a gastrocnemius izmot, a teszti és az agyat műtéti úton eltávolítottuk, a hippokam...
	A mintákat jégen 10s-on keresztül közepes fokozaton (IKA’s Ultra-Turrax homogenizer) tártuk fel kétszeres mennyiségű PBS-ben (pH 7,4). Ezt a prehomogenátot 4 felé alikvotoltuk ChIP, qRT-PCR, Western blot és az ELISA vizsgálatokhoz. A ChIP vizsgálatot ...
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	4.7.9. Western Blot
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